
 749-754، 1391، 3، شماره پاییزاي، علمی ـ پژوهشی، سال نهم،  پاتوبیولوژي مقایسه

 

ویبریو  يها باکتري باکتري اسانس چند گونه گیاهی بر اثرات ضد
 آلجینولیتیکوس، لیستریا مونوسیتوژنز و اشرشیاکلی 

  3احمد قرایی ،2*،مصطفی غفاري1نرجس سنچولی

  

  چکیده
گرایش به جایگزینی آنها با  ،ها با توجه به محدودیت هاي استفاده از آنتی بیوتیک

از بین مواد مختلف جایگزین، اخیرا  .قویت نموده استمواد طبیعی و ارزان تر را ت
 ضد اثرات تحقیق این در. اي یافته اند هایی با منشاء گیاهی جایگاه ویژه فرآورده

 Rosmarinus( ، رزماري)Mentha spicata(نعناع گونه گیاهی 5 اسانس باکتریایی

officinalis(، هندي میخک )Eugenia caryophyllata( ،سبز  زیره Cuminum 

cyminum)( سماق  و)Rhus coraria(  باکتریایی سویه 3بر)Escherchia coli, 

Listeria monocytogenes, Vibrio alginolyticus  (برايگرفت،  قرار  مطالعه مورد 
 Broth( میکرودایلوشن استاندارد روش از )MIC( بازدارندگی غلظت حداقل تعیین

Microdilution (کشی باکتري غلظت حداقل و شد استفاده)MBC (از استفاده با 
 MBCو   MICنتایج نشان داد که کمترین میزان  .شدتعیین  اسانسهر  MIC مقادیر

ي میخک هندي ها اسانسکه مربوط به  لیتر میلیمیلی گرم در  8و 4 با برابربه ترتیب 
و بوده  V. alginolyticus و نعناع بر باکتري  E. coli و V. alginolyticusي ها باکتري بر

 36و 18برابر با به ترتیب مربوط به اسانس رزماري  MBCو  MICبیشترین مقدار 
از بین  .به دست آمد   L. Monocytogenesبر باکتري لیتر میلیمیلی گرم در 

 ها باکتريو  ي داشتهتر قويعملکرد ي مورد بررسی اسانس میخک هندي، ها اسانس
نسبت به آن  ها باکتريو  تر ضعیف، انس رزمارياما اس .بودند تر حساس آننسبت به 

 يباکتر نیتر مقاوم و نیتر حساس. مقاومتر بودند ها اسانسدر مقایسه با سایر 
 و V.alginolyticus باکتري بیترت به مطالعه مورد يها اسانس به نسبت

L.monocytogenes ي مورد مطالعه داراي اثرات ضد ها اسانسنتیجه این که  .بودند
ي مورد بررسی اسانس ها اسانسي مذکور بوده و از بین ها باکتريریایی بر باکت

د با جداسازي ماده موثره شو میبوده بنابراین پیشنهاد  تر قويمیخک هندي و نعناع 
  .ي بیماري زاي دیگر استفاده شودها باکترياین دو اسانس در کنترل 

  MIC ،، میکرودایلوشناثرات ضد باکترياسانس، : کلیدي واژگان
  

  29/5/91: پذیرش تاریخ    20/1/91: دریافت تاریخ
  

  مقدمه
 از که قوي رایحه و بو داراي و معطر هستند موادي ها اسانس
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  .و بلوچستان، ایران

 طور به و بنزنی یا آروماتیک يها حلقه حاوي میاییشی نظر
 يها اسانس. ندباش می دار اکسیژن یا فنلی مواد از متشکل عمده

 هستند میکروبی عوامل موثرترین آنها متشکله اجزاء و طبیعی
 در اي ارزنده نقش تهیه، هنگام در بالا خلوص علت به که

 شیمیایی ختارسا نظر از و دارند عهده به جاندارها ریز کنترل
 و ستونهاا ،ها الکل آلدئیدها، استرها، از مخلوطی ها اسانس

 آنها اجزاي گیاه نوع به بسته که ندباش می ترپنوئیدها
 مثل گیاه مختلف قسمتهاي در مواد این علاوه به. اند متفاوت
 یافت گیاه يها گل و دانه میوه، ساقه، برگ، ریشه، پوست،

 و ها پروتئین ، DNA,RNAختسا از ها اسانس). 13(ندشو می
ي جلوگیر باکتریایی و رچیقا سلولهاي در ساکاریدها پلی
هاي ثانویه گیاهان دارویی مانند  متابولیت ).10(کنند می

هاي گیاهی از نظر اثرات ضد میکروبی شان  و عصاره ها اسانس
مورد بررسی قرار گرفته اند و مشخص شده است که اغلب 

شده از گیاهان دارویی داراي  ي گیاهی استخراجها اسانس
خواص ضد قارچی، ضد انگل، ضدباکتري و ضد ویروس 

  ).10(ندباش می
باکتري گرم منفی و فرصت  ویبریو آلجینولیتیکوس ريـباکت

هاي دریایی مناطق گرمسیري و  ساکن عمومی آب طلب و
این باکتري به عنوان عامل عفونی ). 20(دباش میمعتدله 

ثر مصرف محصولات دریایی خام یا وده که در اـرك بـمشت
گردیده انسان تنان وارد بدن  ه از جمله ماهی و نرمـم پختـنی

  ).17(دوـش یـم ده و رودهـاب معـث التهـاعـو ب
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ویبریو آلجینولیتیکوس از آب دریا، لارو ماهی، لارو میگو، 
تخم آرتمیا، ماهی کفشک جوان و بریم دریایی جداسازي شده 

هاي ویبریو آلجینولیتیکوس به آمپی سیلین است وهمه سویه 
این عامل ). 4(ک اسید و کربنسیلین مقاوم هستند یو نالیدیکس

گراد نیز رشد و در  درجه سانتی 40بیماري زا در حرارت 
  ). 3(کند هاي عمومی ایجاد می یز عفونتماهی و میگو ن

کاتالاز ، اي شکل، گرم مثبت باکتري میله لیستریا مونوسیتوژنز
بی یا  بوده که متابولیسم تنفسی هوازيبت و اکسیداز منفی مث

اغلب از طریق آب آلوده، غذاي آلوده  .هوازي اختیاري دارد
وآلودگی متقاطع، عفونت لیستریایی رخ می دهد که با علایمی 
شبیه آنفلوانزا، سپتی سمی و مننژیت خصوصا در نوزادان، خانم 

همراه  سیستم ایمنی هاي باردار، افراد مسن و اشخاص با نقص
لیستریا مونوسیتوژنز می تواند در تعداد زیادي از ). 14(دباش می

غذاهاي فرآوري شده و خام مانند شیر و محصولات لبنی، 
شت گاو و گو ،گوشت و محصولات گوشتی مانند سوسیس

کلم و همچنین در محصولات ، محصولات تازه مثل تربچه
دیده شده  سبزیجاتو  میوه، تخم مرغ ،غذاهاي دریایی ،ماهی
ماهی دودي و  روغن رشد لیستریا مونوسیتوژنز روي. )9(است

سرد، سالمون دودي و سرد، گوشت خرچنگ، میگوي پخته 
 4-10شده، کنسرو گوشت لابستر نگه داري شده در دماي 

  ). 2و 6(درجه سانتی گراد مشاهده شده است
لید آنزیم به تو یی است که قادرها باکتريکی از یاشرشیاکلی   

ن باکتري عضو اصلی یا دباش میزهاي متنوع ماهاي بتا لاکتا
هاي  خانواده انتروباکتریاسه و عامل بسیاري از عفونت

، گاستروانتریت، مننژیت نوزاد و Sepsisبیمارستانی همانند 
 .)16(هاي ادراري شناخته شده است خصوصا عفونت

ماکرل منجمد اشرشیاکلی باکتري بیماري زایی است که از ماهی 
شر شیاکلی ا). 15(جداسازي شده استاز گربه ماهی آفریقایی  و

یکی از میکروارگانیسم هایی است که بیشترین فراوانی 
جداسازي از خون را داشته و پتانسیل نسبی بالایی را براي 

 2002ایجاد مقاومت آنتی بیوتیکی دارد به عنوان مثال در سال 

پی سیلین و سیپروفلوکساسین در ایالات متحده مقاومت به آم
این تحقیق به منظور بررسی اثرات ضد  .)11(مشاهده شد

ي میخک هندي، زیره سبز، سماق، رزماري ها اسانسباکتریایی 
 Escherchia coli, Listeriaي ها باکتريو نعناع بر 

monocytogenes, Vibrio alginolyticus   گرفتانجام.  
 

  کار مواد و روش
  ي گیاهیها اسانستهیه 

اسانس زیره سبز، نعناع و رزماري از شرکت کشت و صنعت 
بازار و اسانس میخک هندي از )  باریج اسانس(گلکاران کاشان 

بوده % 100 ها اسانسو درصد خلوص  خریداري شد محلی
اسانس سماق با استفاده از روش تقطیر با آب استخراج  .است
  . شد

  میکروارگانیسم هاي مورد مطالعهتهیه 
و )   PTCC 1630(ویه هاي استاندارد لیستریا مونوسیتوژنزس

از مرکز  به صورت آمپول لیوفیلیزه )PTCC 1330(اشرشیاکلی 
سازمان پژوهش هاي علمی و (  کلکسیون قارچ و باکتري ایران

ینولیتیکوس از همولنف میگوي و گونه ویبریو آلج) صنعتی ایران
Litopeneus vannami 12( جداسازي شد(.  

  تخراج اسانس سماقاس
میوه  پس از خشک شدن و آسیاب کردناسانس سماق،   

 به روش تقطیر با آب، توسط دستگاه کلونجر سماق 
)Clevenger ( گرم نمونه خشک شده و  به  40با استفاده از 

   .)1(گردیداستخراج  ساعت بعد از جوش آمدن 3 مدت
روش با استفاده از ) MIC(تعیین حداقل غلظت بازدارندگی 

  میکرودایلوشن
ساعته  24کشت  ،ي مورد آزمایشها باکتريبراي این منظور از 

) NB(درجه سانتی گراد و در محیط نوترینت براث 37در دماي 
براي دو گونه اشرشیاکلی و لیستریا مونوسیتوژنز و نوترینت 

نمک سدیم کلرید براي گونه ویبریو آلجینولیتیکوس % 3براث با 
در دي متیل  ها اسانساستوك از  هاي محلول. تهیه شد
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هاي رقت با استفاده از محیط  سریال .سولفوکساید تهیه شدند
میلی  0625/0تا  16از ) MHB( کشت مولر هینتون براث

تا  36براي اسانس میخک هندي و نعناع، از  لیتر میلیگرم در 
 24براي اسانس رزماري، از  لیتر میلیمیلی گرم در  28125/0

براي اسانس زیره سبز و از  لیتر میلیلی گرم در می 1875/0 تا
براي اسانس سماق در  لیتر میلیمیلی گرم در  625/0تا  20

) حداقل غلظت بازدارندگی(  MICآزمایش .نظر گرفته شدند
نشان داده  1که در نگاره  خانه اي میکروتیتر 96در پلیت 
رقیق (و با روش استاندارد براث میکرودایلوشن  شده است

به طوري که سریالهاي  ،انجام شد) ي در محیط مایعساز
بر ) MHB(رقت با استفاده از محیط کشت مولر هینتون براث

 100میزان   ابتدا و ندتهیه شد لیتر میلیحسب میلی گرم در 
پلیت  چاهک اول به را ها اسانس غلظت بالاي از میکرولیتر

ر میکرولیت 100خانه اي که قبلا حاوي  96هاي میکروتیتر 
بعد از و  شدمحیط کشت مولر هینتون براث بوده اضافه 

را  میکرولیتر 100مخلوط کردن محتویات چاهک اول مقدار 
برداشته و به چاهک دوم اضافه نموده و این کار را تا آخرین 

 100انجام داده و از چاهک آخر  ها اسانسرقت مورد نظر 
 100بعد از آن و  ریختهمیکرولیتر را برداشته و دور 

 )معادل نیم مک فارلند( میکرولیتر از سوسپانسیون باکتریایی
CFU/ml 106× 5/1 چاهک هاي حاوي محیط کشت مولر  به

اضافه شد و به  ها اسانسهینتون براث و رقت هاي مختلف 
درجه سانتی گراد گرمخانه  37ساعت در دماي  24مدت 

در مقایسه با ( وجود کدورت ساعت 24بعد از  .گذاري شد
حاکی از رشد باکتري و شفافیت، نشان دهنده ) ف کنترلردی

پایین ترین غلظتی که در آن هیچ  .دباش میعدم رشد باکتري 
فاقد کدورت ناشی از رشد ( گونه رشد باکتري مشاهده نشد

تعیین  )MIC(حداقل غلظت بازدارندگی به عنوان  )باکتري
نگین بار تکرار گردید و میا 3تمام آزمایشات براي  .)2. (شد
ارائه  MBCو   MICهاي بدست آمده به عنوان نتایج  داده

  .گردید

    
 تکنیک در استفاده مورد اي خانه 96 پلیت میکروتیتر تصویر - 1نگاره

  میکرودایلوشن
  
  )MBC(تعیین حداقل غلظت باکتري کشی  

 Minimum Bactericidal(حداقل غلظت باکتري کشی 

Concentration, MBC (ر دیبا توجه به مقاMIC  شدتعیین ،
میکرولیتر از چاهک هایی که رشد  5به طوري که میزان 

باکتري در آنها متوقف شده است، به پلیت هاي حاوي 
شد و به  اختصاصی هر باکتري انتقال داده محیط کشت 

درجه سانتی گراد در  37ساعت در دماي  22-24مدت 
در که  اسانسترین غلظت  پایین. شدندنگهداري  انکوباتور

در  MBCرشد نداشتند به عنوان  ها باکتريدرصد  9/99آن 
  ). 5(نظر گرفته شد 

  
  نتایج
یزان حداقل غلظت بازدارندگی حاصل از سنجش م نتایج

  و حداقل غلظت کشندگی
نتایج حاصل از بررسی حداقل غلظت بازدارندگی و حداقل 

ي مورد بررسی در ها باکتريروي  ها اسانسغلظت کشندگی 
) MIC( بازدارندگی غلظت حداقل .است آمده )1(جدول 

-8ي مورد مطالعه ها باکترياسانس میخک هندي و نعناع بر 
، اسانس  6- 12 بز، اسانس زیره سلیتر میلیمیلی گرم در   4

میلی گرم در  10-20و اسانس سماق  9-18رزماري 
دهد که  این نتایج نشان می .بدست آمده است لیتر میلی

که مربوط  لیتر میلیمیلی گرم در  4برابر  MICکمترین میزان 
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 V. alginolyticusي ها باکتريبه اسانس میخک هندي علیه 
و V. alginolyticus و همچنین نعناع بر باکتري  E. coliو 

میلی  8یعنی  MICدو برابر مقدار  نعناع اسانس MBCمقدار 
این در حالی بود که بیشترین  .بدست آمد لیتر میلیگرم در 

میلی گرم  18مربوط به اسانس رزماري برابر با  MICار مقد
این  MBCو    L. Monocytogenesبر باکتري لیتر میلیدر 

 .به دست آمد لیتر میلیمیلی گرم بر  36اسانس بر این باکتري 

ط ـرات ضد باکتریایی متوسـز داراي اثـره سبـس زیـانـاس
  يها باکتريمربوط به این اسانس  MICه کمترین میزان ـک

V. alginolyticus  وE. coli  و بیشترین میزانMIC  مربوط
 MICکمترین مقدار  .بود  L. monocytogenesبه باکتري

و بیشترین  V.alginolyticusاسانس سماق مربوط به باکتري 
 monocytogenesو  E.coliي ها باکتريمقدار آن مربوط به 

.L بود.  
  

  اسانس گیاهی به روش میکرودایلوشن mg/ml (5بر حسب  MBC و  MIC(فعالیت ضد باکتریایی -1جدول
 

E. coli L. monocytogenes V. alginolyticus ها باکتري 

MIC MBC MIC MBC MIC MBC گیاهی هاي اسانسmg/ml)( 

 میخک هندي 8 4 16 8 8 4

 نعناع 8 4 16 8 16 8

 زیره سبز 12 6 24 12 12 6

 رزماري 9 9 36 18 18  9

 سماق 10 5 20 10 20 10

  
  بحث

اثرات ضد باکتریایی خود را از طریق تغییر  ها اسانس 
بررسی هاي . ساختار و عمل غشاء سلولی اعمال می کنند

اثبات  ها اسانسم عمل سصورت گرفته در خصوص مکانی
نموده که این ترکیبات نفوذ پذیري غشاء را افزایش می 

به متورم شدن اجزاي اسانس با نفوذ در غشاء منجر . دهند
کاهش می (داده غشاء گردیده و فعالیت آنرا تحت تاثیر قرار 

اجزاي  .و در نهایت منجر به مرگ سلول خواهند شد) دهند
اسانس نیز اثرات ضد باکتریایی متفاوتی دارند، به طوري که 
گروه هیدروکسیل موجود در مولکول اجزاي اسانس مانند 

راي بروز خاصیت ضد کارواکرول، تیمول، سایمن و منتول ب
  ).8(باکتریایی آنها بسیار مهم است

لیستریا  و در مورد باکتري ویبریو آلجینولیتیکوس
را اسانس میخک  کشی بیشترین قدرت باکتريمونوسیتوژنز 

و  =ml/mg4MIC(با مقدار  به ترتیب هندي و نعناع

ml/mg8MBC=(  و)ml/mg8MIC=  وml/mg16MBC= ( 
دیر بدست آمده قدرت ضد باکتریایی داشتند که بیشتر از مقا

ي مطالعه شده دیگر ها باکتريدر مورد  ها اسانساین 
  ).5و19(بود

را  کشی بیشترین قدرت باکتري E.coliدر مورد باکتري 
و  MIC=4mg/ml(اسانس میخک هندي با مقدار 

MBC=8mg/ml  (که بیشتر از مقادیر بدست آمده  داشت
ي ها باکترير مورد د قدرت ضد باکتریایی این اسانس 

در این تحقیق مشاهده شد که ). 5و19( مطالعه شده دیگر بود
نسبت  )E.coli و (V. Alginolyticusي گرم منفیها باکتري

حساسیت ) L. monocytogenes( به باکتري گرم مثبت
با توجه به ( ي مورد بررسی داشتندها اسانسبیشتري در برابر 

اکتري گرم مثبت در مقایسه بر ب ها اسانسبالاتر  MICمقادیر 
که این احتمالا به واسطه وجود  ،)ي گرم منفیها باکتريبا 

 و متفاوت در دو نوع باکتري گرم مثبت ومنفی دیواره سلولی



  ریا مونوسیتوژنز و اشرشیاکلیهاي ویبریو آلجینولیتیکوس، لیست اثرات ضد باکتري اسانس چند گونه گیاهی بر بر باکتري
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از بین . دباش میي گرم مثبت ها باکتريعدم وجود غشاء در 
توجه به  ي مورد بررسی اسانس میخک هندي باها اسانس

سانس بر هر سه باکتري مورد پایین این ا MICمقادیر 
و  تر حساسنسبت به این اسانس  ها باکتريو  تر قوي ،مطالعه

 ،ها باکتريبر  MICاسانس رزماري با توجه به مقادیر بالاتر 
نسبت به آن در مقایسه با سایر  ها باکتريو  تر ضعیف
ین باکتري تر حساسو  مقاومتر مشاهده شدند ها اسانس

 V. alginolyticusمطالعه باکتري  ي موردها اسانسنسبت به 
 .مشاهده شد L. monocytogenesو مقاوم ترین آنها باکتري 

اسانس میخک هندي درصد بالاي فعالیت ضد میکروبی 
که جزء ترپن هاي فنولیک با  دباش مییوگنول به  مربوط

وگنول تقریبا ی د وباش میخاصیت ضد میکروبی بالا 
ی دهد، غلظت هاي ترکیب اسانس میخک را تشکیل م85٪

کمتر از کشندگی این ترکیب، از تولید آمیلاز و پروتئاز در 
سلول باکتري جلوگیري می کند، این ترکیب هم چنین باعث 
تخریب دیواره سلولی وتجزیه سلول می گردد گروه 
هیدروکسیل یوگنول با پروتئین ها پیوند شده از عمل آنزیم 

تشکیل دهنده  ترکیب، در سلول باکتري جلوگیري می کند
یک گونه در شرایط منطقه اي مختلف ممکن است اسانس 

اختلاف داشته باشد و این اختلافات می تواند ناشی از 
تفاوت در فصل برداشت، زمان استخراج اسانس، مناطق 

 ).7(مختلف جغرافیایی حتی بخش هاي مختلف گیاه باشد
عامل دیگري که می تواند اثرات ضد باکتریایی عصاره یا 
اسانس یک گیاه را تحت تاثیر قرار دهد، محیط کشت مورد 

. دباش میآزمایشات ضد باکتریایی  استفاده جهت انجام
هاي  تفاوت در اثرات ضد باکتریایی یک ماده در محیط کشت

  .)18(گوناگون به اثبات رسیده است
  

  سپاسگزاريتشکر و 
از مسئولین آزمایشگاه هاي پژوهشکده تالاب هامون دانشگاه 
زابل و همچنین از سرکار خانم سعیده سعیدي و مسئول 

مسئول پژوهشکده زیست فناوري سرکار خانم خواجه و 
مهندس حیدري که صمیمانه آزمایشگاه شیلات  جناب آقاي 

ما را در انجام این کار یاري رساندند کمال تشکر و قدردانی 
  . را داریم
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