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کیدهچ
ولأخدرشدهبنديبستهغذاهايدرویژهبهغذاییموادازمنتقلهزايبیماريهاي باکتريمهمترینازیکیبوتولینومکلستریدیوم

بررسی،مطالعهاینهدف.شودمیمحسوبغذاییصنایعهاي کارخانهمشکلاتمهمترینازنیزآنکنترلوبودهگوشتیهاي وردهافر
Teucrium polium(کلپورهگیاهگلوبرگاسانساثروبوتولینومکلستریدیومبهسنتیلبنیهاي وردهافرآلودگی L. (رشدکنترلدر

روشبهاما،شدجداسازيدوغازAتیپموردیکفقطکشتروشبهسنتیدوغوکشکنمونه160ازباشد.میباکترياین
AتیپموردیکوBتیپمورددوکشکازو)%25/1(دوغازAتیپموردیک)MPCR(چندگانهپلیمرازايزنجیرهواکنش

بهمتصلگازيکروماتوگرافیدستگاهازاستفادهباگیاهاینگلوبرگاسانسدهندهتشکیلهاي ترکیبآنالیزشد.شناسایی)75/3%(
والریانولو)%7/16(پینن-آلفاشامللپورهکگلاسانسدهندهتشکیلاصلیهاي ترکیبگردید.انجام)GC-MS(جرمیسنجیطیف

اثرارزیابیبرايبود.)4/10%(Dجرماکرنو)%9/10(میرسین)،%8/14(پینن-آلفاشاملآنبرگاسانسدرو)3/8%(
قرارسنجشموردتکرارسهدردیفیوژندیسکروشبهجداگانهطوربهکلپورهگلوبرگاسانسازمیکرولیتر10ضدمیکروبی،

مترمیلی8و12گلاسانسومترمیلی8و9ترتیببهبرگاسانس80وµl/ml40هاي رقتدرباکتريرشدعدمهالهقطروگرفت
ازتوانمیکهدهدمینشانمطالعهایننتایج.شدتعیینµl/ml160کلپورهبرگوگلاسانس)MIC(حداقلمهاريغلظتبود.

کرد.استفادهبوتولینومکلستریدیومرشدکنترلبرايگیاهایناسانس

Teucrium polium(کلپوره،بوتولینومکلستریدیومکلیدي:هاي واژه L.،(سنتی،لبنیهاي وردهافر،اسانسMPCR،مهاريغلظت
.حداقل
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مقدمه
شکل،ي الهیممثبت،گرمي باکترکینومیبوتولومیدیکلستر

کهاستیی انتهاتحتاسپوردهندهلیتشک،ياجبارهوازيبی
دیتولنومیبوتولنینوروتوکسنامبهي اکشندهنینوروتوکس

Hasani(کندیم Tabatabaei & Firozi, نیاسم).2002
مقدارکهاستشدهشناختهی سممادهنیتريقوي باکتر

باشدیمکروگرمیم2ای1باًیتقرانساني براآنی کشندگ
)Solomon & Lilly, عصبیفلججادیاباعثسمنیا).2001

درنومیبوتولنینوروتوکسشود.یمسمیبوتولنامبهايکشنده
نیکوللیاستشدنآزادعدمباعثنوروماسکولارهاي سیناپس

بلع،دری سختپلک،ی افتادگ،ینیدوبباجهینتدرکهشودیم
تینهادرودهانی خشکنامشخص،ودرهمي هاصحبت
Mandell(استهمراهمرگوتنفستوقف et al., 2010.(

وخاكدري اگستردهطوربهومنیبوتولومیدیکلستر
است،شدهپراکندهجهانسراسردرهااچهیدررسوبات

نامناسبطوربهکهیی غذاهاغبار،وگرددرنیهمچن
ي باکتري اسپورهادارد.وجودهوای حتواندشدهفرآوري

حضورعدمدری ولستندینبخشانیزخودي خودبه
دیتولي قوسمجهینتدر،کردهرشدبهشروعژن،یاکس

براساسومنیبوتولومیدیکلستري هانیتوکسکنند.یم
شوند.یممیتقسGتاAپیت7بهژنیکآنتیاتیخصوص

Cي هاپیتوانساندربیشترFی گاهوA،B،Eي هاپیت

Solomon(انديماریببروزمسئولواناتیحدرDو &

Lilly, Sanford؛ 2001 Malcolm et al., 2009.(
کمتردربوده،مزوفیلFوA،Bپیتبوتولینومکلستریدیوم

درآنهابهینه رشدونکردهرشدسلسیوسدرجه10از
سرمادوستبنابراین،باشدیمسلسیوسدرجه37-35

،اندشدهسردمناسبیطورهبکهمحصولاتیدرونیستند
5/4تا3/4حدودpHدر.کنندنمیایجادخطريگونههیچ
%10ازبیشترنمکهاي غلظتوشودمیمتوقفآنهارشد

مقاومند.بسیارگرمابههاسوشایناسپورکنند.میتحملرا
Mortazavi(استEایBنوعازشتریبAسمی کشندگاثر

& Sadeghi Mahonak, 5بهAتیپنوروتوکسین.)2007
A2نوروتوکسینشود.میتقسیم)A1-A5(تیپتحت

بامتالواندوپپتیدازیکبوتولینومسمدارد.بیشتريقدرت
زنجیرهدوازکهاستکیلودالتون150مولکولیوزن
کیلودالتونی100سنگینزنجیرهیکشاملپپتیديپلی

کیلودالتونی50سبکزنجیرهیکوآمینواسید)847(
متصلهمبهسولفیديديباندتوسطکهآمینواسید)448(

Pier(استشدهتشکیلاند،شده et al., کمپلکس).2011
وزنکنندهمحافظتهاي پروتئینهمراهبهAتوکسین
باندمعدهاسیديمحیطدردارد.کیلودالتون900مولکولی

شکستهکنندهمحافظتپروتئینوتوکسینبینکووالانسی
Baldwin(گرددفعالسمتاشودمی et al., همه).2004

ورودازپسC2تیپتوکسینبجزبوتولینومهاي توکسینانواع
وشدهواردنوروماسکولارهاي سیناپسبهخونجریانبه

توکسینشوند.میکولیناستیلشدنآزادازجلوگیريموجب 
دردقیقه30ازکمتردروروديدوزبراساسجذبازپس
,Simpson(شودمیپخشوتوزیعبدن 2013.(

بهآلودهیی غذاموادخوردنجهینتدریی غذاسمیبوتول
شمالیهاياستاندرشود.یمجادیانومیبوتولنینوروتوکس

مصرفدنبالبهغذاییبوتولیسمموارداز%30ازبیشایران
بهمربوطنیز%20حدودوشده،کنسرووشورماهی

کشک)وپنیر(دوغ،سنتیلبنیهاي فرآوردهازاستفاده
میاناز1386تا1382هايسالبیندراست.شدهایجاد
بهشدهتهیهدریاییهاي فرآوردهشده،مصرفغذاییمواد

لبنیهاي فرآوردهواشپلوشورماهینظیرسنتیروش
بوتولیسمایجادکنندهغذاییموادترینشایععنوانهبسنتی

Tavakoli(نداهشدشناخته et al., 2009(.
شدهاصلاحاتمسفربنديبستهدرعمدهمشکلاتازیکی

بوتولینومکلستریدیوموجودغذایی،مواد(وکیوم)خلأ تحتو
یی غذاسمیبوتولالبته باشد.یمباکترياینتوسطسمتولیدو
کنسروفرآوردهابد.یینمانتقالگریدشخصبهی شخصاز

،نییپاتهیدیاسبایی غذاوردهآفرخصوصهبی خانگشده
استشدهموجبرایی غذاسمیبوتولمواردنیشتریب
)Rebagliati et al., Satterfield؛ 2009 et al., 2010.(

ي هاسالی طدرسمیبوتولشدهثبتمواردتعدادرانیادر
یسننیانگیمو80و41،66،48بیترتبه1385تا1382
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مردوزننیبي داریمعنتفاوتو بودهسال27بیماران
ی شمالمهینهاي استاندرشتریبي ماریب.استنداشتهوجود
ریپن،یماهاشپلشور،ی ماهعمدتاًواستشدهگزارشکشور
%2درواندبودهي ماریبعاملی خانگکمپوتوي اکیسه
ي ماریبجادیاعاملی صنعتشدهکنسروي غذا،موارد
دربیترتبهسمیبوتولمواردنیشتریبرانیادر.ستابوده

همدانوي رضوخراسانلان،یگتهران،گلستان،هاي استان
Tavakoli(استافتادهاتفاق et al., 2009.(

افرادتوسطشدهمصرفپنیروبیمارانازگیرينمونهدر
بهتزریقاستانداردآزمایشازاستفادهبا،خانوادهیک

بوتولینومکلستریدیومAتیپتوکسینبهآلودگیموش،
Shahcheraghi(شددادهتشخیص et al., 2013.(
نوروتوکسینشدنباندازپسمسمومیتهاينشانه
پایانهبهعروقیسیستمطریقازشدهمنتقلکلستریدیوم

آزادسازيتوقفومحیطیکلینرژیکسیناپسیپیشاعصاب
عوارضشاملکهشوندمیدیدهکولیناستیلنوروترانسمیتر

،مئعلاشروعهستند.نورولوژیکواتونامیکگوارشی،
فلجلیدلبهچشمکرهاطرافهايچهیماهشدنفلجمعمولاً

صورتبهکهباشدیم6و3،4شمارهي سراعصابشدن
دیدتطابقدری ناتوانوینیدوبد،یدي تارمردمک،ي گشاد

دراختلالوپلکی افتادگهاي نشانهابد.ییمبروزکینزد
شدنفلجدهند.یمنشانراخودبرجستهصورتبهتکلم

ی سختوصورتعضلاتفلجباعث7شمارهي سرعصب
بالا،9شمارهي سرعصبشدنفلجلیدلبهوشدهبلعدر

Rebagliati(کندبروزاستممکنغذاایآبآوردن et al.,

Tseng؛ 2009 et al., 2009.(
وی کیزیفهاي يآورعملانواعازییغذاعیصنادر

سمیارگانرشدکنترلایواسپوربردننیبازبرايیی ایمیش
Rebagliati(شودیماستفاده et al., ازاستفاده).2009
بهقادرکردن)زهیپاستوروي تجارونیلیزاسی(استرحرارت

ي باکترنیانیتوکسواسپور،نایروهاي سلولبردننیباز
کههستندی کنترلارهايیمعنمک،وتیترینباشد.میغذادر
کمهاي گوشتکردنکنسروي براحرارتازاستفادهدر
ازخچالیازاستفادهنیهمچن،شوندمیاستفادهدیاس

شدهومیوکی گوشتموادي نگهداردرمهمکنترلي هاروش
,Razavilar(شودیممحسوبی شدنفاسد 2000.(

درگیاهیهاي اسانسمصرفکاربرداخیرهاي سالدر
برايمناسبیجایگزینعنوانبهشدهفرآوريغذاییمواد
افزایششیمیاییهاي افزودنیوسنتتیکنگهدارندهمواد
Noriega(استیافته et al., 2010.(

Teucrium(نخوديمریمیاکلپوره polium(تیرهاز
والجنمسکآنبهعربیزباندرکهاستنعناعیان
به،پرشاخهوپایاعلفی،گیاهیستگویند.میالریححشیشه
کهايپنبهسفیدظاهردارايومترسانتی35تا10ارتفاع
زارهاماسهوسنگلاخیسواحلبایر،نواحیدرمعمولاً

هاي کركازپوشیدهودرازباریک،آنهاي برگروید.می
هاي رنگبههاییگلاست.پهنکسطحدوهردرايپنبه

دارد.ارغوانیحتیوزردیاوزردبهمایلسفیدسفید،
گرددیبرمنوسیجالوبقراطزمانبهآنییدارومصرف

يمقواثرباشد،میآنهاي سرشاخهکهآنییداروبخشو
هاي يماریبرفعيبراراآنمصرفوداشتهضدتشنجو

دیمفیقاعدگوقوععدمایریخأتويادرار-یتناسلدستگاه
يدارااهیگنیاکهانددادهنشانیعلمقاتیتحق.دانندمی

سرمدیسریگليتروضدکلسترول،ابتیضدداثرات
)Rasekh et al., Gharaibeh(ضدالتهابضداشتها،،)2001

et al., وکروبیضدموضدتب،دانیاکسیآنت،)1988
Abdollahi(دردضد et al., ،اینوجودبا.باشدمی)2003

کلیويهاي نارساییوکبديالتهابجادیادراهیگنیااثرات
Mazokopakis(استشدهگزارشراًیاخزین et al., 2004.(

يروبريقوضداسپاسمتیخاصيداراکلپورهاسانس
میپتاسکلرورونیکوللیاستتوسطشدهجادیاانقباضات

تیمزانقباضنوعدوهرمهاربراسانسنیاریتأث.باشدیم
يروبرتنهاکهنیوسیهونیآتروپبهنسبترااهیگنیا

.دهدیمنشان،هستندمؤثرنیکوللیاستازیناشانقباضات
نیلوتئول(فرآوردهدرموجوديدهایفلاونوئيبراضمندر
گزارشآن کیاسپاسمودیآنتاثراتزین)دیکوزیگل5ـ7

,Fayaz(استشده 2013.(
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ماننــد:ايمــؤثرهمــواديامحتــوکلپــورهاهیــگهعصــار
دیـــــکوزیگل-Di-terpenoid(،7-5(دهایـــــترپنوئيد
)5-7-Glycoside(،6-نیجنگـوان یمتوکس ـ)6-Methoxy

genkwanin(ـامـواد نیشتریبکهباشدیمارفرّاسانسو  نی
ــانس ــاکرناســـ ،)B،D)Germacrene B,Dجرمـــ

)Humulene(هومولن،)β-Caryophyllene(لنیوفیکار-بتا
 ـ)Caryophyllene oxide(دیاکسـا لنیوفیکـار و .باشـد یم

روشبـه گیاهیهاي اسانسضدباکتریاییاثراتمیزانالبته 
داردبســـتگیمیکروارگانیســـمنـــوعوگیـــرياســـانس

)Evrendilek & Balasubramaniam, 2011.(
ازبوتولینومکلستریدیومجداسازي،مطالعهاینازهدف

خواصاثربررسیوسنتیهاي وردهآفرازبعضی
باکترياینرويبرکلپورهبرگوگلاسانسضدباکتریایی

هاي افزودنیجایگزینعنوانبهآنازاستفادهپیشنهادارائهو
باشد.میغذاییموادفرآوريیندافردرشیمیایی

هاروشومواد
گیرينمونه

و(کشکسنتیلبنیهاي فرآوردهازیکهرازنمونه80
برمبتنیروشبهگیرينمونهگردید.تهیهبهاردردوغ)
باوگردیدتهیهفارساستانهايشهرستانکلیهازهدف

شد.منتقلآزمایشگاهبهلازمشرایطرعایت

ژلاتینفسفاتبافر
ديگرم4وژلاتینگرم2ژلاتینه،بافرفسفاتتهیهبراي

وشدهریختهمقطرآبلیتریکدرفسفاتهیدروژنسدیم
pHمحلول،تهیهازپسشد.حلآبدرملایمحرارتروي

Solomon(شدتنظیم6حددرآن & Lilly, 2001(.

کشکهاي نمونه
شدهتهیهجامدصورتبهکهسنتیکشکنمونه80تعداد

ینایلونکیسهدرجداگانهصورتبهآوريجمعازپسبودند
برودتدرآزمایشگاهبهپس از انتقال وشد دادهقرارتمیز

ابتداراهانمونهاین.شدنگهداريآزمایشزمانتایخچال

بانمونهازگرم10بعد ودرآوردهپودرصورتبهوابیآس
عیماصورتبهومخلوطژلاتینفسفاتبافرلیترمیلی10
.مدنددرآ

دوغهاي نمونه
هاي شیشهدرشدهتولیدسنتیدوغازنمونه80تعداد
کناردروآوريجمعتولیدهاي محلازاستریلداردرپوش

یخچالدرآزمایشزمانتاومنتقلآزمایشگاهبهیخ
فقطدوغهاي نمونهبودنمایعدلیلبهشد.نگهداري

.شدانجامکشتزماندرسازيهمگن

سازيغنیهاي محیطرويبرهانمونهکشت
محیطاز،Aتیپبوتولینومکلستریدیومسازيغنیبراي
شد.استفادهآلمان)مرك،(پختهگوشت
همگنهمزن،ازاستفادهباراآزمایشموردنمونههر

حاويلولهدوبهآنازلیترمیلی5یاگرم3-5وکرده
10ازپسوشدمنتقلپختهگوشتمحیطازلیترمیلی10

بهسلسیوسدرجه60آبحمامدرگذاريگرمخانهدقیقه
درسلسیوسدرجه25و35دماهايدرروز5- 7مدت

ازي هوازیبشرایطایجادبراي.شدانکوبهي هوازیبشرایط
آلمان)(مرك،ایروکولتان،Aنوعگازپکوي هوازیبجار

ازپسمحیطازلیترمیلی1انکوباسیون،ازپسشد.استفاده
لیتريمیلی5/1میکروتیوبداخلبهوبرداشتهسازيغنی

درجه-20فریزردرDNAاستخراجبراي وریختهاستریل
سازيغنیهاي نمونهازهمچنینشد.نگهداريسلسیوس

CBIو)کاناداکیولب،(خوندارآگارمحیطرويشده

ي هوازیبطشرایدروشددادهخطیکشت)کاناداکیولب،(
سلسیوسدرجه35يدمادرروز5مدتبه

Saadati(شدگذاريگرمخانه et al., 2006(.
موردکشتهاي محیطرويشدهتشکیلهاي کلنی
بهمشکوكهاي کلنیکلیهازوگرفتقراربررسی

هاي باکتريوانجامگرمآمیزيرنگبوتولینومکلستریدیوم
1000نماییدرشتبامیکروسکوپزیردرشدهآمیزيرنگ

براي شدهشناساییمثبتگرمهايباسیل.شدمشاهده
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وکشتخوندارآگاررويبردوبارهسازيخالص
شدند.گذاريگرمخانه

Multiplex(مولکولیآزمون PCR(
PCRآزمونمراحل،DNAاستخراجشاملمرحلهاین

هايمیکروتیوبابتداباشد.یمPCRمحصولاتآنالیزو

دروشدهخارجفریزرازشدهسازيغنیمحیطحاوي
شوند.خارجانجمادحالتازتاگرفتندقرارمحیطدماي
جوشاندنفنل/کلروفرم،روشسهبهDNAاستخراجسپس

.شدانجام)جنوبیکره،Bioneer(کیتازاستفادهو
کلستریدیومEو A ،BهايتیپازRوFپرایمرهاي
.شدانجام )2006(همکارانوSaadatiمقالهبراساس،بوتولنیوم

استفادهموردپرایمرهايبهمربوطاطلاعات-1جدول
محصولطول

PCR (bp)

رويبرجایگاه
سمکدکنندهژن

پرایمرسکانس
)3'به5'چپ،سمت(از پرایمر

782 1808 -1788 AGCTACGGAGGCAGCTATGTT Af

2548 -2569 CGTATTTGGAAAGCTGAAAAGG Ar

205 453-434 CAGGAGAAGTGGAGCGAAAA Bf

619-638 CTTGCGCCTTTGTTTTCTTG Br

389 175-156 CCAAGATTTTCATCCGCCTA Ef

525-544 GCTATTGATCCAAAACGG Er

،Bont/Aژنتشخیصازباکتري،شناساییبراي
Bont/BوBont/Eبردهنامپرایمرهايطراحیکمکبهو

Saadati(شد استفاده،شده et al., سکانس.)2006
است.شدهدادهنشان1جدولدرپرایمرهاایننوکلئوتیدي

بهداشتبخش،غذاییموادبیوتکنولوژيآزمایشگاهدر
باPCRآزمایششیراز،دامپزشکیدانشکدهغذاییمواد

درکهالگوعنوانبهشدهاستخراجهاي DNAازاستفاده
.شدانجامشد،مینگهداريسلسیوسدرجه-20فریزر
درمیکرولیتر25میکروتیوبهردرواکنشمخلوطحجم

شد.گرفتهنظر
پختهگوشتطیمحدرشدهی غنهاي نمونهازآنگاه

بیونیر،(ترموسایکلردستگاهبهPCRمراحلانجامبراي
انجامترتیببهPCRمراحلکهیافتانتقال)جنوبیکره
آنالیززمانتاهانمونهمراحل،اتمامازپس.شد

نگهداريسلسیوسدرجه- 20فریزردرمحصولات،
شدند.

PCRمحصولاتآنالیز

قرارآنالیزموردوخارجفریزرازشدهPCRمحصولات
آگاروزپودرازاستفادهباابتداکار،اینبراي گرفتند.
مادهبعد وشدتهیه%5/1ژل،TAEبافروایران)،(سیناژن
15میزانبهDNAآمیزيرنگبراي برومایداتیدیوم

واضافهآنبهمحلوللیترمیلی100هرازايبهمیکرولیتر
شدنمنعقدوسردازپیششد.ریختهژلتهیهسینیداخل

وسیلهبه)،سلسیوسدرجه55حدودحرارتدرجه(درژل
منعقدوسردازپس.شدندایجادهاچاهکگذاري،شانه
حاويالکتروفورزتانکدرسینیوخارجشانهژل،شدن
محصولازمیکرولیتر10سپسشد.دادهقرارTAEبافر

PCRدرونوگردیدمخلوطراهنمابافرمیکرولیتر2باشده
مولددستگاهبهالکتروفورزتانکشد.ریختهاولچاهک

100رويبردستگاهالکتریکیجریانشدتومتصلنیرو
ساعت،یکحدودگذشتازپس.گردیدتنظیمآمپرمیلی

ازاستفادهباUVاشعهزیروشدهخارجتانکازژل
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UV transilluminatorصفحهدرباندهاوشدارزیابی
مارکر،باهانمونهبانداندازهمقایسهباومشاهدهمانیتور
.شدتفسیرنتیجه

توالیتعیین
نیزیابیتوالیها،نمونهازشدهجداهاي تیپییدأتبراي 

،PCRمحصولاتآنالیزازپسکهصورتاینبه.شدانجام
PCRسازيخالصکیتازاستفادهباژلازسازيخالص

محصولمرحله،اینازپسشد.انجام)ایرانسیناژن،(
ییدأتازپسوشدآنالیز%5/1ژلرويبرآمدهبدست
گردیدارسالتوالیتعیینبراي آمدهبدستباندهاياندازه

نتایجتوالی،تعیینانجامازپس).جنوبیکرهماکروژن،(
تحلیلوتجزیهBLASTافزارنرمازاستفادهباآمدهبدست
NCBI/Gene(ژنبانکدرموجودهاي دادهباوگردید

Bank(هیسوبا%97کهدادنشانی توالجینتاشد.مقایسه
BoNT/BCDC3281داشت.مطابقتنومیبوتولومیدیکلستر

اسانستهیه
استاندرواقعاقلیدشهرستانارتفاعاتازکلپورهگیاه

و(برگنظرموردیی داروهاي انداموشدآوريجمعفارس
طوربههیسادرواتاقدمايطیشرادربرداشتازپسگل)
طبیعیکردنخشکازپسشدند.پهنکاغذي رومجزا
وگلازگیرياسانسکلونجردستگاهتوسطگیاه،هاي اندام
افزایشبراي.شدانجامجداگانهصورتبهگیاهبرگ

اسانسهاي غلظتازیک هریکنواختگسترشوحلالیت
)DMSO(%10سولفوکسیدمتیلديازکشتمحیطدر

هاي غلظتگردید.استفادهامولسیفایرعنوانبهآلمان)(مرك،
شدتعییندوتاییسریالیهاي رقتصورتبهکلپورهاسانس

)Mahboubi & Haghi, 2008.(

اسانسدهندهتشکیلهايترکیبآنالیز
کروماتوگرافیدستگاهبهسازيآمادهازپسگیاهاسانس

.شدتزریق)GC-Mass(جرمیسنجطیفبهمتصلگازي
سنجفیطبهمتصلکروماتوگرافگازدستگاهمشخصات

Agilentنوعازی جرم technologiesمدلوC5975،
متر،یلیم25/0قطرومتر30طولبهHP-5MSستون

ي زیربرنامهکرومتر،یم25/0ساکنفازهیلاضخامت
شیافزاباسلسیوسدرجه210تا60ازستونی حرارت

با240تا210وقهیدقدرسلسیوسدرجهسهي دما
محفظهي دمادقیقه،درسلسیوسدرجه20دمايافزایش

الکترون70ونیزاسیوني یانرژسلسیوس،درجه280قیتزر
.بودومیهلحاملگازوولت

باکتريتلقیحدوزمقدارتعیین
محیطلیترمیلی7بهاستریلمیکروتیوبازباکتري

TPGY)،درساعت24مدتبهومنتقلآلمان)مرك
گذاريگرمخانههوازيبیشرایطدروسلسیوسدرجه37
.شدانجامصورتهمانبهنیزدومیکشتدوباره شد.

آبگوشتکشتازمختلفیمقادیرنوريجذبسپس
ازاستفادهبارامختلفهاي کووتدردومساعته24

ازشد.خواندهنانومتر،600موجطولدراسپکتروفتومتر
ورقتسريتهیهازاستفادهباکووت،هاي لولهمحتویات

درومشخصلیترمیلیهردرباکتريمقدارسطحیکشت
گردید.تلقیحکشتمحیطبهمولدرسلول106تعدادنهایت

اسانسضدباکتریاییاثرتعیین
محیطرويبرباکتريسوسپانسیونازلیترمیلییک

سپسشد.منتقلسطحیصورتبهخوندارآگارکشت
رويبراسانسازلیترکرومی10حاوياستریلهاي دیسک

سلسیوسدرجه37درروز5برايوشدکاشتهآگارسطح
قطربعد وگردیدگذاريگرمخانههوازيبیشرایطدر

شد.گیرياندازهباکتريرشدعدمهاي هاله

کلپورهاسانسمهاريغلظتحداقلتعیین
ازکلپـوره اسـانس مهـاري غلظتحداقلتعیینبراي 

ــراثروش ــنب ــتدرمیکرودایلوش ــاي پلی ــاه ــمب حج
ــري300 ــتفادهمیکرولیتـ ــد.اسـ ــردرشـ ــکهـ چاهـ
اسـتریل، مغـز وقلـب آبگوشـت محـیط میکرولیتر160
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واســـانسهـــاي رقـــتازیـــک هرازمیکرولیتـــر20
هـاي  کنتـرل شد.اضافهباکتریاییکشتازمیکرولیتر20

مـدت بـه هاپلیتسپسشد.گرفتهنظردرمنفیومثبت
درجـه 37درروز5برايوشدهمخلوطکاملاًثانیه30

شـدند. گـذاري گرمخانـه هـوازي بیشرایطدرسلسیوس
قـرار بررسـی موردکدورتوجودبرايهاچاهکسپس

(عـدم رشدعدمحالتایجادکهغلظتیحداقلوگرفتند
عنـوان بهداد،نشانکنترلگروهبامقایسهدررا کدورت)

Rivas(شد تعیینحداقلمهاريغلظت et al., 2010.(

هادادهتحلیلوتجزیه
SPSSافزارنرمتوسطهادادهآماريتحلیلوتجزیه

وکشتآزمایشیروشدومقایسهبرايوانجام 19نسخه
هاي رقتمقایسهبرايونمارمکآزموناز،PCRآزمون
آنالیزآزمونازکلپورهگیاهبرگوگلاسانسمختلف

شد.استفادهواریانس

نتایج
تشخیصوییدأتبراي هانمونهکلیهمطالعه،ایندر

قراربررسیموردPCRروشتوسطمولکولی،هویت
کنترلهاي نمونهنظر،موردهاي نمونهازPCRدرگرفتند.

ژلوسیلهبهمحصولاتآنالیزبعد ومنفیومثبت
اندازهبابوتولینومکلستریدیومAتیپباندالکتروفورز،

دربازجفت205اندازهباباکتريBتیپوبازجفت782
بدستباندهاياندازهصحتضمناًآمد.بدستمثبتموارد
بودیکسانBوAتیپمثبتکنترلبهمربوطباندباآمده

.)1(شکل استشدهدادهنشان1ریتصودرکه
بادوغنمونه80درهاتیپایناسپوربهآلودگیمیزان

بود% MPCR،25/1وکشتروشدوهرازاستفاده
).Aتیپمورد1(

گونههیچکشتروشازاستفادهباکشکنمونه80در
مورد2(موردMPCR،3روشدرامانشدمشاهدهآلودگی

آلودگیمیزانوشد جداسازي)Aتیپمورد1وBتیپ
بود.75/3%

شدهانجامآزمایشروشدوهماننديارزیابی
ومیکروبیکشتروشبیندارمعنیتفاوتدهندهنشان

MPCR031/0بابرابرآزمونداريمعنیمیزانباشد.یم
.)P<0.05(است

بوتولینومکلستریدیوممنفیومثبتهاي نمونهتعیینبرايPCRآزمایش-1شکل
M:(تیپمثبتکنترلنمونه:2-باز)جفت100(مارکرE(تیپمثبتکنترلنمونه:3-باز)جفت389اندازهباBباز)جفت205اندازهبا
کنترلنمونه:7-باز)جفت782اندازه(باAمثبتنمونه:6-باز)جفت205اندازه(باBمثبتنمونه:5-باز)جفت782اندازهباA(تیپمثبتکنترلنمونه:4

منفیکنترلنمونه:8-منفی
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اسانسآنالیز
دادهنشان2جدولدرکلپورهگلاسانسآنالیزنتایج

مربوطمیزانبیشترین،مختلفترکیبنوع52ازاست.شده
است.)%7/16(یننپ- آلفابه

دادهنشان3جدولدرکلپورهبرگاسانسآنالیزنتایج
مربوطمیزانبیشترین، مختلفترکیبنوع55ازاست.شده

است.%)8/14(پینن- آلفابه

کلپورهگلآنالیزازحاصلهاي ترکیب-2جدول
درصد ترکیب ردیف درصد ترکیب ردیف

9/2 myrtenal 13 7/16 α-pinene 1
8/4 verbenone 14 1/1 thuja-2,4(10)-diene 2
2/1 trans-carveol 15 1/8 β-pinene 3
2/2 bornyl acetate 16 1/4 myrcene 4
3/1 (E)-caryophyllene 17 6/5 limonene 5
0/2 α- agarofuran 18 4/3 trans-pinocarveol 6
7/5 elemol 19 4/1 cis-verbenol 7
9/2 10-epi-γ-eudesmol 20 9/5 trans-verbenol 8
7/2 β-eudesmol 21 3/1 pinocarvone 9
3/8 valerianol 22 4/3 trans-pinocarveol 10
2/6 7-epi-α-eudesmol 23 1/1 borneol 11
7/3 هاترکیبسایر 24 9/2 10-epi-β-eudesmol 12

کلپورهبرگآنالیزازحاصلهاي ترکیب-3جدول
درصد ترکیب ردیف درصد ترکیب ردیف

8/5 (E)-caryophyllene 9 3/1 trans-verbenol 1
4/10 germacrene d 10 8/14 α-pinene 2
2/6 bicyclogermacrene 11 8/9 β-pinene 3
3/2 γ-cadinene 12 9/10 myrcene 4
6/6 spathulenol 13 9/9 limonene 5
3/3 caryophyllene oxide 14 8/2 (E)-β-ocimene 6
6/13 هاترکیبسایر 15 1/1 β-elemene 7

1/2 β-bourbonene 8

اسانسمهاريغلظتحداقلتعیین
برکلپورهاسانسضدباکتریاییخواصبررسیمنظوربه
باکتريرشدعدمهالهقطرابتدا،بوتولینومکلستریدیومروي

8و9ترتیببهبرگاسانس80وµl/ml40هاي رقتدر
بعد وشدثبتمترمیلی8و12گلاسانسومترمیلی

تعیینµl/ml160اسانس)MIC(مهاريغلظتحداقل
گردید.

هاي غلظتاثربررسیواریانسآماريتحلیلوتجزیه
160و40،80غلظتسهبینکهدادنشاناسانسمختلف
همچنین).P<0.05(داردوجودداريمعنیاختلاف



3479، شماره32تحقیقات گیاهان دارویی و معطر ایران، جلد دوماهنامه

کاهشباعثداريمعنیطور به80وµl/ml40هاي غلظت
).P<0.05(شدندباکتريتعداد

بحث
ازیکیعنوانبهبوتولینومکلستریدیوماهمیتبهتوجهبا

ویژههبغذاییموادازانتقالقابلزايبیماريعواملمهمترین
خلأ درشدهبنديبستهغذاییموادوگوشتیهاي وردهآفر

موادهمچنینوباکترياینکنترلبراي زیاديمطالعات
.استشدهانجامگیاهیوطبیعینگهدارنده

Tavakoliنمونه57(نمونه131از)2009(همکارانو
نمونه12سود)نمکماهینمونه63کشک،نمونه11پنیر،

تشخیصمثبتموشزیستیسنجشروشازاستفادهبارا
آلودهیک هیچسنتیکشکهاي نمونهازمطالعهایندردادند.

هاي تیپماهیدرمورد4امانبودبوتولینومکلستریدیومبه
A ،B ،E)06/3%(تیپپنیردرمورد2وA)52/1%(

.شدشناسایی
Hydarnia وMemarbashi)1998 ،(توکسینوجود

محلیآشدرشدهاستفادهلبنیهاي وردهآفردررابوتولینوم
مسمومیتمورد9اخیرهاي سالدر.ندکردگزارش

است.شدهگزارشکشکمصرفدلیلبهبوتولیسمی
برابر pHورطوبت%2/14±14/2باخشککشک

17/9±10/3داراي%77/9±44/1نمکو24/0±27/4
گیريکرهازپسدوغاز،پروتئین74/51±57/3وچربی

.شودمیتهیه
سـنتی لبنیوردهآفراینآلودگیاحتمالتاکنونایراندر

تولیـد یندافرطیدراستممکنکهمولکولی)هاي روش(با
نگرفتهقراربررسیموردشودآلودهبوتولینومکلستریدیومبه

دروتولیـد ینـد افرانتهـاي دراستممکنسنتیکشکبود.
بهتـر کهشودآلودهباکتريایناسپوربهکردنخشکمرحله
مهـم مـواد اثرنیزوهااسانساثری لیتکمي اهعمطالدراست
 ـبـاکتري رشددرکهسدیمنیتراتمانند دیگر مسـتقیم ثیرأت
رطوبـت وpHبـودن پـایین دلیـل هباماشود.بررسی،دارد

سـنتی غذاهايباشد.باکتريسمحاوياستممکنبندرت
اسـتفاده مـورد کشـک آنهادرکهآش)(نوعیترخینهمانند

بـه کننـدگان مصـرف ابـتلا سبباستتوانستهگیردمیقرار
Hydarnia(گرددیبوتولیسممسمومیت & Memarbashi,

Soltani؛ 1998 & Güzeler, 2013.(
امـا دارد.کشکمشابهوضعیتی4حدودpHبانیزدوغ

کشـک بـه نسـبت کمتريحرارتیفرایندتولید،طیدردوغ
باشد.یم%75حدودنیزآنرطوبتمیزانودارد

ــندر ــهای ــه160ازمطالع ــعنمون ــدهآوريجم ازش
روشازاسـتفاده بـا دوغ)و(کشکسنتیلبنیهاي فرآورده

 ـپختـه گوشـت طیمحدرهانمونهابتدادرکشت ي سـاز یغن
ضمناًشد.دادهاژپاسخوندارآگارطیمحي روبربعد وشده

. شـد استفادهPCRانجامي براشدهي سازیغنهاي نمونهاز
آلودگی)%5/2(موردMPCR،4روشو)%62/0(مورد1
ایـن گردیـد. شناساییبوتولینومکلستریدیومBوAتیپبه

در)2009(همکارانوTavakoliمطالعاتباآلودگیمیزان
دارد.مطابقتسنتیلبنیهاي فرآورده

Bتیـپ %50وAتیـپ %50مثبـت، مورد4مجموعاز

گردید.جداسازي
کـه گردیدمشخصکلپوره،برگوگلاسانسآنالیزدر

پیـنن -آلفـا گـل، اسـانس درموجـود هـاي  ترکیببیشترین
ــانولو%)67/16( ــانسدرو%)32/8(والری ــرگاس آنب

ــا ــنن-آلف ــن%)،79/14(پی ــاکرنو%)9/10(میرس Dجرم

NosratpourوMahmoudiمطالعــاتدربــود.%)44/10(

کـه شدشناساییترکیب21کلپورهاسانسآنالیزاز)2013(
پینن-بتا%)،06/15(اسپاتولنولشاملآناصلیهاي ترکیب

و%)11/10(Bجرمــاکرن%)،05/10(میرســن%)،02/11(
باشد.می%)D)15/8جرماکرن
طـور بـه مطالعات،سایربااسانسآنالیزازحاصلنتایج

هاي ترکیبمیزاندرکههاییتفاوتالبته دارد.مطابقتنسبی
درتفـاوت دلیـل بـه شـود مـی مشاهدههااسانسدرموجود
رطوبتحرارت،مانندجغرافیاییشرایطوگیاهرشدمرحله
Telci(باشـد مـی خورشیدنورتابشمیزانونسبی et al.,

2010.(
وگـل اسـانس مهـاري غلظـت حداقلمطالعهایندر
هـاي  غلظـت دروشـد تعیـین µl/ml160کلپـوره بـرگ 



اثر اسانس کلپوره ...480

µl/ml40کشـت محـیط رويبـر بـاکتري رشداز80و
 ـازگزارشیالبته آورد.بعملممانعت ایـن اسـانس ثیرأت

یافتی خارجمنابعدربوتولینومکلستریدیومرويبرگیاه
مطالعاتدرکلپورهاسانسضدباکتریاییاثراتولی،نشد

مطالعــهدراســت.گرفتــهقــراربررســیمــوردمتعــددي
Chediaرويبـر کلپورهعصارهاثر)2013(همکارانو

داريمعنیطوربهمنفیومثبتگرمهاي باکتريازانواعی
15تـا 13بـین رشـد عـدم هاي هالهقطروشدمشخص

درگـرم میلی5/12- 25مهاريغلظتحداقلومترمیلی
گردید.تعیینلیترمیلیهر

واکـنش ازی قسـمت کـه دهـد مـی نشانمطالعهایننتایج
یـا گـل اسـانس اثـر درسمیکروارگانیمرشدازی بازدارندگ

ضـدمیکروبی اثـر رويبربیشترهايبررسیابکلپورهبرگ
درطبیعینگهدارندهعنوانبهتوانمیغذایی،هاي مدلدرآن

درنیتریــتبــرايجــایگزینییــاوغــذاییمــوادفــرآوري
کرد.استفادهگوشتیهاي فرآورده
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Abstract
Clostridium botulinum is one of the major causes of bacterial food intoxication

especially in the vacuum-packed foods and meat products. Preventing such contamination is
a major concern in the food industries. The current study was aimed to investigate the
presence of Clostridium botulinum type A in the traditional dairy products and the possible
effects of Teucrium polium L. essential oil (leaf and /or flower) on the growing of
microorganism, in vitro. Out of 160 samples of traditionally made kashk and dough, only
one sample was isolated (type A) using the selective culture, while, one sample of dough
(1.25%) and two cases (3.75%) of kashk were respectively found positive to type A and B
of the bacteria, using multiple PCR assay. The major components of the flower extract
were: α-Pinene (16.67%) and Valerianol (8.32%), and for the leaf extract: α-Pinene
(14.79%), Myrcene (10.9%) and Germacrene (10.44%), were the major components. In
order to evaluate the anti-microbial effects of the leaf and flower, 10 µl of each extract was
employed using the disc diffusion technique. At 40 and 80 µl/ml essential oil
concentrations, the diameters of the growing inhibition zones were 9 and 8 millimeters for
the leaf essential oil, and 12 and 8 millimeters for flower essential oil. The minimum
inhibitory concentration (MIC) of both essential oil was 160µl/ml. The results of the present
study may recommend the use of Teucrium polium L. essential oil as a natural component to
reduce and/or to inhibit the growing of Clostridium botulinum, in foodstuffs.

Keywords: Clostridium botulinum, Teucrium polium L., essential oil, traditional dairy
products, MPCR, MIC.


