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 چكیده

بال غذا به دن مروزه صنعتاکسیدانی، اهای ضدمیكروبی و آنتیبا ویژگیهای طبیعی عصارهفتن مردم در رابطه با اهمیت با آگاهی یا

ای های از عصارهبهینه تا به امروز پژوهشی جهت یافتن یک مخلوط هستند. های سنتزینگهدارندهاستفاده از این ترکیبات به جای 

پژوهش به دنبال  انجام نشده است، لذا در این B  S. aureusو  Aهای ان ژن انتروتوکسینمرزنجوش، دارفلفل و فوفل علیه بی

و روش آماری مخلوط  Real-time PCRزایی به کمک انتروتوکسینها با بیشترین فعالیت آنتییافتن مخلوطی از این عصاره

زا و بیان ژن های بیماریست در برابر رشد باکتریاگونیها را به عنوان یک عامل آنتباشیم. در صورت موفقیت، این عصارهمی

سی قرار ل مورد بررمعرفی نماییم. در مرحله اول فعالیت ضدمیكروبی سه عصاره مرزنجوش، دارفلفل و فوف S.aureusانتروتوکسین 

ون ای مورد آزمهتریکگرفت که در این میان عصاره مرزنجوش بیشترین فعالیت ضدمیكروبی را نشان داد. از سوی دیگر در میان با

ی مورد آزمون اثر سینرژیستی بر یكدیگر هاهای گرم منفی داشتند. عصارهشتری نسبت باکتریهای گرم مثبت حساسیت بیباکتری

درصد  27وش، درصد عصاره مرزنج 47ها شامل داشتند. مخلوطی از عصاره B S. aureusو   Aهایعلیه بیان ژن انتروتوکسین

 ها را نشان داد.انتروتوکسین ژن بیان درصد عصاره فوفل بیشترین فعالیت علیه 26عصاره دارفلفل و 

 . Real-timePCRزایی،انتروتوکسینهای طبیعی، ضدباکتریایی، آنتیعصارهها: کلید واژه

 مقدمه

اد ایجایمنی، منظور بهطبیعی و سنتزی غذایی  هایفزودنیا

کی استفاده ظاهری مطلوب و بهبود عطر و طعم مواد خورا

 کنندگان موادغذایی نسبت به غذاهایی کهمصرف .شوندمی

ه کار بمواد طبیعی  هاآنعاری از مواد شیمیایی بوده و در 

دهند و به همین یمرفته است تمایل بیشتری از خود نشان 

-افزودنیدلیل مطالعات زیادی روی امكان جایگزین کردن 

ی مختلف صورت غذاهاشیمیایی با ترکیبات طبیعی در  های

 .(Nakamura, et al., 1991گرفته است )

ها بیوتیکها از آنتیامروزه برای درمان بسیاری از بیماری

های مضر شود که علاوه بر داشتن برخی ویژگیاستفاده می

-های مقاوم به آنتیبر سلامتی انسان، امكان ایجاد سویه

های بسیاری جهت بیوتیک وجود دارد. بنابراین تلاش

است. کردن داروهایی با منشا گیاهی انجام گرفتهجایگزین

زیرا ترکیبات ضدمیكروبی گیاهی، با ساختارهای متفاوت از 

شوند که از ها میها، موجب از بین رفتن باکتریبیوتیکآنتی

-های ناشی از سویهنظر بالینی، این موضوع در درمان عفونت



    Bو  Aهای های طبیعی علیه بیان ژن انتروتوکسینفعالیت عصاره 

 73تا  56صفحات صفحات  - 1401 دی /4شماره  /نهم سال                            57

 ,.Oussalah, et alهای مقاوم میكروبی حائز اهمیت است )

های طبیعی به عنوان ترکیبات (. استفاده از افزودنی2007

های ضدمیكروبی، راه حلی مناسب جهت کنترل باکتری

شده زا و افزایش مدت ماندگاری مواد غذایی فرآوریبیماری

تواند باعث کاهش خطرات بهداشتی و باشد که میمی

اء های با منشضررهای اقتصادی ناشی از رشد میكروب

 غذایی شود.

در  ترین خاصیت ضدباکتریایی راهایی که قویمعمولا عصاره

ایی زای عامل مسمومیت غذهای بیماریبرابر میكروارگانیسم

دارند شامل درصد زیادی از ترکیبات فنلی از قبیل 

که  رسدکارواکرول، اوژنول و تیمول هستند. به نظر می

 لی باشد. اینمكانیسم عمل آنها مشابه دیگر ترکیبات فن

ترکیبات معمولا موجب اختلال در غشاء سیتوپلاسمی، 

جریان الكترونی و انتقال فعال شده و موجب انعقاد و 

اجزا  .(Bert, 2004)شود کوآگوله شدن محتویات سلولی می

های موجود در غشا ها همچنین روی پروتئینعصاره

در ATPase ها از قبیل گذارند. آنزیمسیتوپلاسمی اثر می

های اند و بوسیله مولكولغشای سیتوپلاسمی جای گرفته

اند. دو مكانیسم احتمالی چربی در مرز غشاء وارد شده

های حلقوی است که به وسیله آن هیدروکربنپیشنهاد شده

دوست های هیدروکربن چربیتوانند عمل کنند. مولكولمی

نش کتوانند در یک لایه بدون چربی تجمع پیدا کنند و وامی

ز شكل طبیعی خارج کنند سپس واکنش پروتئین را ا-چربی

های آبگریز دوست با قسمتمستقیم ترکیبات چربی

 .(Bert, 2004) ها ممكن گرددپروتئین

-ترین بیمارییكی از رایج 1مسمومیت غذایی استافیلوکوکی

های با منشا غذایی در سراسر جهان متعاقب مصرف 

های تولید شده توسط سویههای استافیلوکوکی انتروتوکسین

و بعضا توسط  S. aureusانتروتوکسیژنیک کوآگولاز مثبت 

                                                           
1Staphylococcalfoodpoisoning 

 Staphylococcus های دیگر استافیلوکوکی مانند گونه

intermediusشود.ایجاد می 

بوی نامطبوعی ندارند  ین باکتریشده توسط اترشحتوکسین 

توکسین  دهد.نیز تغییری رخ نمی اییغذ موادو در ظاهر 

ها در برابر حرارت و شده توسط استافیلوکوک ترشح

ای بسیار مقاوم بوده و درجه های رودههمچنین آنزیم

نماید، بنابراین پخت غذاها نیز پاستوریزاسیون را تحمل می

برد و این سم در برابر شده را از بین نمیتولید توکسین

 کند.دقیقه مقاومت می 30جوشاندن به مدت 

ای از ی جهت یافتن یک مخلوط بهینهتا به امروز پژوهش

های مرزنجوش، دارفلفل و فوفل علیه تولید عصاره

است، لذا انجام نشده B  S.aureusو  Aهای انتروتوکسین

های ی مخلوطی از عصارهدر این پژوهش به دنبال ارائه

مرزنجوش، دارفلفل و فوفل با بیشترین فعالیت 

و روش  Real-timePCRزایی به کمک انتروتوکسینآنتی

ها باشیم و در صورت موفقیت، این عصارهآماری مخلوط می

های را به عنوان یک عامل آنتاگونیست در برابر رشد باکتری

 معرفی نماییم. S. aureusزا و تولید انتروتوکسین بیماری

 هامواد و روش

 های باکتریاییمواد شیمیایی و سویه

گیاهان دارویی  مل،مواد مورد استفاده در این پژوهش شا

(، دارفلفل Origanummajoranaمرزنجوش )

(Longpepper و فوفل )(Arecaاز بازار محلی قوچان ) ،

تهیه از شرکت مرک آلمان  ها و سایر مواد شیمیاییحلال

استافیلوکوکوس اورئوس مورد آزمون های باکتریشده است. 

(25923ATCC ،) سالمونلا انتریتیدیس(PTCC1709 ،)

 اشریشیا کلی( و ATCC 70876) وس سرئوسباسیل

(25922ATCC  بودند که گروه علوم و صنایع غذایی )

دانشگاه فردوسی تهیه گردید. نوترینت براث، تریپتون سوی 

براث، تریپتون سوی آگار و مولر هینتون آگار محصول 

 شرکت مرک آلمان استفاده شد.
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 هااستخراج عصاره

ل از تمیز نمودن، در حلا مورد مطالعه، پس گیاهان دارویی

های استحصال شده پس از عصارهاتانول خیسانده شدند. 

( لمانتوسط اواپراتور چرخنده )هیدلف، آفرایند فیلتراسیون، 

شل تغلیط و در نهایت به کمک آون خلا خشک )

 ر آورده شدند.و به حالت پودر د ، آمریكا(1410D-2Eلب

، هافعال عصاره جهت جلوگیری از آسیب حرارتی به ترکیبات

درجه  40طی خشک کردن از دمای نسبتا پائین )

 سلسیوس( استفاده شد.

 بررسی فعالیت ضدمیكروبی

از روش انتشار دیسک در محیط کشت مولر هینتون آگار 

های استخراج شده جهت بررسی اثر ضدمیكروبی عصاره

 24)شده های فعالاستفاده شد. بدین ترتیب که از باکتری

 کرده( سوسپانسیونی معادل با کدورت لوله نیمساعت رشد 

ز افارلند استاندارد تهیه شد. سپس توسط سواپ استریل مک

لوله حاوی سوسپانسیون باکتری مقداری برداشته و در 

محیط کشت مولر هینتون آگار به شكل سطحی کشت شد. 

هیه متر در محلول عصاره تمیلی 6های استریل با قطر دیسک

-میلی 5و  5/3، 5/2، 5/1، 5/0ای مشخص )هشده با غلظت

 هادیشگرم بر لیتر( خیسانده شدند و از آنها در سطح پتری

های تلقیح شده در دمای دیشاستفاده شدند. سپس پتری

-ساعت قطر هاله 24درجه سلسیوس قرار داده و بعد از  37

و  گیری شد )اسكالتساها اندازههای عدم رشد اطراف دیسک

همچنین شاهد منفی که پلیت فاقد (. 2003همكاران، 

ظر باکتری و نیز شاهد مثبت که پلیت بدون عصاره نیز در ن

سیلین و های پنیبیوتیکشد. دیسک آنتی گرفته

ا بها جنتامایسین نیز به منظور مقایسه قطر هاله عدم رشد آن

های آغشته به عصاره استفاده کقطر هاله عدم رشد دیس

 .شد

 ت بازدارنده از رشدتعیین حداقل غلظ

منظور از حداقل غلظت بازدارنده از رشد کمترین غلظتی 

 کی از بعد را میكروارگانیسم یک مشاهده قابل رشد که است

اهش یا کدر نتیجه آن  .کندمی مهار انكوباسیون، روزشبانه

 برای اینبقا یكسان در میزان زنده ماندن تلقیح داریم. 

ده شد؛ بدین ترتیب که رقت آگار استفامنظور از روش 

عصاره استخراج شده را با محیط کشت مولر هینتون آگار 

د ها به صورت پورپلیت کشت داده شمخلوط نموده و باکتری

درجه سلسیوس،  37ساعت اینكوباسیون در  24و بعد از 

ه دیشی کها بررسی شد به نحوی که اولین پتریرشد باکتری

کمترین غلظت عنوان باکتری در آن نتوانست رشد کند به 

، 16 ،8، 4، 2های در نظر گرفته شد. غلظت بازدارنده از رشد

 لیتر از عصاره استخراج شدهگرم بر میلیمیلی 64و  32

لیتر از سوسپانسیون باکتری با میلی 5/0استفاده شد. 

ک فارلند استفاده شد. یمک 5/0کدورتی برابر استاندارد 

باکتری به عنوان  دیش حاوی محیط کشت و فاقدپتری

-شاهد منفی که بیانگر عدم وجود آلودگی است و یک پتری

دیش حاوی محیط کشت و باکتری موردنظر به عنوان شاهد 

 شد. باشد نیز استفادهمثبت که بیانگر قدرت رشد باکتری می

 تعیین کمترین غلظت کشنده باکتری

رقت آگار کمترین غلظت کشنده نیز از روش برای تعیین 

دیشی که به عنوان ده شد، با این تفاوت که از پتریاستفا

MIC  در نظر گرفته شده، در محیط نوترینت براث کشت

فرعی انجام شد و در صورت عدم مشاهده رشد در محیط 

 برابر در نظر گرفته شدMIC با غلظت  MBCمغذی، غلظت 

و اما در صورت مشاهده رشد باکتری در محیط کشت 

شد کرده در این محیط به محیط های رمغذی، از باکتری

شده با های استخراجکشت مولر هینتون آگار حاوی عصاره

های بیشتر، کشت فرعی داده شد و غلظتی از این غلظت

 MBCعصاره که در آن رشد باکتری مشاهده نشد به عنوان 

-میلی 128و  64، 32، 16، 8های در نظر گرفته شد. غلظت
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 شده برای تعیین ی استخراجهالیتر از عصارهگرم بر میلی

MBC.استفاده شد 

بر بیان ژن ها عصاره MICکمتر از  هایبررسی اثر غلظت

 Bو  Aهای انتروتوکسین

 کل RNAاستخراج 

، سوسپانسیونی معادل S. aureusساعته  24از کشت تازه 

lcfu/m510×5/1  لیتر از آن به میلی 1باکتری تهیه شد و

، 1) های مختلف رنگی غلظتحاو آگارمحیط مولر هینتون 

در شرایط لیتر(کشت داده و گرم بر میلیمیلی 16و  8، 4، 2

ساعت  14به مدت سلسیوس درجه  37یكسان و دمای 

 استخراج  گذاری،خانهپس از گرمشدند.  خانه گذاریگرم

RNAژن آل انجام شد. شرکت مطابق پروتوکول 

 cDNAساخت

( به cDNA) 1لمكمDNA در فرآیندهای مهندسی ژنتیک،

شود که تحت فعالیت اطلاق میDNA ای از مولكول رشته

( از روی رشته RT)2کاتالیتیک آنزیم رونوشت بردار معكوس 

 mRNAشود. آنزیم رونوشت بردار معكوس بالغ ساخته می

(RT ضمن حرکت در امتداد رشته )mRNA بالغ، دئوکسی

 mRNAریبونوکلئوتید مكمل هر یک از ریبونوکلئوتیدهای 

دهد و را از طریق برقراری پیوند هیدروژنی مقابل هم قرار می

ضمن تشكیل یک رشته هیبرید نهایتا منجر به سنتز 

cDNA گردد.میcDNA  طور عمده در فرآیند کلونینگ به

) گردد ژنی و همچنین در کاوشگرهای ژنی استفاده می

 (.2009گلیک و پاتن، 

ت شرکت ژن آل از کی cDNA در این مطالعه جهت ساخت

 )کره جنوبی( و مطابق دستورالعمل آن انجام گردید )حجم

 میكرولیتر(. 20واکنش 

-ژنومی از نمونهDNA جهت اطمینان از حذف PCR انجام 

 RNAهای

                                                           
1ComplementaryDNA 
2Reverse transcriptase 

 cDNAاستخراج شده و یک نمونه RNA چند نمونه

( و کنترل منفی PCRشده )جهت اطمینان از پروسه ساخته

شد. پس از انجام ژل DNAgyrB ، PCRرا با پرایمر ژن 

ها فاقد باند تكثیر بودند و بدین معنا که الكتروفورز، نمونه

DNA عنوان آلودگی وجود نداشت. با این حال در ژنومی به

 مشاهده شد.  DNAمورد استفاده باند  cDNAنمونه

استفاده شد. روش GenetBio از کیت PCR جهت انجام 

 ml5/1وتیوب کار به این صورت بود که به یک میكر

freeRNase   1به ازاء هر نمونه به ترتیب مقادیر جدول 

آب مقطر بدون  µl5اضافه شد. به عنوان کنترل منفی از 

 2نوکلئاز استفاده نموده سپس تكثیر مطابق برنامه جدول 

درصد  5/1ها را بر روی ژل آگاروز انجام شد. در انتها نمونه

 برده و توسط ژل داک مشاهده شد.

 شود چاهک اول حاوی مشاهده می 1طور که در شكل همان

Ladder های چاهک بعدی، نمونه 4است. در 

RNAباشد که هیچ باندی مشاهده نشد. استخراج شده می

است، در چاهک آخر cDNA چاهک پنجم حاوی نمونه 

کنترل منفی قرار دارد که باز هم هیچ باندی مشاهده نشد. 

شده مورد تایید استخراجRNA های در نتیجه خلوص نمونه

درصد انجام  1فرآیند الکتروفورز در ژل آگارز  قرار گرفت.

شد و جهت انحلال بهتر، محلول آگارز به کمک مایکروویو 

سمت بار cDNA و  RNA دهی شد. بارگذاریحرارت

 50ولت با فرکانس  220دستگاه انجام و جریان برق منفی 

 و RNA ذرات دقیقه اعمال گردید و  40هرتز به مدت 

cDNA.به سمت بار مثبت حرکت کردند 
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 cDNAو RNA های نمونهPCR اده کردن مخلوط واکنش برای انجام آم -1جدول 

 مواد واکنش حجم

2.5 µl PCR Buffer 

0.75 µl MgCl2 

0.5 µl Dntp 

1 µl Forward primer 

1 µl Reverse primer 

0.3 µl Taq polymerase 

12.7 µl Rnase-free water 

5 µl Sample 

25 µl حجم کلی میكروتیوب 

 PCRنجام ابرنامه ترموسایكلر برای  -2جدول 

 (minزمان ) (˚Cدما ) مرحله برنامه

 دقیقه 5  95 دناتوراسیون اولیه 1

2 

 دقیقه 30 94 دناتوراسیون

 ثانیه20  60 چسبیدن سیکل 35

 ثانیه20  73 تکثیر

 قیقهد 2  72 تکثیر نهایی 3

 

 
 وچاهک ششم کنترل cDNA چاهک پنجم  ،RNAحاوی 4تا  1های چاهک ،Ladderچاهكاول :ترتیببه تصویرژلالكتروفورز، -1شكل 

 منفی.

 هایو بررسی میزان بیان ژنReal Time PCR روش انجام 

sea  وseb 

 هتتای فتتوق در جهتتت بررستتی میتتزان هتتر کتتدام از ژن

RNAشده، از تكنیک استخراج Real Time PCR بتا رنتگ

SYBRGreen  استفاده گردید و این کار با کیت تهیه شتده
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پرایمرهتای متورد  3از شرکت بایو پارس انجام شتد. جتدول 

دهتد. نحتوه را نشتان متی Real TimePCRاستفاده بترای 

 Real Time PCRنمودن مخلوط واکنش برای انجتام آماده

متایی برنامته د 5نشان داده شده استت. جتدول  4در جدول 

دهتد. ستطوب بیتان مورد استفاده در ترموسایكلر را نشان می

استتتخراج شتتده از  RNAهتتای هتتای هتتدف در نمونتتهژن

، که ژن دخیتل در gyraseBهای مختلف براساس ژن ایزوله

عنوان کنترل داخلتی نرمتالیزه همانندسازی باکتری است، به

 صورت بتود کته ابتتداطور مختصر به این روش کار به .شدند

دقیقته بته منظتور  5درجته سلستیوس بته متدت  95دمای 

دناتوره شدن اولیه )از بین رفتن ستاختمان ستلولی( اعمتال 

ثانیته بته  10درجته سلستیوس بته متدت  95گردید سپس 

درجته سلستیوس  60منظور دناتوره شدن رشته و در نهایت 

ثانیه به منظور مراحل اتصتال و تكثیتر در نظتر  30به مدت 

 دوره در نظر گرفته شد. 35د چرخه نیز گرفته شد. تعدا

 Real Time PCR  پرایمرهای مورد استفاده در -3جدول 

 Real Time PCRکردن مخلوط واکنش برای انجامآماده -4جدول 

 ترکیب مقدار غلظت نهایی

1x 12.5 µl 2x QuantiFast SYBR Green Master Mix 

1 µM 0.5 µl Forward primer 

1 µM 0.5 µl Reverse primer 

≤100 ng/ 

Reaction 
2µl Template ofCdna 

- 9.5 µl Rnase-free water 

- 25 µl Total reactionVolume 

 Real Time PCRشرایط ترموسایكلر -5جدول 
 

 

 

 

 پرایمر توالی (´5´ to 3) (bp)اندازه محصول  منبع

کلوتز و همكاران 

(2003)  
92 5´-AAAATACAGTACCTTTGGAAACGGTT-3´ 

5´-TTTCCTGTAAATAACGTCTTGCTTGA-3´ 
sea-F 
sea-R 

کلوتز و همكاران 

(2003)  
81 

5´-ACACCCAACGTTTTAGCAGAGAG-3´ 

5´-CCATCAAACCAGTGAATTTACTCG-3´ 

Seb-F 

Seb-R 

سیدل و همكاران 

(2011)  
141 

5´- CGCAGGCGATTTTACCATTA-3´ 

-3´ 5´-GCTTTCGCTAGATCAAAGTCG 
gyr-F 

gyr-R 

 پرایمر (C˚دما ) مانمدت ز تعداد سیكل

35 

5 min 95 PCR initialactivations 

10 s 95 Denaturation 

30s 60 Combinedannealing/extension 
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به عنوان  1دارمیزان بیان ژن هدف در نمونه با یک ژن خانه

در واقع جهت بررسی بیان ژن در  کنترل داخلی نرمالیزه شد

 ژن هدف ∆TC رنگ، ابتداشرایط با حضور و بدون حضور 

(sea,seb( در مقایسه با ژن مرجع )gyrB تعیین شد. به )

این ترتیب بیان ژن هدف نسبت به ژن مرجع به دست آمد. 

TC ∆ هر ژن در واقع تفریقTC  ژن هدف ازTC  ژن مرجع

 یعنی: باشد،دار( می)خانه
CT   =  Ct,target - CT,reference∆ 

های در شرایط و زمان( ∆∆Ct) میزان تغییر بیان یک ژن

 مختلف با فرمول زیر محاسبه شد: 

Ct = ∆Ct(sample)- ∆Ct(calibrator)∆∆ 
که در این فرمول کالیبراتور در واقع یک نمونه تیمار نشده یا 

نقطه پایه یا صفر در نظر گرفته شد. در نهایت، میزان تغییر 

محاسبه گردید. برای بدست  CT∆∆-2با فرمول  2بیان ژن

از نرم افزار  TCهای و تجزیه تحلیل داده∆∆ Ctوردن آ

2009REST .استفاده گردید 

منحنی ذوب را برای هر سه ژن مورد ارزیابی را  2شكل 

 Real Timeدهد. اصولا منحنی ذوب واکنش نشان می

PCR شود برای ارزیابی اختصاصی بودن تكثیر استفاده می

(Radonich et al, 2004همان .)شكل زیر  طور که در

مشخص است برای هر سه ژن مورد ارزیابی منحنی ذوب 

باشد که بیانگر اختصاصی بودن دارای یک پیک شارپ می

 واکنش است.

                                                           
1Housekeeping 
2Fold Change 

 

 

 
sea (a ،)های منحنی دمای ذوب به ترتیب برای ژن -2شكل 

seb (b )وgyr B (c) 

 طرب آزمایش وتجزیه و تحلیل آماری

ماری و ریاضی است های آای از روشمجموعهمخلوط روش 

سازی فرآیندهای مختلف مورد استفاده قرار که در بهینه

سازی فرمولاسیون و فرایندهایی که تحت در بهینهگیرد. می

تاثیر چندین فاکتور است، روش آماری مخلوط کارایی بالایی 
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دهد. در روش مخلوط به هر یک از فاکتورها از خود نشان می

-دهند جزء نامیده میمی که متغیرهای مستقل را تشكیل

 .(BurukSahin et al, 2016) شوند

های در این پژوهش اجزای مخلوط شامل غلظت عصاره

مرزنجوش، فوفل و دارفلفل، هر یک در پنج سطح مورد 

ارزیابی قرار گرفت. مقادیر سطوب هر یک از اجزا در جدول 

مدل مورد استفاده در روش  .زیر نشان داده شده است

درجه دوم است. در این روش برای ی لا معادلهمعمو مخلوط

هر متغیر وابسته، مدلی تعریف شده که آثار اصلی و متقابل 

نماید، مدل فاکتورها را بر روی هر متغیر جداگانه بیان می

 ,BurukSahin et al) باشدچند متغیره به صورت زیر می

2016). 

 نتایج و بحث

 هافعالیت ضدمیكروبی عصاره

 ر آگار به کمک دیسکروش نفوذ د

ها را به طور در این پژوهش ابتدا فعالیت هر یک از عصاره

نتایج مربوط به هاله عدم رشد  6جداگانه بررسی شد. جدول 

که در دهد. همانطور ها نشان میرا برای هریک از عصاره

های مورد جدول مربوطه مشخص است در میان باکتری

را به هر سه عصاره بیشترین حساسیت B. cereus آزمون، 

دهد. در این پژوهش، مورد مطالعه در این پژوهش نشان می

عصاره مرزنجوش فعالیت ضد میكروبی بیشتری را نسبت به 

های دارفلفل و فوفل نشان داد. قطر متوسط هاله عدم عصاره

های مورد آزمون در این پژوهش با هاله رشد برای عصاره

ین و جنتامایسین قابل سیلهای پنیبیوتیکعدم رشد آنتی

طور که در جدول زیر مشخص است مقایسه بود. همان

های گرم منفی قطر های گرم مثبت نسبت به باکتریباکتری

های گرم منفی هاله عدم رشد بیشتری را نسبت به باکتری

 نشان دادند.

( فعالیت ضدمیكروبی عصاره 1990دین و اسووبودا )

چ شاخص مورد بررسی مرزنجوش بر تعدادی باکتری و قار

 ، Beneckea natriegensقرار داده و گزارش نمود که 

Erwinia carotovoraوMoraxella sp.   در میان

ها بیشترین در میان قارج Aspergillus nigerها و باکتری

حساسیت را به عصاره مرزنجوش داشتند. لی و همكاران 

ارفلفل جدا ( پایپرنونالین و پایپریدین قلیایی را از د2001)

کرده و نشان دادند که این ترکیبات فعالیت ضدقارچی بارزی 

 تعیین حداقل غلظت بازدارنده از رشد دارند.

اثر استخراج شده های نشان داد که عصارهنتایج بدست آمده 

های مورد آزمون دارد، بدین بازدارندگی بر رشد باکتری

 .Sو  E. Coliو دو باکتری  B. cereusصورت که 

enteritidis  به ترتیب کمترین و بیشترین غلظت بازدارنده

جدول های استخراجی داشتند )از رشد را در مقابل عصاره

7.) 

 مترقطر هاله عدم رشد باکتری بر حسب میلی -6جدول 

گرم میلی 5/0  

 لیتربر میلی

گرم میلی 5/1

 لیتربر میلی

گرم بر میلی 5/2

 لیترمیلی

گرم بر میلی 5/3

 لیترمیلی

گرم بر میلی 5

 لیترمیلی

دیسک 

 *بیوتیک آنتی

 مرزنجوش

B. cereus 8/2±0/4c
 9/1±0/7c 11/1±0/2b 11/9±0/4a

 12/6±0/4 a 13 پ 

E. coli 6/6±0/4d
 8/1±0/5c 8/7±0/3c 10/3±0/3b 11/3±0/2a

 ج 11 

S. enteritidis 6/1±0/2d 7/7±0/5c 8/5±0/3c 9/8±0/2b
 10/9±0/3 a

 ج 10 

S. aureus 7/4±0/2e 8/1±0/2d 9/6±0/3c 11/3±0/3b 12/2±0/3 a 32 پ 

 فوفل

B. cereus 8/0±0/4c
 8/3±0/7c 10/4±0/2b 11/5±0/4a 12/0±0/2a

 پ 13 

E. coli 6/3±0/4d
 7/5±0/5c 8/1±0/3c 9/9±0/3 b 10/8±0/2a

 ج 11 

S. enteritidis 6/1±0/2d 7/7±0/5c 8/2±0/3 c 9/4±0/2b 10/1±0/3a 10 ج 
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S. aureus 5/5±0/2e 7/2±0/2d 8/9±0/3c 10/5±0/3b 11/6±0/3a
 پ 32 

 دارفلفل

B. cereus 7/8±0/2d
 8/7±0/4c 10/8±0/2b 12/0±0/4a 12/4±0/6a

 پ 13 

E. coli 6/3±0/4d
 8/2±0/5c 8/4±0/3c 10/3±0/2b 11/0±0/2a

 ج 11 

S. enteritidis 5/7±0/2e 7/5±0/5d 8/4±0/3c 9/5±0/2b 10/3±0/3a 10 ج 

S. aureus 7/2±0/2e 8/0±0/2d 9/2±0/3c 10/8±0/3b 11/9±0/3a 32 پ 

 بیوتیک جنتامایسینبیوتیک پنی سیلین، ج : دیسک آنتیپ : دیسک آنتی *

  باشد.یمدرصد  95 دار در سطح آمارییمعنوجود تفاوت  دهندهنشانحروف غیرمشابه در هر ردیف 

 اهرنده از رشد باکتری توسط عصارهحداقل غلظت بازدا -7جدول 

 پاتوژن 
گرم بر میلی 2

 لیترمیلی

گرم بر میلی 4

 لیترمیلی

گرم میلی 8

 لیتربر میلی

گرم میلی 16

 لیتربر میلی

گرم میلی 32

 لیتربر میلی

گرم میلی 64

 لیتربر میلی

شاهد 

 منفی

شاهد 

 مثبت

 مرزنجوش

B. cereus + + + _ _ _ _ + 

E. coli + + + + + _ _ + 

S. enteritidis + + + + + _ _ + 

S. aureus + + + + _ _ _ + 

 فوفل

B. cereus + + + + _ _ _ + 

E. coli + + + + + _ _ + 

S. enteritidis + + + + + _ _ + 

S. aureus + + + + + _ _ + 

 دارفلفل

B. cereus + + + + _ _ _ + 

E. coli + + + + + _ _ + 

S. enteritidis + + + + + _ _ + 

S. aureus + + + + + _ _ + 

  عدم رشد-+: رشد یافته؛ : 

استخراج شده از  حداقل غلطت بازدارنده از رشد برای عصاره

زا متورد آزمتون های بیمتاریی باکتریعلیه همه مرزنجوش

 مشاهده شتد. نتتایج حاصتل از رقتت آگتار جهتت تعیتین 

MICبتر رشتد استتخراج شتده  هتاینشتان داد کته عصتاره

های گرم منفتی اثتر های گرم مثبت نسبت به باکتریباکتری

 .Bهتایی کته از رشتد به نحوی که غلظتتبیشتری داشت. 

cereus گترم بتر میلی 64کننتد، بجتز غلظتت ممانعت متی

-ممانعتت نمتی S. enteritidisاز رشد  ،مرزنجوشلیترمیلی

نتده از رشتد بترای حداقل غلطت بازدار 7. مطابق جدول کند

فوفتل و دارفلفتل بیشتتر از عصتاره  استخراج شتده ازعصاره 

 مرزنجوش بودند.

 Galindo( در متتتتتورد عصتتتتتاره2003و همكتتتتتاران ) ی

و همكتاران  Yalmeدرصد نوربیكستین(،  8/2)کاروتنوئیدی 

و همكتاران Smith-Palmer ( در مورد رنگ آنتاتو و 2014)

ای ی به نتیجته مشتابههای طبیع( نیز در مورد عصاره1998)

ستتاکاریدهای حتمتتالی آن حضتتور لیپوپلیرستتیدند. دلیتتل ا

-باشد. لیپوپلیهای گرم منفی میباکتری در سلولی یهدیوار

متانع از رستیدن  تواننتدمتیستلولی،  یساکاریدهای دیتواره
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بته غشتای سیتوپلاستمی  عصتاره یتا استانسترکیبات فعال 

 .Bهای گرم مثبت، . بین باکتریشودهای گرم منفی باکتری

cereus کته ها داشت بطوریبیشترین حساسیت را به عصاره

 ها داشت.را بین باکتری MBCو MIC کمترین میزان 

 L. monocytogenesهتتای گتترم مثبتتت، در بتتین بتتاکتری

هتای کمترین حساسیت را مقابل فعالیت ضدمیكروبی عصاره

 .Lعلیته MIC دیر کته مقتاشده نشان داد بطوری استخراج

monocytogenes  با مقتادیر MIC علیتهS. enteritidis  و

E. coli  یكسان مشاهده شد. دلیل احتمالی این پدیده وجود

 .Lی ستتتتتلولی ستتتتتاکاریدهایی در دیتتتتتوارهلیپوپلی

monocytogenes تواند مقاومتت باکتریتایی را است که می

-ارههای گرم منفی در مقابل عصمثل غشای خارجی باکتری

و همكتتاران، BurukSahin هتتای طبیعتتی افتتزایش دهتتد )

2016.) 

نتایج آزمون تعیین حداقل غلظت کشتنده بتاکتری  8جدول 

 MBCدهتتد؛ مطتابق جتتدول کمتتترین میتتزان را نشتان متتی

کته معتادل  B. cereusهای استخراج شده در مقابتل عصاره

هتتای استتتفاده از بتتود، مشتتاهده شتتد. غلظتMIC غلظتتت 

اثتر  S. enteritidisدارفلفتل علیته بتاکتری فوفتل و عصتاره

ای نداشتت، در حتالی کته عصتاره استتخراج شتده از کشنده

هتای متورد آزمتون اثتر کشتنده مرزنجوش بر همته بتاکتری

 داشت.

های را در غلظتB و  Aهای بیان ژن انتروتوکسین 9جدول 

دهد. های استخراج شده را نشان میتحت بازدارنده عصاره

و  Aهای مترین میزان بیان ژن انتروتوکسینمطابق جدول ک

 B برای عصاره مرزنجوش مشاهده شد به طوری که در

درصد عصاره مرزنجوش هیچ یک از  1/0غلظت 

میزان بیان ژن  10جدول ها بیان ژن نداشتند. انتروتوکسین

های در سطوب مختلف غلطت Bو A های انتروتوکسین

ر جدول مشخص است دهد. همانطور که دها نشان میعصاره

ها نسبت به هر یک از آنها به تنهایی فعالیت مخلوط عصاره

زایی بیشتری دارد. در میان تیمارها انتروتوکسینآنتی

، 15ها را تیمار های انتروتوکسینبیشترین کاهش بیان ژن

درصد  17درصد فوفل و  16درصد مرزنجوش،  67که شامل 

ژیستی بین ترکیبات دارفلفل بود، نشان داد. فعالیت سینر

زابی بیشتر در انتروتوکسینها عامل اصلی فعالیت آنتیعصاره

ها حالت مخلوط نسبت به حالت جداگانه هر یک از عصاره

های تحت بازدارنده ( که غلظت2010کیو و همكاران ) است.

 Bو  Aهای تیمول را بر تولید آلفا همولایزین، انتروتوکسین

سیلین بررسی آنتی بیوتیک متی مقاوم به S. aureusتوسط 

و گزارش نمودند که با افزایش غلظت تیمول علاوه بر کاهش 

های اشاره شده و آلفا رشد باکتری، میزان تولید انتروتوکسین

 همولایزین کاهش یافته است.

( اثر آویشن شیرازی را بر 2015پاراسایی مهر و همكاران )

ودند که در بررسی نم S. aureusبیان ژن انتروتوکسین 

-نتایج پژوهش این گروه نیز اثر سینرژیستی آنتی

زایی بین نایسین و عصاره آویشن شیرازی را بر انتروتوکسین

مشاهده نمودند. علاوه بر  C S.aureusتولید انتروتوکسین 

کنندگی سینرژیستی بین اعمال فشار این فعالیت ممانعت

اکتریوسین های اسید لاکتیک تولید کننده ببالا و باکتری

( 2005توسط آرکیوس و همكاران ) S. aureusعلیه 

( اثر سینرژیستی 2001گزارش شده است. منصور و میللیر )

های های رویشی بر گونهو نایسین را بر سلول 1مونولارین

Bacillus  در شیر را مطالعه و گزارش نمودند که این دو

 Bacillusکنندگی سینرژیستی علیه ترکیب اثر ممانعت

کنندگی ( فعالیت ممانعت2010دارد. ناقموچی و همكاران )

و  Listeria innocuaبر A و نایسین  Bمیكسین پلی

Escherichia coli  بررسی و نشان دادند که این دو ترکیب

فعالیت سینرژیستی دارند و فعالیت ضدمیكروبی این دو در 

-حالت مخلوط نسبت به حالت جداگانه هر یک بیشتر می

 باشد.

                                                           
1monolaurin 
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 هالظت کشنده از رشد باکتری توسط عصارهحداقل غ -8جدول 

 پاتوژن 

-میلی 2

گرم بر 

 لیترمیلی

گرم میلی 4

-بر میلی

 لیتر

گرم میلی 8

-بر میلی

 لیتر

-میلی 16

گرم بر 

 لیترمیلی

-میلی 32

گرم بر 

 لیترمیلی

-میلی 64

گرم بر 

 لیترمیلی

شاهد 

 منفی

شاهد 

 مثبت

 مرزنجوش

B. cereus + + + _ _ _ _ + 

E. coli + + + + + _ _ + 

S. enteritidis + + + + + _ _ + 

S. aureus + + + + _ _ _ + 

 فوفل

B. cereus + + + + _ _ _ + 

E. coli + + + + + _ _ + 

S. enteritidis + + + + + + _ + 

S. aureus + + + + + _ _ + 

 دارفلفل

B. cereus + + + + _ _ _ + 

E. coli + + + + + _ _ + 

S. enteritidis + + + + + + _ + 

S. aureus + + + + + _ _ + 

 ها در محیط کشتدهنده عدم رشد باکترینشان :-های رشد یافته در محیط کشت؛ دهنده باکتری+: نشان

 B S. aureusو  Aهای بیان ژن انتروتوکسین

 های مرزنجوش، فوفل و دارفلفلای تحت بازدارنده عصارههظتدر غلB و  A هایبیان ژن انتروتوکسین -9جدول 

 کنترل مثبت کنترل منفی درصد 0.2 درصد 0.1 درصد 0.05  

 مرزنجوش
 + _ _ _ + Aبیان ژن انتروتوکسین 

 + _ _ _ + Bبیان ژن انتروتوکسین 

 فوفل
 + _ _ + + Aبیان ژن انتروتوکسین 

 + _ _ + + Bبیان ژن انتروتوکسین 

 ارفلفلد
 + _ _ + + Aبیان ژن انتروتوکسین 

 + _ _ + + Bبیان ژن انتروتوکسین 

 : عدم بیان ژن-بیان شده؛ +:

 Bو  Aهای های انتروتوکسینزایی علیه ژنانتروتوکسینخلوط و فعالیت آنتیمنسبت اجزای هر  -10جدول 

  اجزا مخلوط نسبت بیان ژن

SEB SEA  دارفلفل(C*)  فوفل(B*) جوشمرزنA*)) تیمار 

-16.4 -15.8 0.500 0.000 0.500 1 

-14.1 -11 0.500 0.500 0.000 2 

-15.5 -11.8 0.000 0.500 0.500 3 

-13.5 -10.8 0.500 0.500 0.000 4 

-9.8 -8.5 1.000 0.000 0.000 5 

-11.5 -11 0.000 0.000 1.000 6 

-18.3 -18.5 0.329 0.331 0.339 7 

-7.8 -6.5 0.000 1.000 0.000 8 

-12 -10 0.000 0.000 1.000 9 

-17 -14.8 0.166 0.664 0.170 10 
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-20.4 -17.5 0.000 0.328 0.672 11 

-19.2 -15.4 0.666 0.163 0.171 12 

-8.4 -6.1 0.000 1.000 0.000 13 

-9 -9.1 1.000 0.000 0.000 14 

-22.5 -21.6 0.169 0.161 0.670 15 

-16.1 -16.5 0.500 0.000 0.500 16 

 یافتهگزینش مدل مناسب وتجزیه مدل برازش

 11های مختلف که در جدول های مدل2Rپس از مقایسه 

مدل درجه دوم برای هر دو پاسخ مناسب مشخص شده، 

ه بها در نظر گرفته شد. مدل مناسب برای هر یک از پاسخ

 صورت زیر است :

Gene expression of sea = – 11.02 (A*) – 6.02 

(B*) – 8.47 (C*) – 

30.33 (A*) (B*) – 

31.39 (A*) (C*) – 

18.06 (B*) (C*) 

Gene expression of seb = – 12.25 (A*) – 7.78 

(B*) – 9.52 (C*) – 

35.59 (A*) (B*) – 

26.77 (A*) (C*) – 

23.66 (B*) (C*) 

های مدل جدول یک از عبارت رداری هجهت ارزیابی معنی

س استفاده شد. در این جدول برای هر یک از آنالیز واریان

مشخص شده  Pو یک مقدار  Fهای مدل یک مقدار عبارت

کمتر باشد عبارت  pبیشتر و میزان  Fکه هر چقدر میزان 

مورد نظر تاثیر بیشتری در میزان پاسخ و در واقع میزان 

 داری بیشتری خواهد داشت.معنی

و دارفلفل و های مرزنجوش رو، برهمكنش عصارهاز این

ترتیب بیشترین های مرزنجوش و فوفل بهبرهمكنش عصاره

داشتند.  Bو  Aهای های انتروتوکسیناثر را بر بیان ژن

و  A*B ،A*Cعلاوه بر این هر سه عبارت مخلوط )

B*C05/0داری در سطح ( بر هر دو پاسخ اثر معنی 

 (.12داشتند. )جدول 

 هامختلف برای هر یک از پاسخهای مقایسه ضریب تعیین مدل -11جدول

 هاپاسخ  مدل

  sea seb 

    خطی

 2R % 57/38 25/87 

 2R 80/84 76/26 % تصحیح شده 

 2R 43/79 89/14 بینی شده% پیش 

    درجه دوم

 2R % 18/97 69/89 

 2R 77/84 83/95 % تصحیح شده 

 2R 87/79 95/88 بینی شده% پیش 

    مكعبی مخصوص

 2R % 16/39 56/93 

 2R 53/87 00/0 % تصحیح شده 

 2R 87/13 00/0 بینی شده% پیش 

    مكعبی

 2R % 76/97 00/96 

 2R 73/88 70/93 % تصحیح شده 

 2R 53/3 53/46 بینی شده% پیش 

 هارای هر یک از پاسخب نتایج آنالیز واریانس مدل -12جدول 
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P F منبع درجهآزادی میانگین مربعات  

 رگرسیون 5 05/50 75/9 001/0

sea 

 خطی مخلوط 2 71/31 18/6 018/0

 (AB) های مرزنجوش و  فوفلعصاره 1 43/79 48/15 003/0

 (ACهای مرزنجوش و دارفلفل )عصاره 1 55/95 62/18 001/0

 (BC) های فوفل و دارفلفلعصاره 1 69/30 98/5 034/0

 خطای باقیمانده 10 13/5 - -

 عدم برازش 5 06/10 58/5 060/0

 خطای خالص 5 20/0 - -

 رگرسیون 5 59/50 84/10 001/0

seb 

 خطی 2 98/20 50/4 040/0

001/0 42/23 30/109 1 AB 

003/0 91/14 51/69 1 AC 

001/0 29/11 68/52 1 BC 

 خطای باقیمانده 10 67/4 - -

 عدم برازش 5 16/9 62/3 052/0

 الصخطای خ 5 17/0 - -

 متغیرهای مستقل بر میزان بیان ژناثر 

 و Aهای گیری شده انتروتوکسینمقادیر اندازه 10جدول 

B  تولید توسطS. aureus های تحت رشد یافته در غلظت

ولید تدهد. کمترین میزان ها را نشان میبازدارنده عصاره

در تیمار با عصاره مرزنجوش B و A های انتروتوکسین

د، به طوری که هر دو انتروتوکسین در مشاهده گردی

 درصد این عصاره تولید نشده بود. 2/0های غلظت

-مشخص است فعالیت آنتی 11همانطور که در جدول 

ها در حالت مخلوط نسبت به زایی عصارهانتروتوکسین

در  باشد.( بیشتر می8و  6، 5های انفرادی )تیمار تیمار

برای هر دو ژن  میان تیمارها بیشترین کاهش بیان ژن

درصد عصاره  16درصد عصاره مرزنجوش،  67) 15تیمار 

درصد عصاره دارفلفل( بود. عملكرد  17فوفل و 

تواند های میسینرژیستی بین عوامل ضدمیكروبی عصاره

 هارهانتروتوکسینی عصاعامل اصلی بالا بودن فعالیت آنتی

در حالت مخلوط باشد. بطور مشابه یک عملكرد 

ی بین نایسین و عصاره آویشن شیرازی علیه سینرژیست

توسط  S. aureusو آلفاهمولایزین  Cتولید انتوتوکسین 

 ی مهر و همكاران مشاهده شده است.پارسای

نتایج این پژوهش مشابه مشاهدات کیو و همكاران 

نده های تحت بازدارباشد. این گروه اثر غلظت( می2007)

ین و آلفا همولایز A ،Bهای تیمول را علیه انتروتوکسین

S. aureus سیلین بررسی نموده و مقاوم و حساس به متی

ایش گزارش کردند که رشد و تولید سموم اشاره شده با افز

 یابد.غلظت تیمول کاهش می

 seaمتغیرهای مستقل بر میزان بیان ژن اثر 

های کنش اجزا مخلوط عصارهشكل زیر اثر برهم

 را به seaیزان بیان ژن مرزنجوش، فوفل و دارفلفل بر م

دهد. همانطور که در شكل صورت پلات سطحی نشان می

های مرزنجوش و دارفلفل به ترتیب مشخص است عصاره

د داشتن seaکمترین و بیشترین اثز را بر میزان بیان ژن 

 هایظتها(. با افزایش غلهای بالای عصاره)البته در غلظت

ته یاف ن ابتدا افزایشهر سه عصاره میزان ممانعت از بیان ژ

زان های بالای هر یک از عصاره میولی در ادامه در غلظت

 (. مطابق شكل کمترین3یابد )شكل بیان ژن افزایش می

 70ها با با تیمار مخلوطی از عصاره seaمیزان بیان ژن 

 20درصد عصاره فوفل و  10درصد عصاره مرزنجوش، 

 درصد عصاره دارفلفل حاصل گردید.
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 sebیرهای مستقل بر میزان بیان ژن متغاثر 

ها به تنهایی ها نسبت به هر یک از عصارهمخلوط عصاره

انتروتوکسینی بیشتری فعالیت آنتیseb علیه بیان ژن 

ها، کمترین و های بالای هر یک از عصارهداشت. در غلظت

های را به ترتیب عصاره sebبیشترین اثر بر بیان ژن 

(. با این حال مطابق 4)شكل مرزنجوش و فوفل داشتند 

های بواسطه غلظتseb شكل بیشترین کاهش بیان ژن 

با افزایش پایین جزء دارفلفل مشاهده شده است. 

های هر سه عصاره میزان ممانعت از بیان ژن ابتدا غلظت

های بالای هر یک از بالا رفته ولی در ادامه در غلظت

 یابد.عصاره میزان بیان ژن افزایش می

 
 (*A) ، مرزنجوش*(B) ، فوفل*(C) )دارفلفل seaاثر اجزای مخلوط بر بیان ژن  -3كل ش

 
 (*A) ،مرزنجوش*(B) ،فوفل*(C) )دارفلفل sebاثر اجزای مخلوط بر بیان ژن  -4شكل 

اسمیت پالمر و همكاران ( و 2007کیو و همكاران )

های غلظت ترتیب براینیز به نتایج مشابهی به (2004)
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های مختلف گیاهی دارنده عصاره تیمول و عصارهتحت باز

 .B  Sو  Aهای در مقابل تولید انتروتوکسین

aureusرسیدند. 

مطالعات اخیرا نشان داده است که حضور باکتری در 

تواند ها میهای پایین آنتی بیوتیکمحیط حاوی غلظت

و  یافتهسبب افزایش احتمال مقاومت یا بقای ایزوله جهش

-یمها از سه طریق دوز پائین آنتی بیوتیک مقاوم گردد.

 تواند اثر خود را اعمال کنند:

 بالا بردن توانایی باکتری برای کسب مقاومت 

  ایجاد کننده تنوع ژنوتیپی و فنوتیپی 

 هتتای فیزیولتتوژیكی تحتتت تتتاثیر قتترار دادن فعالیتتت

 های ویرولانسمختلف باکتری نظیر بیان ژن

اده استت کته امكتان ایجتاد بر این، مطالعات نشتان دعلاوه

( Lethalبیشتتر از دوز کشتنده )subMIC جهش در دوز 

افتد به این دلیل که وقتی یک جمعیت حساس با اتفاق می

شوند از یک ماده آنتی باکتریایی مواجه میLethal غلظت 

هایی که مقاوم هستند پایدار مانده تنها آن دسته از باکتری

کته آن دستته از بتاکتری یرونتد در حتالو بقیه از بین می

باکتریتایی مواجته ماده آنتی sub MICهایی که با دوزهای

شوند این دوز تنها موجب کاهش سرعت رشد آنها شده می

-و قابلیت باکتری را برای کسب مقاومت در برابر مواد آنتی

-دهتد کته غلظتتبرد. مطالعات نشان میباکتریایی بالا می

تواند موجب انتقال ایی میباکتریمواد آنتیsub MIC های 

هتا های مختلتف بتاکتریهایی بین یک و یا جنسسیگنال

هتای ویترولانس بتاکتری توانتد بتر بیتان ژنشود کته متی

تاثیرگتتذار باشتتد )اندرستتون و هتتوگز،  7وکتتواروم سنستتینگ

2014.) 

( اثتتر استتانس آویشتتن 2014مهتتر و همكتتاران )پارستتایی

ارش نمودنتد کته بررسی و گز SECرا بر بیان ژن  8شیرازی

ای بر کنندهدرصد اثر ممانعت 005/0این اسانس در غلظت 

 015/0ندارد ولی با افزایش غلظت استانس تتا SEC تولید 

                                                           
7Quorum sensing 
8Zataria multiflora boiss. 

درصد یک اثر ممانعت کننده مشاهده شتد. مقایسته بیتان 

در نمونه شتاهد و تیمارهتا نشتان داد کته SEC نسبی ژن 

تیب درصد این اسانس به تر 015/0و  0075/0های غلطت

دهند. ایتون مرتبه بیان این ژن را کاهش می 8/23و  7/10

( نشان دادند که در یک محتیط کشتت 2009و همكاران )

کننده بتر رشتد اثر ممانعت Lactococcuslactisمخلوط 

S.aureus  دارد و علاوه بر این مشاهده نمودند کته تولیتد

، agrمثتتل لوکتتوس S.aureus زای فاکتورهتتای بیمتتاری

sarA هتتا در حضتتور ایتتن بتتاکتری ختتی انتروتوکستتینو بر

 یابد.کاهش می

 یابی مخلوط عصارهبهینه

و  seaهای های بیان ژنیابی، اهمیت پاسخدر فرایند بهینه

 sebتكنیتک یتابی بتا شتد و بهینتهیكسان در نظتر گرفتته

هتا شتامل انجام شد. مخلوطی از عصاره سازی عددیبهینه

درصتتد  27و  درصتتد فوفتتل 26درصتتد مرزنجتتوش،  47

و sea هتای عنوان مخلوط بهینه علیته بیتان ژندارفلفل به

seb  درصد  79یافت شد که مطلوبیت ترکیبی این مخلوط

 .seb Sو  seaهتای بود. مقادیر بیتان ژن بترای بیتان ژن

aureus  و  -99/17تیمار شده با مخلوط بهینه به ترتیتب

ب بینی شد و در شترایط آزمایشتی بته ترتیتپیش -75/19

هتا بته مشاهده گردید کته ایتن پاستخ -86/18و  -05/17

شتده نزدیتک بتود. ایتن نزدیكتی نتتایج بینتیمقادیر پیش

ی دقتتت بتتالای شتتده نشتتان دهنتتدهبینتتیتجربتتی و پیش

 .seb  Sو sea های های مخلوط برای برآورد بیان ژنمدل

aureus .است 

 گیرینتیجه

بی سته در این پژوهش در مرحلته اول فعالیتت ضتدمیكرو

عصاره مرزنجوش، دارفلفل و فوفل مورد بررسی قرار گرفت 

کتتته در میتتتان عصتتتاره مرزنجتتتوش بیشتتتترین فعالیتتتت 

-ضدمیكروبی را نشان داد. از سوی دیگر در میتان بتاکتری

هتای گترم مثبتت حساستیت های متورد آزمتون بتاکتری

هتای های گرم منفی داشتند. عصارهبیشتری نسبت باکتری

و فوفل اثتر سینرژیستتی بتر یكتدیگر مرزنجوش، دارفلفل 

 .B  Sو  Aهتتتای علیتتته بیتتتان ژن انتروتوکستتتین
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aureusدرصتد  47هتا شتامل داشتند. مخلوطی از عصتاره

درصتد  26درصد عصاره دارفلفتل و  27عصاره مرزنجوش، 

زایتی را انتروتوکستینعصاره فوفل بیشترین فعالیتت آنتتی

 نشان داد.
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Abstract 

With the growing awareness of the importance of natural extracts with antimicrobial and antioxidant 

properties, today the food industry is looking for the use these compounds instead of synthetic 

preservatives. To date, no research has been done to find an optimal mixture of Origanum majorana, 

Long pepper, and Areca extracts against the gene expression of A and B enterotoxins of S. aureus. 

Therefore, in this study, we are seeking to provide a mixture of these extracts with the highest anti-

enterotoxigenic activity using real-time PCR and mixture statistical methods. If successful, we 

introduce these extracts as an antagonist against the growth of pathogenic bacteria and the gene 

expression of enterotoxin of S. aureus. In the first stage, the antimicrobial activity of Origanum 

majorana, Long pepper, and Areca extracts was studied, which Origanum majorana hadthe highest 

antimicrobial activity among them. On the other hand, among the tested bacteria, gram-positive 

bacteria were more sensitive than gram-negative bacteria. The tested extracts had a synergistic effect 

on each other against the gene expression of A and B enterotoxins of S. aureus. The mixture of 

extracts including 47% Origanum majorana extract, 27% Long pepper extract and 26% Areca extract 

showed the highest activity against the gene expression. 

Keywords: Natural extracts; Antibacterial; Anti-enterotoxigenic; Real-time PCR. 
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