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 چکیده
علر  داترتا ترکیبرات    بره  هرا رفتند. امرروزه ایرا اسرانس   کار میدر مواد غذایی به با هدف بهبود طعمدیرباز های گیاهی از اسانس

حرداقل غلتر    ابتردا  در ایا مطالعره،  . گیرندمورد استفاده قرار میهای طبیعی در محصولات غذایی دارندهعنوان نگهبی بهوضدمیکر

در های زنده سلول  تعییا تد. سپس کمی مونوسیتوژنز لیستریاو  سالمونلا انتریکا، O157: H7 یلاوک شیایاتر علیه رزماریکشندگی 

 %9/0و  %54/0،  %1هرای  غلتر  طبق نتایج مطالعه، تعییا تد.  PMA-qPCRا ب رزمارییک جمعی  باکتریایی تح  تیمار با اسانس 

 54طری   . لیستریا مونوسریتوژنز تد سالمونلا انتریکاو  O157: H7 یلاا کوشییاتر، لیستریا مونوسیتوژنز تدن ترتیب موجب غیرفعالبه

در  رزمراری کره اسرانس    ییجا. از آناز بیا رفتنددقیقه  90طی  اتریشیا کولایو  سالمونلا انتریکاکه در حالی غیرفعال گردید،دقیقه 

لازم جه  پتانسیل دارای  لذاناپذیر سه پاتوژن مورد آزمایش تد، سازی برگش ها قادر به غیرفعالسایر اسانساز تر های پاییاغلت 

یرک    PMA-qPCRروش ها نشان داد یافتهباتد. علاوه بر ایا، دارنده زیستی در مواد غذایی مینگه عنوان افزودنی طبیعی یابهاستفاده 

 .  باتدمی زای زندههای بیماریبرای جستجو و تشخیص انتخابی باکتریدقیق و اختصاصی  روش کمی
 

 طبیعی، ضدباکتریدارنده ، نگهPMA-qPCR، سبزیجات، رزماریاسانس : یکلید هایهواژ



 عزیزخانی و الیزاکویویل                                                                                             ... غذایی در سبزیجات زایباکتری بیماریبی اسانس رزماری  بر سه وضدمیکر اثر لعهمطا
 

71 

 مقدمه

بی محصووتت ذوذایی موعووگ نگرانوی     وایمنی میکر   

در و  باشدذذایی می صنعتکنندگان و نیز اصلی مصرف

جوایگزینی  بورای  کننودگان  تقاعای مصورف  حال حاعر

ترکیبووات شوویمیایی بووا  تیکبی سوونتوترکیبوات عوودمیکر 

طبیعی جهت حصول اطمینان از ایمنی مواد ذذایی رو به 

در ایون رابهوه،    .(Wentao et al., 2007)افزایش اسوت  

هوای وووراکی   دارنوده عنووان نگوه  های گیاهی بهاسانس

 Rosmarinus. نود اطبیعی توجه زیادی را جلو  نمووده  

officinalis L. گیوواهی متعلوو  بووه وووانوادهLabiateae   

هایی که در ارتباط با ترکی  شویمیایی  است. در پژوهش

وان ترکیو   عنو پینن بوه -اسانس رزماری انجام شده، آلفا

سوینئول،  -1،1ترتیو   اصلی گزارش شده و پس از آن به

توورین میرسووین، کووامفور و بورنئووول عمووده-کووامفن، بتووا

 Jamshidi) دهندمی تشکیلترکیبات اسانس رزماری را 

et al.,2009; Moghtader and Afzali, 2009) ،  در

 عنوان ترکی  اصولی سینئول به-1،1بروی مهالعات نیز 

 Fu et al., 2007a; Fu) زارش شده اسوت گ این اسانس

et al., 2007b; Debersac et al., 2001 .)عالیووت ف

 Ozcan)هوا  قارچ بر روی رزماریاسانس بی وعدمیکر

and Chalchat, 2008)  نظیووور  ییهوووا بووواکتریو 

(، Jarrar et al., 2010) رئووو اواسووتافیلوکوکو  

 تریالیسو ، (Zegura et al., 2011) موریووم تیفیسالمونلا 

 شویا یاشر چنوین هم و (Ruiz et al., 2009) مونوسیتوژنز
قورار گرفتوه    مهالعوه موورد   (Fu et al., 2007a) یتوکو 

 است.

و  زاعوامول میکروبوی بیمواری    علیهها اسانس فعالیت   

متداول های طور معمول با استفاده از روشعامل فساد به

 هوا دارای گرفتوه اسوت. ایون روش   انجوام  کشت  بر پایه

طووتنی بورای    مدت زمان نسبتاًصرف نواقصی از جمله 

های در مورد سلول کتری و فقدان حساسیت تزمارشد ب

 :Viable But Non-Culturable) قابول کشوت  زنده ذیر

VBNC) باشدمی (Kramer et al., 2009.) عنوان یک به

تشوخی  و  امکوان   Real time PCR روش جوایگزین، 

عواموول  صاصوویحسووا  و اوت، تعیووین کمووی سووری  

از  این تکنیک علاوه بر این، آورد.را فراهم می زابیماری

، DNAشونده بوه  تیمار نمونه با عوامل متصلطری  پیش

 :Propidium monoazide)آزیود  مانند پروپیودیوم مونو 

PMA)،   بوین  تمایزبه قادر DNA  و هوای مورده  سولول 

 تنهوا  PMAکوه   چرا ،(Rudi et al., 2002) باشدمی زنده

لوذا  ، کنود موی دیده نفوذ به درون ذشاهای سلولی آسی 

 دیوده بوودن  یوا آسوی    بر اسا  سالم بوودن  این تکنیک

 Nocker and) نمایود ی عمول موی  هوای باکتریوای  سولول 

Camper, 2006). تیموار نمونوه بوا    پیش PMA  و سوپس

 qPCR (Quantitative Polymerase Chain انجووام

Reaction) رای تشووخی آمیووزی بووطووور موفقیووتبووه 

 Pan) مونوسویتوژنز  لیسوتریا باکتریایی مانند  هایپاتوژن

and Breidt, 2007،) یتوکوو  شوویا یاشر O157:H7 

(Elizaquivel et al., 2012b)  کامپیلوبوواکتر ژژونوویو 

(Josefsen et al., 2010) در  کوار رفتوه اسوت. اویوراً    به

عنوووان ابووزاری بووا بووه PMA-qPCRای، تکنیووک مهالعووه

پس از تیموار  های زنده ات جهت شمارش سلولکارایی ب

و پونوه   ، آویشن شویرازی میخک های دارچین،با اسانس

 ,.Elizaquivel et al) کوار گرفتوه شوده اسوت    کوهی به

2012a .)های گیاهوان مختلو    که اسانسبا توجه به این

متفواوتی بور   ثیرات علت دارا بودن ترکیبات متفاوت تأبه

بوه درون   PMAدر نتیجه نفووذ  دیواره سلولی باکتری و 

 بیوفعالیت عدمیکرمهالعه حاعر  درگذارند، سلول می
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سوالمونلا  ، O157:H7 یتوک شیایاشربر  رزماری اسانس
در  PMAبوا اسوتفاده از    سویتوژنز مونو لیسوتریا و  انتریکا

 مورد ارزیابی قرار گرفت. qPCRترکی  با 

 

 هامواد و روش
 DNA جداسازی و  باکتریایی، ترایط کش های سویه

 O157:H7(The Spanish type  یتوکو  شویا یاشر   

culture collection: CECT 5947) توکسوویژنیک، ذیر

و ( CECT 4138) انتریکووازیرگونووه ا سووالمونلا انتریکوو

از مجموعوووه  (CECT 4031) سووویتوژنزمونو لیسوووتریا

کوار  در این مهالعه بوه تهیه و بی اسپانیا وهای میکرکشت

 Tryptic)سوی براث ها در محیط تریپتیکرفت. باکتری

Soy Broth: TSB)  11مودت  بهدرجه سلسیو   92در 

ز یو بوه روش کشوت در محویط تریپتیک    کشوت و  ساعت

در  (Trypticase Soy Agar: TSA)سوووی آگووار  

 DNA. ندگذاری مشابه بات شمارش شدشرایط گرمخانه

 NucleoSpin Tissueباکتریووایی بووا اسووتفاده از کیووت  

(Machereye Nagel GmbH & Co. ،  مهوواب )آلمووان

 دستورالعمل سازنده جداسازی و تخلی  شد.

 آنالیز اسانس تهیه و

از  رزموواری هووای هوووایی گیوواه  بوورو و سرشوواوه    

پژوهشکده گیاهان دارویی، کرج، تهیه و تا زمان استفاده 

وشک شده با استفاده از هووای  صورت وشک شده )به

هوای هووایی   س از سرشواوه اسوان  داری شود. گرم( نگوه 

 Hydro) روش تقهیوور بووا آ شووده گیوواه بووه وشووک

distillation)  سوواعت  7موودت بووه کلووونجربووا سیسووتم

یبوات  تهیوه اسوانس، آنوالیز ترک    متعاقو  استخراج شود.  

کروموواتوگراف -توسووط دسووتگاه گوواز اسووانس شوویمیایی

–Gas chromatography) نگوار جرموی  متصل به طیو  

mass spectrometry: GC/MS)   ترکیبوات   .انجوام شود

و  اسانس بر اسا  مقایسه مودت زموان نسوبی بوازداری    

 (Adams, 2001) اسوتاندارد  ترکیبوات بوا   طیو  جرموی  

 عنوان نقاط مرج  در محاسبهها بهآلکان .شناسایی شدند

 ,Adams) کوار رفتنود  های بوازداری نسوبی بوه   شاو 

2001). 

ت  قابل حداکثر غلو  حداقل غلت  بازدارنده رتدتعییا 

  تحمل

 Minimum) رشد بازدارنده ذلظت حداقل برای تعیین   

Inhibitory Concentration: MIC )ذلظوت  حوداکرر  و 

 :Maximum Tolerable Concentrationتحمول )  قابل

MTC) شووداسووتفاده روش میکرودایلوشوون بووراث   از 

(Klancnik et al., 2010). MIC  تورین ینیپوا عنووان  بوه 

دانسویته   مشوابه نمونوه  دانسویته نووری   ذلظتی که در آن 

 بودون اموا   هموان ذلظوت اسوانس   ) نمونوه شواهد   نوری

عنوان بیشترین به MTC .د، در نظر گرفته شدبو باکتری(

ثیر أافزودن اسانس از لحوا  آمواری تو    ذلظتی که در آن

 شواهد ای بور رشود بواکتری در مقایسوه بوا      ملاحظهقابل

 دست آمد.)بدون اسانس( نداشت، به

 سازییتیک غیرفعالسین

بوا   TSBسواعته در   9های باکتریوایی از کشوت   کشت   

جهوت  کشت اصلی  تهیه شدند. cfu/ml 311-111تعداد 

 cfu/mlوی حوا لیتر سوسپانسویون  میلی 5 دست آوردنبه
هووای در ذلظووت رزموواریرقیوو  و سووپس اسووانس  511

 یتوکووو شووویایاشربووورای  %19/1و  195/1%، 19/1%
O157:H7، 195/1% ،151/1%  سالمونلا برای  %155/1و

 لیسوووتریابووورای  %19/1و  %175/1، %17/1و  انتریکوووا
در درجه سلسیو    92در  اعافه و مجدداً سیتوژنزمونو

های داری شد. در زماننگه کنمخلوطگرمخانه مجهز به 
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و  7، 5/1،  1 هوای سواعت  چنینو هم دقیقه 95 و 91، 1

د. هوور شوومارش شوو TSAمحوویط  درگیووری و نمونووه 9

صوورت مسوتقل انجوام شود.     آزمایش در سه تکورار بوه  

 و انحراف معیوار محاسوبه گردیود.    log cfu/mlمیانگین 

ساعت تیمار، فاقود رشود    9ذلظتی از اسانس که پس از 

هوا یوا   دهنده کشته شدن هموه سولول  باکتریایی بود نشان

عنووان حوداقل ذلظوت    و به بود VBNCورود به مرحله 

 Minimum Bactericidal) کشووووویبووووواکتری

Concentration: MBC )محسو  گردید. 

 PMAبا  تیمار

PMA دسوت  جهت به %71متیل سولفوکساید در دی

حل و توا زموان اسوتفاده     mM 71آوردن محلول استوک 

داری نگوه  درجه سلسیو  و دور از نوور  -71در دمای 

هوای زنوده یوا    از سولول  l 511به  استوک شد. محلول

تا رسیدن به ذلظت نهایی  با اسانس های تیمارشدهسلول

M 111     افوزوده شود. جهووت اطمینوان از تکرارپووذیری

ها در سوه تکورار انجوام شود. پوس از      نتایج تیمار نمونه

دقیقوه در تواریکی در    5مدت ها به، نمونهPMAافزودن 

در  PMAدمای اتاق قرار گرفت و بورای افوزایش نفووذ    

مودت  ها بهنمونهتکان داده شدند. سپس  ها، نمونهسلول

در  سوازی نووری  دقیقه بوا اسوتفاده از سیسوتم فعوال     15

 Led-Active Blue, Ingeniaمعرض نور قرار گرفتنود ) 

Biosystems ،   بارسلونا، اسپانیا(. پس از ایجواد اتصواتت

 rpm 2111هوا در  عرعی از طری  القای نووری، سولول  

ی دور ریختوه  یو و محلوول رو  انتریفوژسدقیقه  5مدت به

موورد   DNAدست آمده برای جداسوازی  به رسو د. ش

 استفاده قرار گرفت.

 

 

 Real-time PCR روشبه گیری کمیاندازه

 الیگونوکلئوتیوودهای مووورد اسووتفاده در ایوون مهالعووه     

 یتوکوو شوویایاشرگلوکورونیووداز -، ژن بتووا(1)جوودول 
O157:H7 (uidA)،  تهوووواجمژن (JHOL)  سووووالمونلا

را  (hly) سیتوژنزمونو لیستریا ینژن لیستریولیز و اانتریک

و  الیزاکویوولدر مهالعووه  قووبلاً کووه دادموویهوودف قوورار 

 ,.Elizaquivel et alاسوتفاده شوده بودنود )    کواران مه

، شوامل  l 71 در حجم نهایی PCRهای واکنش .(2011

l 11  2میکس مسوتر× Brilliant II QPCR    بوا میوزان

از  l 5، و ، مادریود، اسوپانیاROX (Stratagene  )باتی 

DNA ها شاملهمه واکنش انجام شد. الگو l 7 محلول 

Exo IPC Mix 10×  وl 9/1  محلولExo IPC DNA 

50× (Applied Biosystemsبه )عنووان  ، ایاتت متحده

 2MgClهوا و  کنترل داولی بود. ذلظت پرایمرها، پورو  

 O157:H7 ،nM یتوکو  شویا یاشرعبارت بوود از: بورای   

 mM 5/9 وuidA از پورو    nM 75ایمور،  از هر پر 751

از هور   nM 911، انتریکا سالمونلابرای  ؛2MgCl محلول

 محلوول  mM 5/9و JHOL از پورو    nM 111پرایمر، 

2MgCl   سوویتوژنزمونو لیسووتریاو بوورای ،nM 51  از هوور

 محلوووول mM 6و   hlyاز پووورو   nM 51پرایمووور، 

2MgCl.  درجووه  51در  صووورت یووک سوویکلتکریوور بووه

درجوه   35دقیقوه، یوک سویکل     7مودت  بوه سیسو  سل

درجوه   35سویکل   91دقیقوه و   11مودت  بهسلسیسو  

درجوه سلسیسوو     69ثانیوه و   15مدت بهسلسیسو  

 GeneAmp 5700دقیقووه در دسووتگاه   1موودت بووه

Sequence Detection System PE Biosystems ،

ایاتت متحده( انجام شد. میزان فلورسنس در انتهای هور  

یری شود. بورای هور واکونش دو     گاندازه ه گسترشمرحل
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 در نظر گرفته شد. الگو DNAجای بهآ   l 5و در همه موارد یک کنترل منفی شوامل  تکرار 
 

 لیستریا مونوسیتوژنز وسالمونلا انتریکا  ،یتوک شیایاشرپرایمرهای مورد استفاده جهت شناسایی  -(1)جدول         

 منبع توالی ('3'5) نام پرایمر باکتری

 uidA-F یتوک ایاشرش
uidA-R 

CAGTCTGGATCGCGAAAACTG 
ACCAGACGTTGCCCACATAAT 

Jinneman et al., 2003 

 JHOL-F سالمونلا انتریکا

JHOL-R 

TCGTCATTCCATTACCTACC 

AAACGTTGAAAACTGAGGA 
Hoorfar et al., 2000 

 hly-F لیستریا مونوسیتوژنز
hly-R 

CATGGCACCACCAGCATCT 
ATCCGCGTGTTTCTTTTCGA 

Rodríguez-Lázaro et al., 2004 

 

 11هوای  تووالی  هوای اسوتاندارد بوا اسوتفاده از    منحنی   

پوواتوژن  9اسووتخراج شووده از   DNAبرابووری رقووت از  

معادل ژنوم در هر واکنش، بوا   611تا  1ذذایی، در دامنه 

گردیود  هوا، تهیوه   محاسبه بر پایه اندازه ژنوم این پواتوژن 

(Glaser et al., 2001; Hayashi et al.,  2001; 

McClelland et al., 2001) .  عبووورمقووادیر نقوواط 

(Crossing point: Cp)   حاصل از هر رقت جهت رسوم

هوای مربوطوه   منحنی استاندارد برای هر کدام از ذلظوت 

 کار رفت.به

 های زندهکشی اسانس در ارزیابی سلولفعالی  باکتری

، O157:H7 یتوکوو شوویایاشرسوواعته  9هووای کشووت   

 /mlcfuبا تعوداد   سیتوژنزلیستریامونو و سالمونلا انتریکا
دسوت  جهوت بوه   TSBصوورت متووالی در   به 311-111

 cfu/ml 911و  611سوسپانسووویون حووواوی  ml 5آوردن 

 یرزموار طور جداگانه بوا اسوانس   سازی و سپس بهرقی 

کشی مربوط به هر بواکتری تیموار   های باکتریدر ذلظت

سواعت   9ها در دمای اتاق به مودت  سوسپانسیون د.شدن

ها بوا اسوتفاده از   شدند. آنالیز نمونه مخلوططور مداوم به

و  PMA-qPCRو  qPCRروش شوومارش روی پلیووت،  

 در سه تکرار انجام شد.

 ارزیابی ماده غذایی تلقیح تده به طور مصنوعی

، PMA-qPCRجهووت تعیووین حساسوویت واکوونش       

هوای زنوده و کشوته شوده     سولول های مختل  از نسبت

طور مصونوعی بوه مخلووط سوبزیجات     توسط اسانس به

قبول از   کاهوی سبز و قرمز( تلقیح شد.مندا ، )اسفناج، 

 روش کشوت  بوه گورم از هور نمونوه سوبزی      75تلقیح، 

(ISO, 1998, 2001, 2002)  وqPCR هت اطمینوان از  ج

 سالمونلا انتریکا، O157:H7 یتوک شیایاشرعدم وجود 

تلقویح  مورد بررسی قرار گرفوت.   سیتوژنزمونو لیستریا و

مقودار  صورت زیر انجام گرفوت:  سبزیجات بهباکتریایی 

بووه  در شوورایط سووترونگوورم از مخلوووط سووبزیجات  75

محلووول  ml 775توور ووورد شووده و  قهعووات کوچووک 

در  اسووپانیا( ،Pronadisa ،Condalabبووافری  )ه پپتونو آ 

 فیلتوور جووانبی یووک کیسووه پلاسووتیکی اسووتریل بووا یووک

(BagPage S 400, BagSystem, Interscience, St-

Nom-la-Breteche ،و بووا شوود بووه آن افووزوده  (فرانسووه

 گردیوووداسوووتفاده از دسوووتگاه پالسووویفایر یکنواووووت  

(Microgen Bioproducts ، .)مخلووط حاصول   انگلستان

لیتری میلی 91های و در قسمت از قسمت فیلتر برداشت

های زنوده و  با مخلوطی از سلول هر قسمت تقسیم شد.
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صوورت زیور تلقویح شود:     کشته شده توسط اسوانس بوه  

 %75هوای زنوده و   سولول  %25هوای زنوده،   سلول 111%

هوای  سلول %51های زنده و سلول %51های مرده، سلول

هوای مورده و   سولول  %25های زنوده و  سلول %75مرده، 

ر د های مرده. یک کنترل منفی تلقویح نشوده  سلول 111%

میکرولیتوری از   111هر آزمایش گنجانده شد. دو جوز   

هر نمونه تلقویح شوده گرفتوه شود و یکوی از آن دو بوا       

PMA  گردیدتیمار .DNA  میکرولیتری  111همه اجزای

و  اسوتخراج  Nucleospin Tissue   با اسوتفاده از کیوت  

آنالیز شود. شومارش باکتریوایی بوا      PMA-qPCRتوسط 

پپتونوه  آ  ml 31سوبزی بوه   گرم از مخلوط  11افزودن 

بافری در کیسه پلاستیکی استریل دارای فیلتور جوانبی و   

 مقودار  سازی با استفاده از پالسیفایر انجام شد.یکنواوت

ml 1  صوورت متووالی در   محلول یکنواوت شوده بوه  از

کشت داده  TSAسازی و در پلیت پپتونه بافری رقی آ 

 سوواعت 79-91هووا پووس از  شوود. شوومارش بوواکتری  

 انجام شد. درجه سلسیو  92گذاری در گرمخانه

 آماری تجزیه و تحلیل

هوای  نمونوه  ODدار بودن اوتلاف میوان میوانگین   معنا   

از طری  آزمون  های مختل  اسانسشده با ذلظت تیمار

Student’s T-test  15/1با سهح اطمینان >p   تعیین شد
(Microsoft Office Excel; Microsoft, USA). 

 

 

 هافتهیا

 و GCدرصد ترکیبات اسوانس )تعیوین شوده توسوط        

GC/MS)  طبو  نتوایج    آورده شده اسوت.  (7)در جدول

 -1 و 1) ترکیو  اصولی اسوانس رزمواری    این جودول،  

 برآورد شد. %33/93 ( با ذلظتسینئول
 

 

 

 GC/MSنتایج آنالیز  بر اسا رزماری اسانس ترکیبات  -(7)جدول 

 تاخص بازداری بر روی ستون ار )%(مقد کیبتر              تر

 391 35/3 پینن-آلفا

 391 66/9 کامفین

 361 59/6 پینن-بتا

 392 11/1 میرسین-بتا

 1111 9/1 ترپینن -آلفا

 1176 6/1 کیمول

 1192 33/93 سینئول -1 و 1

 1137 25/1 ترپینن -گاما

 1793 91/1 کارین

 1971 11/11 کامفور

 1751 19/1 لینالول

 1555 95/9 رنئولبو

 1567 35/1 ال-9-ترپینن-1

-1-منت-پارا

 ال-1-ان
79/7 1562 

 1515 77/1 کوپائن

 1611 13/9 کاریوفیلین

 1155 99/1 هومولین -آلفا

 - 26/1 سایر

 - 111 مجموگ
   

سوواعت  79پووس از  ،دسووت آمووده بووه ODمهوواب      

سوالمونلا  ، O157:H7 یتوکو  شویا یاشر گذاریوانهگرم

های مختلو   تحت ذلظت سیتوژنزمونو لیستریا و ریکاانت

 یتوکوو شوویایاشربوورای  %95/1معووادل   MIC،اسووانس

O157:H7، 3/1% بوورای %1و  سووالمونلا انتریکووا بوورای 

 بورای  MTCدسوت آمود. مقودار    به سیتوژنزمونو لیستریا

 ، بوورای %113/1معووادل  O157:H7 یتوکوو شوویایاشر

 لیسوووتریا یو بووورا %15/1معوووادل  سوووالمونلا انتریکوووا

 سوازی سینیتیک ذیرفعال بود. %16/1معادل  سیتوژنزمونو

شده اسوت.   اشاره (1)ها توسط اسانس در شکل باکتری

دسوت آموده بورای هور     بوه  MIC بر اسا  MBC مقادیر
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باکتری و با افزایش ذلظت تدریجی اسانس تعیوین شود.   

 بورای   %55/1و  %5/1، %95/1های مورد بررسوی  ذلظت

بوورای  %1و  O157:H7، 3/1% ،35/1% یتوکوو شوویایاشر

 لیسووتریا بوورای %1/1، و 15/1، %1، سووالمونلا انتریکووا 

و  سووالمونلا انتریکووادر وصووو   بووود. سوویتوژنزمونو

 ، هیچ رشودی MICهای ، در ذلظتسیتوژنزمونو لیستریا

ایون  ساعت مشاهده نشود، بنوابراین    5/1دقیقه و  95 در

در  .ندشود در نظور گرفتوه    MBCعنووان  به  MICمقادیر

ساعت  5/1پس از  ،O157:H7 یتوک شیایاشروصو  

 ،اسانس مشواهده نگردیود   %55/1 هیچ رشدی در ذلظت

تعیوووین شووود. MBC انعنوووولوووذا ایووون ذلظوووت بوووه

 

 
 لیستریامونوسیتوژنز ...O157:H7 ...(،) یتوک شیایاشرسازی سینتیک ذیرفعال -(1)شکل                                     

                                    (--)  سالمونلا انتریکاو (-- توسط اسانس )در ذلظت های  رزماریMBC  تعیین شده 

 در محیط  O157:H7 یتوک شیایاشر ،%3/1و  %1، %55/1ترتی  بهتوسط شمارش روی پلیت،                                    

 سالمونلا انتریکا و (-□-) محیط فاقد اسانس در مونوسیتوژنز لیستریا  ...(،)... فاقد اسانس                                   

 .(-∆-) در محیط فاقد اسانس                                  

 

   

بی کشوته شوده توسوط اسوانس     وهای میکرسوسپانسیون

-PMA، تحووت آنووالیز MBCهووای در ذلظووت رزموواری

qPCR دست آمده از آنالیز دیر بهقرار گرفتند. مقاqPCR 

شوده در جودول   و تیمار نPMA با های تیمار شده نمونه

 اشریشویا بورای   Cpشوده اسوت. افوزایش     نشان داد (9)
 25/19ترتیو ،  ، بهسالمونلا انتریکاو  O157:H7 کوتی

ای میووان دهنووده تفوواوت عموودهبووود کووه نشووان 35/17و 

 سووتریالی باشوود. بوورایهووای زنووده و موورده مووی سوولول

در  رآورده شود. بو  39/9معادل  Cp، افزایش سیتوژنزمونو

 PMA، (lmcfu/ 111هوووای سووولولی بووواتتر ) ذلظوووت

چوه در  آن مهواب   و طوور کامول  را به PCRهای سیگنال

 Elizaquivel) ، حذف ننموود مهالعه پیشین مشاهده شد
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, 2011et al.) .های باکتریوایی مورده بوا    در سوسپانسیون

 حوواوی اسووانس، هوویچ سوویگنالی cfu/ml 911جمعیووت 

مورد  باکتریبرای هیچ کدام از سه  PMA-qPCRتوسط 

 دست نیامد.بررسی به
 

پوس از تیموار و    PMA-qPCRتوسوط   سالمونلا انتریکاو  مونوسیتوژنز لیستریا، O157:H7 یتوک شیایاشرهای زنده تعیین کمیت انتخابی سلول -(9)جدول 

 رزماریسازی با اسانس ذیرفعال

در  تمارش اکتریب

پلی  
(cfu/ml) 

 ∆PMA Cpمرده تیمار تده با   مرده  زنده

 Cp1 ± SD2 
 مقدار

(ge/ml)3 
 Cp ± SD 

 مقدار
(ge/ml) 

 Cp ± SD 
 مقدار

(ge/ml) 
 

 25/19 36/1 ± 13/1 91/97 ± 71/1  99/2 ± 72/1 66/11 ± 12/1  11/2 ± 79/1 19/11 ± 96/1 75/5 × 111 یلاوک شیایاتر

 511 ×  99/1 15/1 ± 15/72 95/1 ± 61/9  96/1 ± 26/72 59/1 ± 21/9  >95 1  

           

 39/9 21/9 ± 99/1 71/71± 77/1  13/1 ± 99/1 72/12 ± 11/1  15/1 ± 91/1 91/16 ± 76/1 15/1  × 111 لیستریا

 911 ×  95/9 11/1 ± 76/91 11/1 ± 21/9  91/1 ± 95/97 96/1 ± 62/9  >95 1  

           

 35/17 15/1 ± 13/1 59/91 ± 11/1  99/2 ± 11/1 53/12 ± 95/1  12/2 ± 11/1 31/16 ± 12/1 21/7  × 111 سالمونلا

 511 ×  15/5 91/1 ± 26/71 93/1 ± 51/9  57/1 ± 91/73 15/1 ± 67/9  >95 1  

1 Cp سیکلی از :PCR که قهعه تکریر از حد آستانه (crossing point) کندر میعبو. 
7 SDانحراف از میانگین : (standard deviation)  
9 ge( معادل ژنومی :genome equivalents) 

 

هوای  بورای ترکیو    دست آمدهبه PMA-qPCR نتایج     

  های زنده و مورده در مخلووط سوبزیجات   مختل  سلول

طور تلقیح شده به سفناج، مندا ، کاهوی سبز و قرمز()ا

نشوان داده شوده اسوت. تعوداد      (7)مصنوعی در شوکل  

 cfu/g 511  ×13/7 در مخلووط سوبزیجات   یهوا باکتری

سالمونلا برای  PMA-qPCR ازدست آمده بود. مقادیر به

هوای  با تعداد سلول، O157:H7 یتوک شیایاشر و انتریکا

زنده شمارش شده روی پلیت مرتبط بود. در وصوو   

در هموه   هوای زنوده  ، تعوداد سولول  سیتوژنزمونو لیستریا

موارد بیشتر از تعوداد واقعوی تخموین زده شود و بورای      

 PMA-qPCRهای مرده، آنالیز سلول %111نمونه حاوی 

داد.سلول زنوده را نشوان موی    %5 حدود چنان وجودهم
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زنوده و کشوته شوده     المونلا انتریکوای سو مونوسیتوژنز  لیستریا، O157:H7 یتوک شیایاشرهای های مختل  سلولتعیین کمیت انتخابی نسبت -(7)شکل   

   توسط
 .ه شده استیصورت درصد ارابه PMAمربوط به هر نمونه با یا بدون تیمار  qPCR، مقادیر مورد، تلقیح شده به سبزیجات. برای هر رزماریاسانس  

 

 گیریو نتیجه بحث

دارنده جهت کنترل فسواد و  استفاده از مواد نگه رذمبه   

 ذذاناشی از مواد ذذایی، بحث ایمنی  ایزعوامل بیماری

مانوده   صونعت بواقی  این عنوان چالشی برای چنان بههم

ه آگواهی از سووی مراجو     یو است. امروزه بوا وجوود ارا  

ذذا و در نتیجه تمایل کمتر تولیدکنندگان قانونی صنعت 

شویمیایی و  های کنندگان به استفاده از افزودنیو مصرف

ثیرات سو  کمتر بر محویط  أبا ت محصوتتیمضر و تولید 

طوور  استفاده از ترکیبات عدمیکروبی طبیعی بوه زیست، 

اسوت. در ایون مهالعوه،     افوزایش یافتوه  ای ملاحظوه قابل

بی وعلت دارا بودن فعالیوت عودمیکر  به رزماریاسانس 

جهوت ارزیوابی    ،های گیواهی باتتر از سایر اسانس نسبتاً

 .  انتخا  شد

واجود   نشان داد که اسانس رزماری اویر مهالعه نتایج   

 مونوسویتوژنز  لیسوتریا  ،یتوک شیایاشرمهار رشد قابلیت 

ثیر أبیشوترین تو  در این بین باشد و می سالمونلا انتریکاو 

مقودار   .داشوت  یتوکو  شویا یاشر را بر باکتری گرم منفی

MIC  یتوکووو شووویایاشربووورای O157:H7 ،لیسوووتریا 
ترتیوو  برابوور بووا ه، بووسووالمونلا انتریکوواو  مونوسوویتوژنز

هووای مشووابهی توسووط  یافتووهبووود.  %3/1و  1%، 95/1%

 ,.Celiktas et al) دسوت آمود  و همکاران بوه سلیکتا  

 یتوکو  شیایاشر نمودند کهگزارش  این محققان (.2007
ایون فعالیوت   . باشدحسا  میاسانس رزماری نسبت به 

 ،1علت وجود مقودار زیواد   ملاحظه بهبی قابلوعدمیکر

باشود کوه   های فنولیوک موی  مونوترپن ول و سایرسینئ-1

ترکیبووات اسووانس را بووه وووود اوتصووا    %25حوودود 

رسد این ترکیبوات بوا اعموال فعالیوت     نظر مید؛ بهدهمی
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سینرژیسووتی موجوو  ناپایووداری در ذشووای  سوولولی    

-لووپز  ،چنینهم .(Mathlouthi et al., 2010) دنگردمی

میکروبی یوت عود  که فعال اثبات نمودندو همکاران  لوتز

 باشود نموی سوینئول  -1 ،1مربوط به اسانس رزماری تنها 

(Lopes-Lutz et al., 2008) .نیوز  همکواران و  وردالیک 

 گونه درمنه ترکوی را  9 توجهیقابلمیکروبی فعالیت عد

زا هوای بیمواری  بواکتری  در برابردر شرایط آزمایشگاهی 

، (. عولاوه بور ایون   Kordali et al., 2005) نود نشوان داد 

-ماننود آلفوا  دیگور  جزئی ترکیبات فعالیت عدمیکروبی 

کاریوفیلین و کامفن  ترپینن،-پینن، لیمونن، آلفا-بتا پینن،

. (Sökmen et al., 2004) نیووز گووزارش شووده اسووت 

 شویا یاشرکوه   نمودنود گزارش  و همکارانراندریاناریولو 

 لینالول وال  در مقایسه با یت بیشتری بهحساس یتوک

 .(Randrianarivelo et al., 2009) اردد سینئول-1 ،1

های کشونده تیموار   در ذلظتبا اسانس پاتوژن هر سه    

-PMAهای زنده با استفاده از روش شده و تعداد سلول

qPCR که این روش در مهالعوات پیشوین بوا     تعیین شد

های متداول )پونه کوهی، میخوک  سایر اسانساز  استفاده

 ,.Elizaquivel et al) و دارچین( نیز موف  بووده اسوت  

2012a) . هووای بور سوسپانسوویون رزموواری ثیر اسووانس أتو

بی ابتدا توسط شمارش روی پلیت ارزیابی گردید ومیکر

داد مشاهده نشد؛ این نتیجه نشان که هیچ رشد باکتریایی 

کشته شده و یا فاقود قابلیوت رشود     یهاسلول عمدهکه 

 PMA-qPCR آزموون شوده  روش پویش  باشند. سپسمی

(Elizaquivel et al., 2011)    جهووت تعیووین تعووداد

کار رفت. به رزماریهای زنده تیمارشده با اسانس سلول

های سولولی بوا   زمانی که از سوسپانسیوننتایج نشان داد 

 qPCR-PMA، شوود ( استفاده میcfu/ml 111)تراکم بات 

برای  را (،log 9حدود بیش از ) Cp 19افزایشی بیش از 

. دادنشوان   O157:H7 یتوک شیایاشر و کاسالمونلا انتری

افوزایش در مقوادیر    سویتوژنز مونو لیسوتریا  در وصو 

جسوتجو و تعیوین   قابلیوت  بود.  (Cp 39/9بسیار ناچیز )

در حضوور   PMA-qPCRها بوا اسوتفاده از   تعداد باکتری

 گوردد دچار محودودیت موی   های باتی باکتریاییذلظت

(Elizaquivel et al., 2011; Slimani et al., 2012; 

Zhu et al., 2012) ها در مرحلوه  زیرا تعداد باتی سلول

، PMAشودن  برقراری اتصاتت عرعی، در زموان فعوال  

ثیر طوول  أمحودودیت دیگور، تو    .نمایود اوتلال ایجاد می

است. بنابراین،  PMAقهعه تکریرشده بر کفایت تیمار با 

موج   ،PMAتیمار با  همراهبههای طوتنی تکریر توالی

هوای آسوی  دیوده    سولول  DNAبازداری بیشوتر تکریور   

مهووواب  . (Schnetzinger et al., 2011) شوووودموووی

رود علوت  احتموال موی  ، و همکارانسوئژیما پیشنهادات 

تور  هوای طووتنی  تووالی  گورفتن مربت هودف قورار   ثیر أت

DNA ،    افزایش احتمال اتصال رنو  در ناحیوه هودف و

. (Soejima et al., 2011) تر باشددر نتیجه بازداری قوی

هوای  سلولتعداد  فراتر از واقعیت علاوه بر این، تخمین

علت تفاوت در به ستا ممکن سیتوژنزمونو لیستریازنده 

های گرم منفی و گورم  تریکساوتار دیواره سلولی بین با

و همکوواران الیزاکویویوول  مربووت باشوود. در ایوون رابهووه،

آمیوزی  فقیتبه طور مو PMA-qPCRیافتند که روش در

 یتوشویاک یاشر و سالمونلا انتریکاهای زنده تعداد سلول
O157:H7  نمایوودموی  تعیوین را (Elizaquivel et al., 

های های ععی  حاصل ازسلولهرچند، سیگنال .(2011

 سویتوژنز مونو لیسوتریا هوای  مرده طی تعیین تعداد سلول

 لیستریاهای تعداد سلول موج  تخمین فراتر از واقعیت
لیسوتریا  زنوده شود. نتوایج مشوابهی بورای       سیتوژنزونوم

 Lovdal et) دسوت آمود  تیمار شده با حرارت به اینوکوا
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al., 2011) . های گرم منفوی سواوتار ذشوای    در باکتری

آورد، در وجوود موی  نفوذپوذیر را بوه   ایدیوواره وارجی 

های گرم مربت این دیواره از جونس  حالی که در باکتری

این تفواوت،   .(Nogva et al., 2003) پپتیدوگلیکان است

های گورم منفوی مورده تسوهیل     باکتری را در PMA نفوذ

هوای  را در تمایز بین سولول  PMAنموده و کارآیی بهتر 

 نماید.زنده و مرده گرم منفی توجیح می

هوای سولولی بوا ذلظوت     هنگامی که از سوسپانسویون    

 qPCRاستفاده شد، هیچ سویگنال   (cfu/ml 911)تر پایین

کوه   داددست نیامد. نتایج نشوان  به PMAپس از تیمار با 

های پاتوژن زنوده  این تکنیک برای ارزیابی حضور سلول

در  (cfu/ml 911-711) در تعووداد پووایین  کووه معموووتً 

 ,.Nogva et al)شوند، مناس  اسوت  یافت می سبزیجات

 PMAدهود کوه   علاوه بر این، نتوایج نشوان موی    .(2003

هوای مورده را   سلول DNA سیگنال آمیزیتطور موفقیبه

طوری که هیچ سویگنال تکریوری در هویچ    حذف نمود به

موورد بررسوی کشوته شوده مشواهده       کدام از سه پاتوژن

رزمواری  تیموار بوا اسوانس     ،توان نتیجه گرفوت می .نشد

ها و نفوذپذیر شدن آن باکتریاییهای موج  مرو سلول

ایوون ترکیوو  ثیر أتوو گردیوود، بنووابراین PMAنسووبت بووه 

 PMA-qPCRتوان با تکنیوک  بی طبیعی را میوعدمیکر

نسووبت بووین  از سوووی دیگوور، کنتوورل و ارزیووابی نمووود.

هوای زنوده و مورده و نیوز حضوور میکروبیوتوای       سلول

انود،  طور طبیعی آلوده شوده موجود در مواد ذذایی که به

ثیر أرا تحت تو  PMA-qPCRاز عواملی است که کارآیی 

تعیوین   .(Fittipaldi and Codony, 2012) دهود قرار می

در حضوور   PMA-qPCR های زنده توسط تعداد سلول

هوای  تعوداد سولول  که زمانیهای مرده، تعداد زیاد سلول

 ,Pan and Breidt) زنوده انودک باشود، دشووار اسوت     

هوای  ثیری از سولول أدر بروی مهالعات هویچ تو  . (2007

اسوت  های زنوده مشواهده نشوده    مرده بر سیگنال سلول

(Wang and Levin, 2006) .از طریو    حاعر در مهالعه

 هوای زنوده و مورده بوه    های مختل  سولول تلقیح نسبت

 عومن،  . درآمود دسوت  بوه  مخلوط سبزیجات این نتیجه

های زنده حتی در حضور میکروبیوتای جستجوی سلول

تخمین زده شد،  cfu/g 511طبیعی سبزیجات، که حدود 

نشان داد که  این مهالعهه، نتایج به علاو. آمیز بودموفقیت

های زنوده  های مرده پاتوژن در تعیین کمیت سلولسلول

های مورد آزمایش توداول ایجواد   در هیچ کدام از نسبت

یوک سویگنال    سویتوژنز مونو لیسوتریا کنند. تنها برای نمی

های مرده در سوسپانسویون  ععی ، زمانی که تنها سلول

هالعه پتانسویل اسوانس   وجود داشتند، مشاهده شد. این م

عنووان یوک افزودنوی ذوذایی     را در کواربرد بوه  رزماری 

اسوانس   دهود. دارنوده زیسوتی نشوان موی    طبیعی یا نگوه 

تور و مودت زموان مواجهوه     یینهوای پوا  ذلظوت رزماری 

سوازی  ها قادر به ذیرفعوال تر نسبت به سایر اسانسکوتاه

قابل برگشت سه پاتوژن مورد آزموایش بوود. عولاوه    ذیر

کوه   قابول کشوت  های زنده اموا ذیر این، حضور سلولبر 

-PMAروش باشد، بوه ها میاذل  نتیجه تیمار با اسانس

qPCR  قابوول ارزیووابی اسووت. کفایووت ایوون روش بوورای

هووای پوواتوژن زنووده در   جسووتجوی انتخووابی بوواکتری  

در رزمواری  سازی با اسوانس  دنبال ذیرفعالسبزیجات به

 این مهالعه اثبات شده است.
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Abstract 
Essential oils (EOs) have long been applied as flavoring agents in foods. Nowadays, due to the 

antimicrobial properties of EOs, they have been used as natural food preservatives. In this study, initial 

experiments were performed in order to elucidate the minimum bactericidal concentration of Rosmarinus 

officinalis L. EO on Escherichia coli O157:H7, Salmonella enterica and Listeria monocytogenes. 

Thereafter, PMA-qPCR was applied in order to selectively quantify living cells within a bacterial 

population treated with rosemary EO. Inactivation was obtained at EO concentrations of 1%, 0.45%, 0.9% 

for L. monocytogenes, E. coli O157:H7 and S. enterica, respectively. L. monocytogenes were totally killed 

within 45 min while it took 90 min for E. coli O157:H7 and S. enterica. It was concluded that rosemary 

EO has the potential to be used as a natural food additive or bio-preservative since it was able to irreversibly 

inactivate the three tested pathogens at lower concentrations and short exposition times in comparison with 

the other EOs. In addition, PMA-qPCR approach proved quantitatively precise and specific to selectively 

detect live pathogenic bacteria in vegetables following inactivation with rosemary EO. 
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