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  یشهوپژ یملع
 

 یاکلیاشرش حدت يهاان ژنیون اسانس ترخون بر بیر نانوامولسی تاثیبررس
  کیانتروهموراژ

  
  4يمحمدحسن شاهو، 2يه پرتوی، راض3ن شهرهی، پول2انیمه توری، فه1یزخانیم عزیمر

 

  .رانی ا، آملن آمل،ی نويهاي فن آوری، دانشگاه تخصصی، دانشکده دامپزشکییار، گروه بهداشت مواد غذایدانش، ی تخصصيدکترا -1
  .رانی ا، آملن آمل،ی نويهاي فن آوری، دانشگاه تخصصی، دانشکده دامپزشکییار، گروه بهداشت مواد غذایاستاد، ی تخصصيدکترا -2

 .رانی ا،ل آمن آمل،ی نويهاي فن آوری، دانشگاه تخصصی، دانشکده دامپزشکیار، گروه علوم درمانگاهیاستاد، ی تخصصي دکترا-3
  .رانی ا، آملن آمل،ی نويهاي فن آوری، دانشگاه تخصصین مهندسی نويهاي، دانشکده فناوریار، گروه مهندسیاستاد، ی تخصصيدکترا -4

  
)28/04/99: رشیپذ خیتار  99/ 10/02: افتیدر خیتار(  

  
  دهیچک
بات ی ترکیاست که در حال کسب مقاومت در برابر برخی در سراسر دنیی غذايهان پاتوژنیترعین و شایک از مهمتری انتروهموراژO157:H7یاکلیاشرش
ون ی  نانو امولس(MBC) یکشيو حداقل غلظت باکتر(MIC) ین حداقل غلظت مهارکنندگیین پژوهش تعیهدف از ا. باشدیج می راي سنتزیکربیضدم

ان ی آن بر نرخ رشد و بMIC تحت يهار غلظتی و سپس تاثیاکلیاشرشک یه انتروهموراژی سوي برا(Artemisia dracunculus)اسانس ترخون 
 MBC و MIC .ن شدیی آنتعيل زتایه و اندازه قطرات و پتانسیون اسانس ترخون به روش فراصوت تهینانوامولس. بودstx2) و (stx1 حدت يهاژن

مار با ی پس از تیاکلیاشرش در stx2Aو   stx1A يهاان ژنیزان رشد و بیم. ن شدییلوشن براث تعیکرودایون با استفاده از روش میاسانس و نانوامولس
ون به طور متوسط یقطر ذرات نانوامولس.  شدییل دهنده اسانسشناساین ماده تشکیتریاستراگول به عنوان اصل. شدیبررس MIC  مختلف تحتيهاغلظت

 MBCتر و یلیلیگرم در میلیم33/0 ±07/0 و 58/0 ±11/0ب، یون، به ترتیاسانس و نانوامولس MIC ریمقاد. ولت بودیلی م-30ل زتا ی نانومتر و پتانس50
 در يشتری بی اثر مهارکنندگياسانس خالص دارا نسبت به ونینانوامولس .به دست آمد تریلیلیگرم در میلیم38/0 ±15/0 و 65/0 ±20/0ب، یمعادل، به ترت

ب یبه ترت stx2A  وstx1A ازيبردارمنجر به کاهش نسخه MIC درصد75ون در غلظت یمار با نانوامولسی ساعته، ت72ان دوره یدر پا.  بوديبرابر رشد باکتر
 02/2 و 91/1ب یسه با شاهد به ترتیدر مقاstx2وstx1 ازيزاننسخه برداریاسانس،م MICدرصد75 که در غلظت یحالد دری برابر گرد10/4 و 75/3برابر 

 یاکلیاشرشاسانس ترخون در مقایسه با اسانس خالص در برابر رشد و تولید شیگاتوکسین  ونی نانوامولسیمهارکنندگشتر بودن فعالیت یب. افتیبرابر کاهش 
  .دهدک نشان مییوتیبی مقاوم به آنتيهاکربی ظهور می جهت مشکل جهانیحلزراهی و نیعی طبی کاربرد به عنوان نگهدارنده خوراکيپتانسیل آن را برا

  
  ونین، نانوامولسیگاتوکسیک، ترخون، شی انتروهموراژیاکلیاشرش اسانس،: دواژگانیکل
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  مقدمه- 1
ا ی تحت عنوان عفونت ییغذاافته از موادی انتقال يهايماریب

 ییق مصرف مواد غذای شوند که از طریف می تعرییهاتیمسموم
جاد ین آنها ایا توکسیزا یماری بيهاسمیکروارگانیآلوده به م

 شکل يالهی و می گرم منفي باکتریاکلیاشرش]. 1[گردند یم
افت شده و یا جفت یباشد که معمولا به صورت منفرد و یم

 يهوازی بين باکتریکند، ایش حرکت میتريتوسط فلاژل پر
براساس .   استC37˚نه رشد آن ی بهي بوده و دماياریاخت

 بوجود یاکلیشرشا که يماریز نوع بی و نییزایماری بيفاکتورها
شود که شامل یم میر گروه مختلف تقسی ز5آورد به یم

و یتی انترواگرگیاکلیاشرش، (EPEC)ک ی انتروپاتوژنیاکلیاشرش
(EAEC) ،حمله کننده به روده یاکلیاشرش (EIEC) ،

 مولد یاکلیاشرشو  (ETEC) نی مولد انتروتوکسیاکلیاشرش
 يهاهر کدام از گروه. باشدیم (EHEC) ي روده ايزیخونر

جاد عفونت نقش دارند، ی در ای مختلفییق مواد غذایفوق از طر
ه یکنند که شبید مین تولیگاتوکسیش EHEC يهاهمه گونه

 یی بوده و توانا1پ ی تيسانتریگلا دیشد شده توسط ین تولیتوکس
 را یشگاهیط آزمای در شرا(Vero) ورو ی سلوليهاب ردهیتخر
 یاکلیاشرش گروهياز اعضا O157:H7 یاکلیاشرش. دارد

EHEC ن از یگاتوکسید کننده شی تولیاکلیاشرش]. 2[ باشدی م
ف ی و عامل طییافتهاز آب و مواد غذای انتقال يهاپاتوژن
ت یف تا کولی، از اسهال خفی انسانيهايماری از بياگسترده

ک یتیک همولی و سندرم اورمیتوپنی دهنده، ترومبوسيزیخونر
 ی منبع اصلیاکلیاشرشO157: H7پ یسروت. گرددی ممحسوب

باشد ی در سراسر جهان میی از مواد غذایت ناشیوع مسمومیش
]3.[  

ر ی علاوه بر غییایمی شيهاها و نگهدارندهکیوتی بیاستفاده از آنت
 در افراد مصرف ییزاتی مانند حساسیجاد عوارضیمن بودن و ایا

ک یوتیبیم به آنت مقاويهاکننده، موجب ظهور پاتوژن
 از یاهی گيهاها و عصاره-  از اسانسياریبس]. 1،3[دهاستیگرد

ت کاربرد در یاند و واجد قابلشناخته شده1 خطریبیلحاظ خوراک
ا عامل یزا یماری بيهاي از رشد باکتريری جهت جلوگییمواد غذا

ها به ها و عصارهبات موجود در اسانسیترک]. 4[باشند یفسادم

                                                             
1. Generally Recognized as Safe 

ه ی دو لاي و نفوذ به داخل غشایدوستی چربیژگیل ویدل
 و از يریش نفوذپذیها، موجب افزاسمیکروارگانی ميدیپیفسفول

ا ی و یمی آنزيهاستمیب به سیت غشاء، آسیدادن تمامدست 
 یکروبیمت ضدی فعاليسم دارایکروارگانی میکیب ماده ژننتیتخر

 یاه ترخون با نام علمیگ]. 4،5[اشند بیم
Artemisiadracunculus L.ه و ی از گذشته به عنوان ادو

ن مناطق یترمهم.  مورد استفاده بوده استییطعم دهنده مواد غذا
جان، یستان و بلوچستان، آذربایران، سیاه در این گیش ایرو

بات یعمده ترک. اصفهان، خوزستان، فارس، کرمان و خراسان است
باشد و گزارش یمن میس اوسیخون شامل استراگول، بتا و ستر

 و یدانیاکسیت آنتی فعاليشده است که عصاره و اسانس آن دارا
نوزا، یسودوموناس آئروج در مقابل ییایت ضدباکتریخاص
وم و ی موریفیک، سالمونلا تی انتروپاتوژنیاکلیاشرش
  ].6،4[باشند یملوکوکوس اورئوسیاستاف

بات ی با ترکییغذامار موادیاند که ت نشان دادهيمطالعات متعدد
 يفاکتورها ریکاهش تاث تواند موجبیم یعی طبیکروبیضدم

ل ی سطح سلول، تشکيزی، آبگریها مانند چسبندگي باکتریتهاجم
ت یز وضعیو و نیداتیت به استرس اکسیش حساسیلم و افزایوفیب

 در یاهی گيهاکاربرد اسانس]. 7[سم ها گرددیکروارگانیحرکت م
 از جمله عطر و ی حسيهایژگیر در ویی بالا باعث تغيهاغلظت

 از ياریگردد که ممکن است کاربرد بسیطعم فرآورده م
. ، را محدود سازدي قویکروبی با عملکرد ضدمیها، حتاسانس
 ي قابل توجه اسانس هایکربیت ضدمیرغم فعالین، علیهمچن

ل دهنده و یبات تشکیاد ترکیت زیل فراری از قبی مشکلاتیاهیگ
 ییغذات کاربرد آنها در موادین در آب باعث محدودییت پایحلال
ز یست فعال آبگریبات زیبه منظور محافظت از ترک. ده استیگرد

ت و ثبات آنها یش حلالی و افزایطیط نامساعد محیدر برابر شرا
 از جمله یزپوشانی مختلف ريها از روشیی غذايهاستمیدر س

ون و یکروامولسیه می، تهیزپوشانی، نانوریزپوشانیورکریم
ل اندازه یها به دلونینانوامولس. شودیون استفاده مینانوامولس

مه شفاف بوده و از مقاومت یا نیکوچک قطرات، شفاف 
]. 8[ب و تجمع برخوردارند ی در برابر ترسیی بالایکینامیترمود

ت یترخون و فعالش انحلال اسانس ین مطالعه جهت افزایلذا، در ا
ر آن بر نرخ  رشد یه و تاثیون اسانس تهی آن، نانوامولسیکربیضدم
ن در یگاتوکسید شی مسوول تولی تهاجميهاان ژنیزان بیو م
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 در  محیط براث مورد بررسی قرار O157:H7یاکلیاشرش يباکتر
 . ردیگیم
 

  ها مواد و روش- 2
  اه ترخونی تهیه وآماده سازي گ- 2-1

ز مزارع اطراف شهر اصفهان جمع آوري شده و گیاه ترخون، ا
ها براي رسیدن نمونه. دیهاي آن از ساقه ها جدا گردسپس برگ

 درجه سانتیگراد 40به وزن ثابت، در آون تحت خلاء در دماي 
ل یاب به پودر تبدیهاي خشک شده توسط آسنمونه. خشک شدند

هاي و در نهایت به منظور جلوگیري از نفوذ رطوبت، در بسته
با دماي (نایلونی بسته بندي و تا زمان شروع آزمایش در یخچال 

  .نگهداري شدند)  درجه سانتیگراد4- 6
   استخراج اسانس- 2-2

استخراج اسانس ترخون با استفاده از دستگاه کلونجر به روش 
  . ساعت انجام شد2ر با آب به مدت یتقط
  بات اسانسین ترکیی تع- 2-3

 و با ی به روش کروماتوگرافل دهنده اسانسیبات تشکیترک
 یف نگار جرمی مجهز به طي گازیاستفاده از دستگاه کروماتوگراف

ابتدا نمونه آماده شده اسانس به . دی گرديرین واندازه گییتع
ن برنامه یترق شد و مناسبی تزري گازیدستگاه کروماتوگراف

بات اسانس بدست ی کامل ترکي جداسازي ستون برایی دمايزیر
 متصل به یسپس اسانس به دستگاه گاز کروماتوگراف. آورده شد

بات بدست ی ترکیف جرمیق شده، طیز تزری نیف نگار جرمیط
 و ی جرميف های طی، بررسيآمد و با استفاده از شاخص بازدار

 يک از اجزای هر یی مرجع، شناسايهافیسه آن ها با طیمقا
 نوع  ازGC-MSن مطالعه دستگاه یدر ا].  9[اسانس انجام  شد
Agilent 6890یمتر، قطر داخل30نه به طول یی  با ستون مو 

کرومتر از نوع  ی م25/0 یه داخلیمتر و ضخامت لایلی م25/0
HP-5MSدرجه 70 ي ستون در ابتدا با دمایی  با برنامه دما 

 220ش دما تا  ین دما، سپس افزایقه در ایدق2گراد با توقف یسانت
قه، و یگراد در هر دقی درجه سانت15گرادبا سرعت یدرجه سانت

قه ی دق2گراد به مدت ی درجه سانت300 ستون تا يش دمایافزا
  .استفاده شد

  ونیه نانوامولسی ته- 2-4
) 2016(و همکاران  Shahavi ون مطابق روشیه نانوامولسیته

 يون روغن در آباسانس ترخون در دماینانوامولس]. 10[انجام شد
لوهرتز، ی ک24وات، 400(اده از دستگاه فراصوت ط با استفیمح

ق مخلوط یاز طر) ، آلمانHielscher، شرکت UP400Sمدل 
 5 آب و ی درصد وزن85 اسانس ترخون، ی درصد وزن10کردن 

 ®Tween® 80 / Span) درصداز مخلوط سورفاکتانت ها

نانوامولسیون اسانس ترخون، با زمان . ل شدیتشک (80
 درصد و شدت 75/0، چرخه فراصوت هی ثان300دهیفراصوت
متر مربع توسط دستگاه فراصوت ی وات بر سانت208فراصوت
  .دیتهیه گرد

  ونی اندازه قطرات نانوامولسيریگ اندازه- 2-5
با  (Dynamic light scattering)  نوریکینامیروش تفرق د

 Series Nano  ( model  زریاستفاده از دستگاه نانو زتاسا

ZEN 3600, Malvern, UK)  173ه ثابت پراکنش یبا زاو 
، 133ون یسپرسیس دی و اند145و یس رفراکتیدرجه، اند

در ) نانوواتHe-Ne )4 زریپوآزو لی سانت8872/0ته یسکوزیو
ون یگیري قطر ذرات نانوامولس اندازهيگرادبرایسانتدرجه25 يدما

متوسط اندازه ذرات بر اساس میانگین قطر محاسبه . به کار رفت
نرم افزار مورد استفاده . کلیه نمونه ها در سه تکرار آزمون شدندو 
 Zetasizer Software هاز دادهی و آنالي جمع آوريبرا

(version 7.03)   بود.  
 DTS1070ن مدل یپتانسل زتا با استفاده از سل موئ

(Malvern Instruments, Worcestershire, UK ( و
 Series Nano ZS) model ZENزر  یدستگاه نانو زتاسا

3600, Malvern, UK  (ن ییگراد تعیسانت درجه25 يدر دما
 درصد 01/0(ها در آب فوق خالص پراکنده شده ه نمونهیکل. شد

گراد یسانت درجه25 بار در 10و هر نمونه ) یحجم- یحجم
  . شدیبررس

  ییایه باکتری سو- 2-6
 واجد O157: H7 (ATCC 35218)یاکلیاشرش يهاسلول
 از گروه Stx2A و Stx1A يهانید توکسیل تولیپتانس

  .ه شدی دانشگاه تهران، ته-ی، دانشکده دامپزشکيولوژیکروبیم
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ن حداقل غلظت بازدارنده رشد یی تع- 2-7
(MIC)یکشي و حداقل غلظت باکتر  

(MBC) ونیاسانس خالص و نانوامولس  
لوشن در یکرودایون به روش می اسانس و نانوامولسMICمقدار 

 يک سویپتیط کشت تریمح. دین گردییط براث تعیمح
د یل سولفوکسی متي دیحجم-ی درصد حجم5با (TSB)براث

)DMSO (هاي مختلف ون کننده و غلظتیبه عنوان ماده امولس
 در هر ییایح باکتریسطح تلق. ون مخلوط شدیاسانس و نانوامولس

. تر بودیلیلی در میل دهنده کلنیتم واحد تشکی لگار8چاهک  
گراد به ی درجه سانت35-37 يح شده در دمای تلقيهاتیکروپلیم

 از ین غلظتیکمتر.  شدندي ساعت گرمخانه گذار18مدت 
 مشاهده نشد به يچ رشدیون که در آن هیا نانوامولسیاسانس 
 MBC ،50نییجهت تع.  در نظر گرفته شدMICعنوان 

ک یپتیتریت حاویدر پلییایتر از هر چاهکفاقد رشد باکتریکرولیم
 35- 37 ي داده شد و در دمای کشت سطح (TSA)  آگاريسو

  ].11[د ی گردي ساعت گرمخانه گذار24گراد به مدت یدرجه سانت
 اسانس و یر بازدارندگین تاثیی تع- 2-8

  یاکلیاشرشون بر نرخ رشد ینانوامولس
 و 50، 25( تحت بازدارنده يون در غلظت هایاسانس و نانوامولس

 درصد               5 ي حاوTSBط کشت یبه مح)  درصد75
 8 اضافه شدند، سپس لوله ها با حدود DMSO یحجم- یحجم
ح و در ی تلقيتر باکتریلیلی در میل دهنده کلنیتم واحد تشکیلگار
 ساعت 72 و 48 ، 24گراد به مدت ی درجه سانت35- 37 يدما

 از ی متواليهاه رقتی با تهیشمارش کلن.  شدندينگهدار
انجام شد  TSAط ی محي ذکر شده در بالاو کشترويهاطیمح

]11.[  
 اسانس و یر بازدارندگین تاثیی تع- 2-9

 Stx2A و Stx1A يهاان ژنیون بر بینانوامولس
  یاکلیاشرشدر 

 MIC  ر تحتی مقادي حاوTSBط ی در محیاکلیاشرش يباکتر
گراد به مدت ی درجه سانت35-37 يون در دمایاسانس و نانوامولس

مار با استفاده ی در هر تيباکتر RNA. شت داده شد ساعت ک72
ناژن، یشرکت س (CinnaPure RNA Purification Kitاز  

 ، 24طبق دستورالعمل شرکت سازنده، در فواصل ) رانیتهران، ا
گراد، یسانت درجه35 ي در دمايگذار ساعت گرمخانه72 و 48

 استخراج شده RNA با استفاده از cDNAسپس، . استخراج شد
 Sinacolon First Strand cDNAت یو ک

Synthesis)مطابق دستورالعمل ) رانیناکلون، تهران، ایشرکت س
با استفاده  RT-Real time PCR واکنش. دیسازنده سنتز گرد

 Power SYBR Green (Applied Biosystems) تیاز ک

 ABI PRISM 7500 یص توالیستم تشخی سيریو با بکار گ

،  Applied Biosystems ،Courtaboeuf(د انجام ش
 مورد استفاده در واکنش را يمری پرايها جفت1جدول ). فرانسه
م یر تنظی به شرح زیط چرخه حرارتیشرا]. 12،13[دهد ینشان م

قه، ی دق10گراد به مدت ی درجه سانت95 يک چرخه در دمای: شد
ک یه وی ثان15گراد به مدت یسانت درجه95 ي چرخه در دما40

 سطوح. قهی دق1گراد به مدت یسانت درجه60 يچرخه در دما

mRNA هدفيهاژن stx1A)و(stx2AدرمقابلسطحmRNA 

به عنوان ژن  (GAPDH) دروژنازیفسفات ده- 3- دیرآلدئیسیگل
ر نرمال شده به منظور محاسبه ید و مقادیز گردیمرجع نرمالا

ا ی مار شده با اسانسی تيها در نمونه هاان ژنینسبت سطح ب
به ) مار نشدهیت( کنترل يهاان در نمونهیون به سطح بینانوامولس
مطابق  ΔΔCT-2 جهت انجام محاسبات از روش. کار رفت

 Applied Biosystems شرکت 2,16 شماره يبولتن کاربر
 دو DNAن هر یبرگریستم سایاز آنجا که س]. 14[استفاده شد 

، و محصولات مرهایمر دایگانه، پرای بDNA از جمله  يارشته
PCRگر را جستجو یکدیمرها به ی حاصل از اتصال اشتباه پرا

  .ه شدی تهPCRان ی ذوب محصولات پس از پایکند، منحنیم
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Table1 Primers used in real-time PCR  
Target gene Size (base pair) Sequence (5’-3’) 

Glyceraldehyde 3-phopshate 
dehydrogenase (GAPDH) 

 
299 

 
Fw:TCCGTGCTGCTCAGAAACG 
Rev: CACTTTCTTCGCACCAGCG 

 

Shiga toxin 1 
Subunit A (stx1A) 296 

Fw: CCATTCTGGCAACTCGCG 
Rev: GCAAGAGCGATGTTACGGT 

 
Shiga toxin 2 

Subunit A (stx2A) 184 Fw: TGCTGTGGATATACGAGGGC 
Rev: TCCGTTGTCATGGAAACCG 

 
  ج حاصلهی نتايز آماری آنال- 2-10

، MBC و MICنیی قطر ذرات، تعيریاندازه گ(ها تمام آزمون
ها با به کار در سه تکرار انجام شد و داده) PCRنرخ رشد و 

ز یبا استفاده از آزمون آنالSPSS 22.0 نرم افزاريریگ
ها به داده. قرار گرفتندیل آماریه و تحلیطرفه مورد تجزانسدویوار

 يداریاختلاف معن. ار گزارش شدندیانحراف مع±نیانگیصورت م
  .دینگردیی درصد تع95در سطح 

 

 هاافتهی - 3
  دهنده اسانس ترخونلیبات تشکی ترک- 3-1

 51/51(بات موجود در اسانس ترخون استراگول ین ترکیدر ب
، ) درصد03/9(نن ی، گاما ترپ) درصد78/13( من یس- ، پارا)درصد
ن یشتریب)  درصد35/3(نئول ی س8و1و )  درصد42/7(نن یآلفا پ

 شده ییب شناسای ترک18. دادندیل میبات را تشکیدرصد ترک
ل دهنده یبات تشکیدرصد کل ترک44/97در مجموع ) 2جدول (

  .اسانس را شامل شدند
Table 2 Chemical composition of Artemisia dracunculus L. essential oil identified by GC/MS 

Amount 
(%) 

Retention 
Time (min) Compounds 

Alpha-thujene 
Alpha-pinene 
Camphene 
Beta-myrcene 
Alpha-terpinene 
Para-cymene 
Beta- phellandrene 
1,8-cineole 
Gamma-terpinene 
Camphor 
Cyclohexane 
Isobornyl propionate 
Carvacrol 
Estragole 
Trans-caryophyllene 
Germacrene D 
Delta-cadinene 
Cis-alpha-bisabolene 

Total 
 
ون اسانس یقطرات نانوامولس) قطر(ن مطالعه، متوسط اندازه یدر ا  ل زتایون و پتانسی اندازه قطرات نانوامولس- 3-2

ولت یلی م- 30ل زتا برابر با ی نانومتر و پتانس50ترخون معادل  
  .بود
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 اسانس يبراMBC  و MICنییج تعی نتا- 3-3
  ونیو نانوامولس

ون اسانس ترخون ی اسانس خالص و نانوامولسMICن ییج تعینتا
 33/0±07/0 و 58/0±11/0ب، برابر ی، به ترتیاکلیاشرش يبرا
) ی کشيحداقل غلظت باکتر  (MBCتر و یلیلیگرم در میلیم

گرم در یلی م38/0±15/0 و 65/0±20/0ب، یمعادل، به ترت
ون به ی نانوامولسMBC  و MICزان یم. تر به دست آمدیلیلیم

  .>p)05/0(برابر کمتر از اسانس بود 5/1 یبیطور تقر
  ون بر نرخ رشدیر اسانس و نانوامولسی تاث- 3-4
زان رشد یونبر میر اسانس و نانوامولسی تاثیج مربوط به بررسینتا

 35- 37 ساعته در 72 ي دوره نگهداری طیاکلیاشرش يباکتر
در کل دوره . آورده شده است1گراد در شکل یدرجه سانت

مار شده با اسانس ی تي نمونه هایت سلولی جمعيگرمخانه گذار

پس .  >p)05/0(بود ) مار نشدهیت(ون کمتر از شاهد یو نانوامولس
 ي ساعت در دما72 و 48 ، 24 به مدت ي باکترياز نگهدار

            اسانس ترخونMICرصد  د75، غلظت يگرمخانه گذار
، 40/1زان ی به مي باکترییت نهایموجب کاهش جمع) a1شکل (

تر در یلیلی در میل دهنده کلنیتم واحد تشکی لگار43/4 و06/3
 که غلظت ی، در حال>p)05/0(مار شاهد شده است یسه با تیمقا
 يها، تعداد سلول)b1شکل (ون ی نانوامولسMIC درصد 75

تم واحد ی لگار90/5 و56/3، 54/2زان یا به م ریاکلیاشرش
 مدت زمان یسه با کنترل طیتر در مقایلیلی در میدهنده کلنلیتشک

سه با یکاهش سرعت رشد در مقا. >p)05/0( مشابه کاهش داد
دار بود          ی معنيون از نظر آماری اسانس و نانوامولسيشاهد برا

)05/0(p<در برابر رشد يشتریبیون اثر مهار ی و نانوامولس 
  .>p)05/0( سه با اسانس خالص نشان دادیدر مقا یاکلیاشرش

 
 

  
 

Fig 1 Inhibitory effect of tarragon essential oil (1a) and nanoemulsion (1b) on E. coli O157:H7 growth at 35 ºC. 
  
ان یزان بیون بر میر اسانس و نانوامولسی تاث- 3-5

  نیگاتوکسی شيهاژن
چگونه ی ذوب نشان داد که هی منحنی حاصل از بررسيها داده

ها وجود نداشته   آلوده کننده در واکنشDNAا یمر یمر دایپرا
 ، 2/81ب یترت بهGAPDH و stx1A ،stx2A ذوب يدما. است

ج با یمطابق نتا. گراد به دست آمدی درجه سانت5/83 و 5/79
 و stx1Aيها ژنیسیون رونویش غلظت اسانس و نانوامولسیافزا

stx2Aيکترمار بای تیط). 2شکل (افت ی کاهش یاکلی در اشرش 

 به ،stx2A و stx1Aیسیاسانس سطح رونو MIC درصد75با 
 برابر 02/2 و 91/1 ساعت و 24برابر پس از 19/0 و 24/0ب،یترت

کاهش ) مار نشدهی تيباکتر(سه با شاهد ی ساعت در مقا72بعد از 
  MIC درصد75 بايمواجهه باکتر. >p)05/0(افت ی

 و stx1A از يبردارزان نسخهیون منجر به کاهش مینانوامولس
stx2A و 75/3 ساعت و 24 برابر بعد از 38/0 و 40/0 به ترتیب

 .>p)05/0( ساعت در مقایسه با شاهد شد72 برابر بعد از 10/4

(1a) (1b) 
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Fig 2 Effect of tarragon essential oil and nanoemulsion on relative expression of genes stx1A and stx2A in E. coli 

O157:H7. The housekeeping gene GAPDH was used to normalize the expression level of stx1A and stx2A 
  
   بحث- 4

 يهاها و عصارهل اسانسی بر پتانسی مبني متعدديهاگزارش
و کاربرد به یکروبیت میبات آنها در مهار رشد و فعالی و ترکیاهیگ

ن، یهمچن]. 16،15،6[اند  منتشر شدهییعنوان نگهدارنده مواد غذا
اه ترخون انجام و یگییای ضد باکتريهایژگیدر رابطه با ویمطالعات

 پاتوژن يهايملاحظه آن در مهار باکترت قابلیاظهار شده که فعال
بات یف گسترده ترکی مربوط به طییو عامل فساد مواد غذا

ن، ی اوسم- مونن، بتاینولن ، لیدهنده آن مانند استراگول، ترپلیتشک
در ]. 17،5،4[باشدینئول و اوژنول می س8و1نن، یپ-نن، بتایپ- آلفا

 دهنده اسانس ترخون لیبات تشکیز ترکیج آنالیمطالعه حاضر، نتا
 8و1ننو یپ- نن، آلفایترپ- من، گامایس- نشان داد که استراگول، پارا

. دهندیل میبات اسانس را تشکین درصد ترکیشترینئول بیس
ن ی اسانس ترخون در ای اصليشود، اجزایهمانطور که مشاهده م

دهنده معطر لیر عناصر تشکیدها و سایها و ترپنوئمطالعه از ترپن
 Azizkhani و Feiziدر مطالعه . ل شده استیک تشکیفاتیو آل

نسترخونرا ل دهنده اسایب تشکین ترکیشتری، استراگول ب)2019(
ج حاضر مشابه ین، نتایهمچن. ]18[شدیشامل م% 89/81با مقدار 

) 2018( و همکاران Norouzi گزارش شده توسطيهاداده
 فرار ی اصليباشد که اجزایم) 2015( و همکاران Fraternaleو

 اسانس ترخون عبارت بودند یی هوايهابه دست آمده از قسمت
 و Karimi. ]19،6[نن یپ-  و بتامنیاوس- مونن، بتایاز استراگول، ل

مونن،        ینولن، لیبات استراگول، ترپیز ترکین) 2015(همکاران 
ن ی تریل را به عنوان اصلینن و اوژنول متیپ-ن، آلفای اوسم-بتا

. ]20[ نمودندیین گونه ترخون شناسایبات اسانس ایترک
Sharafati Cheleshtori ب را در ی ترک19) 2013( و همکاران

 آن را استراگول، ترانس یبات اصلی و ترکیینس ترخون شناسااسا
ج یمونن گزارش نمودند که مشابه نتاین و لین، بتا اوسمیمیاوس
 ].17[ شامل استراگول بوده استیب اصلیق حاضر،ترکیتحق
 مشخص بر یاهیک گونه گی يهال دهنده اسانسیبات تشکیترک

(2a) 

Stx1, Essential oil Stx1, Nanoemulsion 

(2c) 

Stx2, Essential oil 

(2d) 

Stx2, Nanoemulsion 
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زمان  منطقه کشت، جنس خاك و ییط آب و هوایاساس شرا
  .برداشت متفاوت است

ون مانند اندازه ذرات، یک نانوامولسی ییایمیکوشیزیات فیخصوص
زان و ی درميان کنندهیی ذره عوامل تعین بار سطحیشکل و همچن

زان جذب نانوذرات توسط سلول یش ماده موثره و میسرعت رها
 یکروبی ميهاجذب نانوذرات توسط سلول. روندیبه شمار م

 ي است که شامل مرحله اتصال به غشاياحله دو مريندیفرآ
 ی بار سطح].21[باشدی و سپس ورود به داخل سلول میسلول

 ي در اتصال نانوذرات به غشایر قابل توجهیون تأثیذرات امولس
 قطرات اندازه متوسطدر مطالعه حاضر،. ]22[ داردیسلول

 نانومتر به دست آمد که 50ون اسانس ترخون معادلینانوامولس
) 2015( و همکاران  Shahaviج به دست آمده توسط یشابه نتام
خک یون اسانس میشان قطر ذرات نانوامولسیباشد، در مطالعه ایم

 قابل ملاحظه به دست ی نانومتر و با قدرت نفوذ سلول50معادل 
ن پژوهش یون ترخون در ای نانوامولسيل زتایپتانس. ]23[آمد

 بار ی از بزرگياریتا معل زیپتانس. ولت بودیلی م- 30معادل 
ن ذرات است که یک بیا دافعه و جاذبه الکترواستاتی یکیالکتر

ا انعقاد و ی، لخته شدن ی مانند پراکندگییهادهی پدیعامل اصل
 یابی ارزي برای اصلي از پارامترهایکین رو یباشد، از ایتجمع م

]. 24[هاستونیها و سوسپانسونیها، امولسونیسپرسی ديداریپا
ل ین پتانسیل زتا نشان دهنده تفاوت بیع، پتانسیط مایک محیدر 

 است که در تماس با فاز پراکنده یفاز پراکنده و فاز ثابت
) 2007(و همکاران Patilک مطالعه توسط یج ی نتا].25[باشدیم

ون یک امولسی نانوذرات ی منفيل زتاینشان داد که هرچه پتانس
ر یسه با سای نانو ذرات در مقایباشد، جذب سلول) تریمنف(بالاتر 

به . ]22[شتر خواهد بودیا بار مثبت بی کمتر ینانوذرات با بار منف
ون اسانس ترخون ی ذرات نانوامولسيل زتایرسد که پتانسینظر م
ملاحظه منجر به نفوذ مقدار قابل) ولتیلیم- 30(ن پژوهش یدر ا

 یروبکی و اعمال اثرات ضدمیکروبی ميهااسانس به داخل سلول
اظهار ) 2017( و همکاران Kumarن، یهمچن.ده استیگرد

ولت موجب یلیم+ 30ا ی - 30 بالاتر از يل زتایداشتند که پتانس
ته ذرات فاز پراکنده یسپرسیز مونودیون و نی امولسيداریش پایافزا

ل زتا نشانگر ی پتانسیگر بزرگیگردد، به عبارت دیدر فاز ثابت م
  .]26[باشدی ميدیئستم کلوی سیکیزی فيداریپا

ون ی اسانس بالاتر از نانوامولسMBC و MICق، ین تحقیدر ا
ذکر شده ) 2016( و همکاران Donsiبود و چنانچه در مطالعه 

ت یها به منظور بهبود فعال از اسانسی برخیزپوشانی ریط
 یزپوشانی ریکروبیبات ضدمی ترکMICری آنها، مقادیکروبیمضد

بات خالص ی با ترکيا مساویتر نییون پایشده به عنوان نانو امولس
ق یل انتقال اسانس از طریج نشان دهنده تسهین نتایبه دست آمد، ا

 .]27[باشدی هدف به درون سلول ميها پاتوژنیواره سلولید

ون ی دهد که اسانس و نانوامولسیج پژوهش حاضر نشان مینتا
 ی طیاکلیاشرشنرا در یگاتوکسید شین تولیسرعت رشد و همچن

زان قابل یون به میاند و نانوامولس وابسته به دوز کاهش دادهيروند
در مطالعات مختلف . داشته استيشتری بي اثر مهارياملاحظه

 يهاه شده از اسانسی تهيهاونیها و نانوامولسونیکروامولسیم
، ]29،23[خک ی، م]28 [یشن باغین و آوی مانند دارچیاهیگ
 در يتري قویت مهارکنندگیفعال] 31[حان یو ر] 30[پتوس یوکالا

 ي، گونه هایاکلیاشرش (يا رودهيزایماری بيهايبرابر رشد باکتر
سه با یها در مقانر پاتوژیو سا) يسانتریگلا دیش و سالمونلا

ل ین محققان، تبدیج ایبا توجه به نتا. انداسانس خالص نشان داده
 اسانس به یل دسترسین موجب تسهویاسانس به نانوامولس

جاد اختلال در ی آن در اییش توانای و افزاییای باکتريهاسلول
 .گرددی میواره سلولی دیکپارچگی

 تحت بازدارنده ين مطالعه، غلظت های ايهامطابق داده
ان ی بياون اسانس ترخون به طور قابل ملاحظهینانوامولس

ن یی سطوح پایت را کاهش داده و حstx2A و stx1Aيهاژن
 نسبت به سطوح يشتری بي تحت بازدارنده آن اثر مهاريهاغلظت

.  تحت بازدارنده اسانسخالصداشته استيها غلظتيبالا
ان یها بر بونیر نانوامولسی در خصوص تاثیار اندکیمطالعات بس

 پاتوژن منتشر شده يهاي باکترییزایماریرولانس و بی ويهاژن
و Prateeksha توسط ی مشابهيهاافتهین رابطه، یدر ا.است

 مربوط به يها ژنیسی بر کاهش رونویمبن) 2019(همکاران 
 و اتصال و تشکیل بیوفیلم ییزایمارین، بیگاتوکسین شبه شیتوکس

اه یون اسانس گی توسط نانوامولسیاکلیاشرشدر 
Gaultheriafragrantissima Wall 32[ منتشر شده است .[

ن در مطالعه حاضر استراگول است که  اسانس ترخویب اصلیترک
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ک حلقه یل پروپن، شامل ی با ساختارفنیاهیه گیت ثانویک متابولی
ل، است لذا یک گروه آلیل و یک گروه متوکسی ي دارایبنزن
 ي ساختاریژگین ویا .باشدیم زومر آنتولیدروفوب و ای هیبیترک

 گرم يهاي استراگول بر باکتريت مهاریموجب کاهش فعال
د آنها ی ساکاریپوپلیل  ازی غنیخارجیرا غشایگردد زیمیمنف

 در سطح غشاء و ممانعت از  یت آبدوستیجاد وضعیموجب ا
قرار گرفتن ]. 33[شودی مانند استراگول ميزیبات آبگرینفوذ ترک

ون موجب یز مانند استراگول در ساختار نانوامولسیبات آبگریترک
در مطالعه . ددگری آبدوست ميل نفوذ آنها به غشاهایتسه

Auezova آنتول، ییایت ضدباکتریفعال) 2020( و همکاران 
زواوژنول در حالت خالص و یاستراگول، اوژنول و ا

 سیدرمیلوکوکوس اپیاستاف و یاکلیاشرشه یشده بر علیزپوشانیر
شان نشان داد که آنتول و یج اینتا.  قرار گرفتیمورد بررس

 یاکلیاشرششته و  داي بالاتریکربیت ضدمیاستراگول فعال
 در برابر سیدرمیلوکوکوس اپیاستاف نسبت به يشتریت بیحساس

ن ی ايهاافتهی، از یبه طور کل]. 34[بات نشان داد ین ترکیا
ل اسانس یشود که تبدیر محققان استنباط میج سایپژوهش و نتا
ش یز افزایون به علت کاهش اندازه ذرات و نیبه نانوامولس

 و یواره سلولیشتر اسانس به دیفوذ ببات موجب نیت ترکیحلال
  .گرددی میکربیت ضدمیجه بهبود فعالی و در نتيسلول باکتر

  

 يریجه گی نت- 5
ت یون اسانس ترخون فعالیج مشاهده شد نانوامولسیچنانکه در نتا

 يها ژنیسیزان رونویز می در برابر رشد و نيشتری بیمهارکنندگ
سه یدر مقا O157:H7 یاکلیاشرشن در یگاتوکسید شیعامل تول

ل قابل یرسد پتانسیبه نظر م. با اسانس ترخون داشته است
 یی به علت توانايت باکتریون در کاهش فعالیملاحظه نانوامولس
، واکنش با يوندر نفوذ مؤثر به سلول باکتریقطرات نانوامولس

و ی درون سلوليهاسمیجاد اختلال در مکانی و ای سلولياجزا
از به ینه، نین زمیدر ا. م کننده حدت استیتنظ يهاان ژنیکاهش ب

 اسانس و ی اصلير اجزای تاثیشتر در خصوص بررسیقات بیتحق
 . باشدی حدت ميها ژنیسیسم آن در کاهش رونویمکان

  

  ي سپاسگزار- 6
ژه ی با استفاده از اعتبارات ویقاتین مقاله حاصل پروژه تحقیا

ن ی نويهاياور فنیدانشگاه تخصص) پ/895/8شماره  (یپژوهش
  .آمل بوده است
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Escherichia coli O157: H7 is one of the most important and common foodborne pathogens in the world 
which is being resistant against some current synthetic antimicrobials. The aim of this study was to 
determine the minimum inhibitory concentration (MIC) and the minimum bacterial concentration (MBC) 
of Artemisia dracunculus(tarragon) essential oil and its nanoemulsion for enterohemorrhagic strain of 
Escherichia coli and then the effect of sub-MIC concentrations on growth rate and gene expression of 
virulence genes (stx1A and stx2A).Nanoemulsion of tarragon essential oil was prepared by the ultrasound 
method and the dropletsize and zeta potential were determined. MIC and MBC of essential oil and 
nanoemulsion were determined using the broth microdilution method. The growth rate and expression of 
stx1A and stx2A genes in Escherichia coli were assessed after treatment with different concentrations of 
sub-MICs of essential oil andnanoemulsion.Estragol was identified as the main component in the 
essential oil. The average diameter of nanoemulsion particle was 50 nm and the zeta potential was -30 
mV. The MIC values  of essential oil and nanoemulsion were 0.58 ± 0.11 and 0.33 ± 0.07 mg/ml, 
respectively, and their MBC were 0.65 ± 0.20 and 0.38 ± 0.15 mg/ml, respectively. Nanoamulsion had a 
greater inhibitory effect against bacterial growth than free essential oil. At the end of the 72-hour period, 
nanoemulsion treatment at 75% MIC resulted in a reduction in stx1A and stx2A transcription of 3.75 and 
4.10 folds, respectively, while at 75% MIC of essential oil stx1A and stx2A transcripts were reduced 1.91 
and 2.02 folds compared with control, respectively. Higher activity of nanoemulsion of tarragon essential 
oil to reduce the growth and shigatoxin production of E. coli compared to pure EO, reveals its potential to 
be used as a natural food preservative and a solution to the global problem of emergence of antibiotic-
resistant microbes. 
 
Keywords: Enterohemorrhagic E.coli, Essential oil, Nanoemulsion, Shigatoxin, Tarragon 
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