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 چکیده

شوند. بروز مسمومیت غذایی میهای شیری آلوده باعث از طریق خوردن فرآورده استافیلوکوکوس اورئوسد انتروتوکسین های مولسویه

منظور تعیین حداقل غلظت مطالعه حاضر بهاین قارچی دارند. باکتریایی و ضدهای ضداسانس آویشن شیرازی شامل ترکیباتی است که ویژگی

نس گیاه استخراج خام صورت پذیرفت. در مرحله اول اسا شده از شیر جدا استافیلوکوکوس اورئوسکننده اسانس آویشن شیرازی علیه  مهار

نمونه شیرخام از یک گاوداری در  84سنج جرمی مورد بررسی قرار گرفت، در ادامه و توسط کراماتوگراف و کراماتوگراف متصل به طیف

ها جدا شد. از نمونه استافیلوکوکوس اورئوسمورد بررسی قرار گرفت. چهارده جدایه  استافیلوکوکوس اورئوسشهر سمنان جهت حضور 

درصد اسانس را  95/58ترکیب که  29اسپکترومتری بررسی شد. مجموع  شیمیایی اسانس آویشن شیرازی توسط کراماتوگرافی گازی/ترکیب 

( و ترانس کاریوفیلین %89/3(، کارواکریل استات )%5/7(، پاراسیمن )%7/14(، تیمول )%93/95کارواکرول )دادند شناسایی شدند: تشکیل می

طریق روش براث میکرودایلوشن با  شده از جدا هایاستافیلوکوکوس اورئوسنده اسانس آویشن شیرازی علیه تمام کن غلظت مهار(. 4/3%)

استافیلوکوکوس باکتریایی علیه تعیین شد. بنابراین نتایج نشان داد که اسانس آویشن شیرازی دارای اثرات ضد 554/5تا  5551/5ای از دامنه
 باشد.شده از شیرخام میجدا اورئوس

 خام آویشن شیرازی، شیر ،، اسانساستافیلوکوکوس اورئوس: های کلیدیواژه
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 قدمهم

ایجاد  اصلی عواملیکی از  استافیلوکوکوس اورئوس

 .باشددر گاوهای شیری در سرتاسر جهان می ورم پستان

د های مولسویه ی ازند منبع مهمنتوامیغدد پستانی 

های تولید د. انتروتوکسیننباش این باکتریانتروتوکسین 

د انتروتوکسین های مولشده توسط سویه

و توکسین  A-Hهای در گروه استافیلوکوکوس اورئوس

شوند. فراوانی تولید می یبندطبقهشوک توکسیک 

های استافیلوکوکوس به ین سویهانتروتوکسین در ب

. (Mossel and Netten, 1990)ت متغیر است شد

 جدا هایاستافیلوکوکوس اورئوسمطالعات بر روی 

 خام نشان داده است که تولید انتروتوکسین شده از شیر

درصد متغیر است  9/99بین صفر تا  هاتوسط جدایه

(Bennett et al., 1986; Kenny et al., 1993;) .

توکسین عامل سندروم شوک توکسیک از 

گاوهای مبتلا  از شیر شده جدا استافیلوکوکوس اورئوس

چنین از و هم ینیبالتحتپستان بالینی و  ورمبه 

 Takeuchi et) استیافت گردیده  دامداری هایتانک

al., 1998.) د انتروتوکسین های مولسویه

یک  شیرخامهای از نمونه استافیلوکوکوس اورئوس

 (Ombui et al., 1992)آوری شیر در کنیا شرکت جمع

شده در تیرینیداد آوریو در مخزن شیرِ شیرهایِ جمع

(Adesiyun et al., 1998) از این اندجداسازی شده .

نبع محتمل برای مشیر شود که گیری میمطالعات نتیجه

 استافیلوکوکوس اورئوسد انتروتوکسین های مولسویه

و ممکن است  باشدمیی های شیردر شیر و فرآورده

د های مولسویهکننده خطرآفرین باشد. برای مصرف

خوردن  قیاز طر استافیلوکوکوس اورئوسانتروتوکسین 

تعدادی از  های شیری آلوده باعث بروزفرآورده

 ,.Adesiyun et al)شوند غذایی میهای مسمومیت

1998; Asao et al., 2003) جدیدترین بروز وسیع در .

آلوده  چربکممصرف شیر  لهیوسبهدر ژاپن  2555سال 

 .(Asao et al., 2003) بودرخ داده  Aبه انتروتوکسین 

 یگیاه( Zataria multiflora Boiss)آویشن شیرازی 

از خانواده نعنائیان است که در ایران، پاکستان و 

گسترده  طوربهگیاه در ایران  کند. اینافغانستان رشد می

از قبیل  در طیف وسیعی از غذاها دهندهطعم عنوانبه

 گیردپنیر و سوپ مورد استفاده قرار میماست، 

(Azizkhani et al., 2013) اجزای اصلی اسانس این .

رواکرول، تیمول و گاما فنلی از قبیل کاگیاه ترکیبات 

. مشخص (Azizkhani et al., 2013)باشند ترپینن می

فعالیت ضدمیکروبی  و تیمولشده است که کارواکرول 

 in vitroوسیع دارند و این دو ترکیب موضوع مطالعات 

 ,.in vivo (Manohar et al., 2001 Lambert et alو 

2001; Ultee and Smid, 2001; ) که  اندبودهبسیاری

اثر ضدمیکروبی کارواکرول و تیمول علیه 

 اند.را اثبات کرده استافیلوکوکوس اورئوس

میکروبی رایج، مل ضدابا سایر عو سهیدر مقا

اسانس آویشن شیرازی بر  ریتأثدرباره  موجود اطلاعات

عوامل باکتریایی جدا شده از شیر خام از جمله 

. مطالعه باشدمحدود میی هااستافیلوکوکوس اورئوس

از  استافیلوکوکوس اورئوسسازی جدا منظوربهحاضر 

کننده اسانس و تعیین حداقل غلظت مهار شیرخام

 شیرازی بر این باکتری انجام شد.آویشن 
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 هامواد و روش

 گیرینمونه -

گاوهای سالم گاوداری از نمونه  84 خام به تعدادشیر 

آوری جمعهای استریل در لولهو اخذ  درسدنانشیری 

انتقال به آزمایشگاه در  ها در حینگردید. همه نمونه

ساعت به  2 حداکثر طیشدند و داری هشرایط سرد نگ

آزمایشگاه میکروبیولوژی دانشکده دامپزشکی دانشگاه 

 سمنان منتقل گردیدند.

 استافیلوکوکوس اورئوسجداسازی  -

 اهر نمونه بلیتر از میلی 1 ، مقدارسازیمنظور رقتبه

گردید. سپس  مخلوطلیتر محلول سالین پپتون میلی 5

لیتر از این محلول بر روی سطح محیط میلی 1/5

درجه  39±2بردپارکر آگار تلقیح شد و در دمای 

گذاری ساعت گرمخانه 48تا  35مدت به سلسیوس

گردید. پنج پرگنه بارز از هر محیط )پرگنه سیاه با هاله 

آبگوشت قلب و  کشت طیمحروشن(، برای تلقیح به 

درجه  39±2و در دمای  ( انتخابBHI brothمغز )

 de)گذاری گردید ساعت گرمخانه 24مدت به سلسیوس

Oliveira et al., 2012). از نظر ها سپس جدایه

تشخیص شدند.  دییتأشناسی و بیوشیمیایی ریخت

آمیزی و بررسی شکل ظاهری باکتری توسط رنگ

آمیزی شده بررسی میکروسکوپی اسمیرهای رنگ

 صورت پذیرفت.

 های بیوشیمیاییآزمون -

آز و های اکسیداز، کاتالاز، ایندول، اورهآزمون

. (Roberson et al., 1992)پذیرفت  کوآگولاز صورت

 de) واکنش تخمیر سوکروز و مالتوز انجام شدچنین هم

Oliveira et al., 2012). 

 سازی باکتری برای کشتآماده -

 در محیط استافیلوکوکوس اورئوسهای جدایهابتدا 

درجه  39قلب و مغز در دمای کشت آبگوشت 

 و گذاری گردیدساعت گرمخانه 18مدت به ساسیوس

آبگوشت  محیطدر کشت باکتری ر شد. این مرحله تکرا

ل در طو 1/5قلب و مغز رقیق گردید تا به جذب نوری 

( Milton Roy Company, USAنانومتر ) 955موج 

از این  آمده دستبهکشت باکتری جمعیت  برسد.

 شمارش گردید. سازیرقیق

 روش میکرودایلوشن تعیین حداقل غلظت مهارکننده به -

 355خانه  59های در مطالعه حاضر از پلیت

گرد برای تعیین حداقل غلظت مهارکننده میکرولیتری ته

، 155، 95، 5های اسانس آویشن شیرازی در غلظت

 در محیط ppm 3255و  1955، 855، 455، 255

 9سولفوکساید متیلآبگوشت قلب و مغز حاوی دی

میکرولیتر از هر  255استفاده گردید. سپس  درصد

 35 غلظت به هر خانه پلیت منتقل شد و به آن

در هر  cfu/ml 915×9)های باکتری میکرولیتر از نمونه

های پلیت با پلیت محتویات خانه اضافه گردید.خانه( 

دقیقه مخلوط گردید و  2ریدر مجهز به شکر برای 

نانومتر در زمان شروع  935جذب نوری در طول موج 

سلسیوس درجه  39ها در دمای خوانده شد. پلیت

در پایان این و شدند گذاری خانهساعت گرم 24 مدتبه

ها توسط ریدر قرائت جذب نوری آن مجدداًمدت 

در مقایسه نوری جذب واحدی  ≥1/5. افزایش گردید

با زمان شروع، نشانه رشد باکتری بود و نخستین غلظت 

که این میزان تفاوت در آن تشخیص داده نشد، اسانس 

ر نظر اسانس د( MIC)حداقل غلظت مهارکننده  عنوانبه

 گرفته شد.
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 استخراج اسانستهیه آویشن و  -

دهی از گیاهان وحشی آویشن شیرازی در مرحله گل

گیاه  یبندطبقهآوری گردید و تشخیص در یزد جمع

 توسط موسسه گیاهان دارویی صورت پذیرفت.

شده  خشکهایی از گیاه که در مجاورت هوا بخش

 3مدت بهکلونجر با روش تقطیر در آب با دستگاه بودند 

با سدیم  آمده دستبهاسانس  گیری شد وساعت اسانس

در تا زمان آزمون شک گردید و سولفات بدون آب خ

گردید  دارینگهدور از نور و  سلسیوسدرجه  4دمای 

(Sharififar et al., 2007). 

های موجود در اسانس در مرکز جهاد ترکیب

های گاز دستگاه دانشگاهی دانشگاه تهران با استفاده از

( و گاز کروماتوگراف متصل به GC) کروماتوگراف

( با مشخصات زیر شناسایی GC/MSسنج جرمی )طیف

سنج شدند. دستگاه گاز کروماتوگراف متصل به طیف

متر  35( با ستون مویینه به طول Agilent 6890جرمی )

میکرومتر و ضخامت لایه داخلی  295و قطر داخلی 

درجه  299تا  95میکرومتر با برنامه دمایی  29/5

درجه در هر دقیقه و  9/2ریجی با افزایش تدسلسیوس 

 35مدت بهسلسیوس درجه  299داری ستون در نگه

درجه  295دقیقه استفاده شد. دمای اتاقک تزریق 

لیتر در میلی 9/1و گاز حامل هلیوم با سرعت سیوس سل

الکترون  75با انرژی یونیزاسیون  EIدقیقه بود. شناساگر 

درجه بود. تشخیص  295ولت و دمای منبع یونیزاسیون 

آمده  دستاجزای اسانس با کمک شاخص بازداری به

( Sigma, UKها )سری از آلکاندر مقایسه با تزریق یک

های های ترکیبو مقایسه با طیف DB5با ستون 

و الگوی شکست  استاندارد، تشخیص طیف جرمی

معتبر و مقایسه کامپیوتری گزارش شده در منابع 

اطلاعات جرمی به کمک بانک اطلاعاتی انجام شد. 

دهنده اسانس با درصد نسبی هر یک از اجزا تشکیل

 Dadalioglu)استفاده از سطح زیر منحنی تعیین شد 

and Evrendilek, 2004). 

 

 هایافته
 ترکیبات اسانس -

بود.  %78/1دست آمده از دستگاه کلونجر اسانس به

س بر اساس گاز کروماتوگراف و گاز درصد اجزای اسان

 (1)سنج جرمی در جدول کروماتوگراف متصل به طیف

آمده است. پروفایل روغنی اسانس، کارواکرول 

(carvacrol) 93/95اسانس )عنوان ترکیب اصلی را به 

این سایر ترکیبات غالب این  بر علاوه داد.نشان ( درصد

-p(، پیسیمن )7/14%) (thymolاسانس شامل تیمول )

cymene) (5/7%)( کارواکریل استات ،Carvacryl 

acetate )(89/3%) ( و ترانس کاریوفیلنTrans-

caryophyllene( )4/3%.بودند ) 

 استافیلوکوکوس اورئوسآلودگی شیرهای خام به  -

نمونه آلوده به  14نمونه مطالعه شده،  84از 

ها نمونه %19بودند که شامل  استافیلوکوکوس اورئوس

 شدند.می
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 درصد ترکیبات اسانس آویشن شیرازی -(1جدول )

 ترکیبات RI درصد       

 آلفا توجن 527 58/5

 آلفا پینن 537 2/2

 کاکفن 595 1/5

 اوکتانن-3 598 18/5

 بتا پینن 578 18/5

 میسرن 584 8/5

 سیمن 1517 5/7

 بتا تریپنئول 1529 5/5

 گاما ترپینن 1599 9/2

 لینالول 1555 2/1

 ال-4ان -1من  -رو 1198 59/1

 ال-8ان -1من  -رو 1181 59/1

 کارواکرول متیل اتر 1227 9/1

 تیمول 1298 7/14

 کارواکرول 1288 93/95

 تیمیل استات 1325 95/5

 کارواکریل استات 1395 89/3

 ترنس کاریوفیلن 1431 4/3

 دئین-7، 3-اودما 1448 1/5

 آرومادندرن 1492 57/2

 آلفاهمولن 1497 2/5

 سیکلوساتیون 1472 1/5

 لدن 1954 55/1

 اسپاتولنول 1979 52/1

 اکسید کاریوفیلن 1989 1/1

 مجموع  95/58

 

 کننده نتایج تعیین حداقل غلظت مهار -

کننده اسانس آویشن  میزان حداقل غلظت مهار

در یک جدایه  استافیلوکوکوس اورئوسشیرازی علیه 

 %4/5شش جدایه  و در %2/5در هفت نمونه  ،51/5%

نشان داده  (2)جدول . جزئیات نتایج این آزمون در بود

 .شده است
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 های مختلف اسانس آویشن شیرازیغلظت گذاری درگرمخانهقبل و بعد از  استافیلوکوکوس اورئوسهای جدایهتفاوت میزان جذب نوری  -(2)جدول 

اسانس  غلظت استافیلوکوکوس اورئوسهای جدایه

(ppm) 14 13 12 11 15 5 8 7 9 9 4 3 2 1 

395/5 41/5 935/5 989/5 352/5 151/5 393/5 441/5 935/5 917/5 37/5 41/5 459/5 985/5 95 

298/5 994/5 954/5 954/5 141/5 *539/5 943/5 493/5 498/5 954/5 994/5 489/5 954/5 298/5 155 

*535/5 199/5 19/5 *553/5 *584/5 121/5 195/5 155/5 *559/5 199/5 19/5 *553/5 *535/5 *554/5 255 

535/5 *525/5 *535/5 532/5 144/5 158/5 *525/5 *53/5 525/5 *538/5 *532/5 535/5 534/5 529/5 455 

577/5 598/5 57/5 571/5 459/5 449/5 595/5 595/5 598/5 571/5 577/5 578/5 57/5 598/5 855 

212/5 215/5 211/5 257/5 497/5 43/5 219/5 221/5 257/5 212/5 225/5 238/5 215/5 211/5 1955 

 ساعت 24بین زمان صفر و  ≤ 1/5 جذب نوری تفاوت اولین*

 

 گیریبحث و نتیجه

 استافیلوکوکوس اورئوسبر اساس نتایج این مطالعه، 

. در شدجداسازی  خام شیر( درصد 19نمونه ) 14از 

 نشان داده شد (Gündoğan et al., 2006)یک مطالعه 

 های شیراز همه نمونه استافیلوکوکوس اورئوسکه 

 Gran et)خام جداسازی گردید و در یک مطالعه دیگر 

al., 2003)  استافیلوکوکوس اورئوسکه  شدگزارش 

 خام شیرنمونه  95از مجموع  (درصد 82)نمونه  45در 

 Gündoğan et) یجداسازی گردید. در مطالعه دیگر

al., 2006) 95بیش از  از استافیلوکوکوس اورئوس 

. دلیل یدجداسازی گرد خام شیرهای درصد نمونه

و سایر مطالعات  مطالعه حاضراختلاف بین نتایج 

، روش انتخاب دام گیرینمونهروش ممکن است در 

های جداسازی و در روش برای اخذ نمونه یا تفاوت

های مطالعه نمونهطور مثال بهباشد. شناسایی باکتری 

در  کهیحال درشده بودند سالم اخذ  یاز گاوهاحاضر 

عرضه مراکز در یر خام شهای نمونهاز سایر مطالعات 

 گیری صورت گرفته بود.نمونه شیر خام

در  استافیلوکوکوس اورئوسآلودگی شیر با 

ت. اس گزارش شدهکشورهای دیگر در مشابه مطالعات 

تشخیص داده ها مثبت درصد نمونه 18/18ترکیه در 

ای دیگر . در مطالعه(Ekici et al., 2004شدند )

(Bendahou et al., 2008) 45نمونه ) 27مجموع  در 

را نشان  استافیلوکوکوس اورئوس( آلودگی به درصد

ها به این باکتری درصد نمونه 7/91و در هند  دادند

 .(Lingathurai and Vellathurai, 2010)آلوده بودند 

دهنده طعم عنوانبهطولانی  یاخچهیتارها اسانس

 دارندهنگه عنوانبه هاآندارند ولی استفاده  ییغذامواد 

توجهی طور قابلهای اخیر بهطبیعی در طول دهه

. اجزای اصلی (Burt, 2004)افزایش داشته است 

اما شیرازی ترکیبات فنلیک هستند.  اسانس آویشن

ترکیبات اسانس گیاه بسته به زمان رشد گیاه، روش 

طور ، بهجغرافیاییوقعیت کشت و مروش سازی، آماده

. (Saei-Dehkordi et al., 2010)متغیر است  یاگسترده

برخی از مطالعات نتایجی مشابه  دردلیل  نیبه هم

داشته و ترکیبات غالب اسانس آویشن  حاضرمطالعه 

، ترکیبات فنولیک شامل کارواکرولهاآنشیرازی 
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 Shafiee) درصد بوده است 18/29و تیمول  25/91% 

and Javidnia, 1997در مطالعات دیگر  کهیحال در (؛

ترکیبات غالب فنولی گیاه آویشن شیرازی شامل 

 نشده یافت اصلاًبوده و تیمول  %12/71کارواکرول 

چنین در یک و هم (Azizkhani et al., 2013)است 

مطالعه دیگر تیمول ترکیب غالب اسانس بود 

(Sharififar et al., 2007) ،سازی و استاندارد. این تنوع

سازد ها را مشکل میمقایسه نتایج استفاده از اسانس

(Bagamboula et al., 2004)حال، هرچه  هر . در

میزان ترکیبات فنولی اسانس بیشتر باشد، خاصیت 

. حضور بعضی افزایش خواهد یافت هاآنضدمیکروبی 

 ,.Bassole et al)از اجزای ضدمیکروبی از قبیل لینالول 

دار کارواکرول مانند متیل و مشتقات اکسیژن (2003

، (Rota et al., 2008)تیمول و متیل اتر کارواکرول 

، آلفا پینن (Gilles et al., 2010)گاما ترپینن، پاراسیمن 

با سایر اجزای اسانس ممکن  بیدر ترکو یوکالیپتول، 

است در بهتر کردن عملکرد ضدمیکروبی اسانس نقش 

اسیدی گروه هیدروکسیل  ماهیت چنینداشته باشد. هم

در تشکیل  هاآندر تیمول و کارواکرول و نقش 

های هیدروژنی نیز ممکن است در افزایش پیوند

خاصیت ضدمیکروبی اسانس نقش داشته باشد 

(Kalemba and Kunicka, 2003) . مطالعات مشابه

یر سا میکروبی این اسانس را برگذشته نیز اثرات ضد

بر  ایطور مثال در مطالعه. بهاندکردهها ثابت بمیکرو

، اثر ضدمیکروبی اسانس های آزمایشگاهیروی سویه

های گرم مثبت و گرم منفی باکتری برآویشن شیرازی 

 یاز طرف. (Sharififar et al., 2007) شده استگزارش 

که اسانس این گیاه  شد نشان دادهدر مطالعه دیگر 

 استافیلوکوکوس اورئوسرشد بر دارای اثرات مهاری 

ATCC 29213  بود(Azizkhani et al., 2013) .مطالعه 

 استافیلوکوکوس اورئوسچنین اثری برای  دیگری

ATCC 6538 مشاهده شد (Parsaeimehr et al., 

2015.)  

 از به بالاتر استافیلوکوکوس اورئوس افزایش تعداد

/mlucf315مقابلدر را که  هاییحتمال تولید توکسین، ا 

 Tebaldi et) دهدمیرا افزایش جوشاندن مقاوم هستند 

al., 2008).  های اغلب نمونه کهنیابا در نظر گرفتن

 داشتند cfu/ml315 شیر شمارش باکتری بالای

شیر مصرفی در اند( لذا های مربوطه منتشر نشدهداده)

ی تواند یک تهدید مهم برای سلامتسمنان می

باشد. در این مطالعه حداقل غلظت  کنندگانمصرف

درصد بود و با نتایج  4/5تا  51/5مهار کننده بین 

 ,.Azizkhani et al) خوانی داشتمطالعات دیگر هم

. در مطالعه اخیر، اسانس آویشن شیرازی میزان (2013

استافیلوکوکوس بالایی فعالیت ضدمیکروبی علیه 
با درصد نشان داد.  51/5تا  29/5بازه  در اورئوس

 اسانس آویشنتوان از می تحقیق حاضربه نتایج  توجه

 .استفاده نمود استافیلوکوکوس اورئوسعلیه شیرازی 
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Abstract 

Enterotoxin-producing strains of Staphylococcus aureus can cause food poisoning through the 

consumption of contaminated dairy products. Essential oil (EO) of Zataria multiflora Bioss. contains 

components with antibacterial and antifungal properties. The present study was conducted to determine 

the minimum inhibitory concentration (MIC) of Z. multiflora Boiss. EO on S. aureus isolated from raw 

milk. Extraction and gas isolation of the EO was provided and analyzed by Chromatography/mass 

spectrometry. A total of 84 samples of raw milk from a dairy farm in Semnan were analyzed for the 

presence of S. aureus. Fourteen S. aureus strains were isolated from raw milk. The chemical composition 

of hydrodistilled EO of Z. multiflora Boiss was analyzed by Chromatography/mass spectrometry. A total 

of 25 compounds representing 98.59% of the oil were identified: carvacrol (50.53%), thymol (14.7%), p-

cymene (7.9%), Carvacryl acetate (3.85%) and Trans-caryophyllene (3.4%). The MIC of Z. multiflora 

Boiss. Using broth microdilution method, MIC of EO on all of the S. aureus isolates was estimated at 

0.0001-0.004. Based on results, the EO of Z. multiflora Boiss possesses antibacterial activity on S. aureus 

isolated from raw milk. 
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