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   همبرگر و in vitro محيط در مطالعه: اورئوس استافيلوكوكوس
  

  2، عارفه كردجزي1رضا فرهمندفر
  

 استاديار، گروه علوم و صنايع غذايي، دانشگاه علوم كشاورزي و منابع طبيعي ساري، ايران -1

  ايرانموسسه آموزش عالي خزر، گروه علوم و صنايع غذايي، كارشناسي ارشد،  -2
)18/10/96: پذيرش تاريخ  96 /22/07:  دريافت تاريخ(  

  
  چكيده

وبي عصاره هاي اخير رشد چشمگيري داشته است. در اين پژوهش اثر ضدميكرسال هاي گياهي درها و اسانسبررسي اثرات ضدميكروبي عصاره
وكوس اورئوس استافيلوكو  اشريشيا كليهاي محيط غذايي همبرگر بر باكتري ) در محيط كشت آزمايشگاهي وBiarum boveiهيدروالكلي كاردين (

 )،MICاركنندگي (غلظت مه هاي مختلف عصاره هيدروالكلي كاردين تهيه و اثر ضدباكتريايي عصاره با استفاده از روش حداقلبررسي شد. در ابتدا، غلظت
يا اشريشرابر بارزيابي شد. فعاليت ضدميكروبي عصاره در كشندگي -)، انتشار در آگار (ديسك و چاهك) و منحني زمانMBCحداقل غلظت كشندگي(

و  30، 15، 0انبارداري ( درجه سانتيگراد در طي -12ها درطي دوره نگهداري همبرگردر دماي و شمارش كلي ميكروارگانيسم استافيلوكوكوس اورئوس، كلي
 MBCليتر و رم بر ميليگميلي 5/12و  25به ترتيب معادل  استافيلوكوكوس اورئوسو  اشريشيا كلي عصاره براي MICعه قرار گرفت. روز) مورد مطال 45

ر منحني دشد افزايش يافت. رهاي عدم در روش انتشار در آگار، با افزايش غلظت عصاره، قطر هاله ليتر بود.گرم بر ميليميلي 50و  50به ترتيب معادل 
ف عصاره، هاي مختلتهاي همبرگر با غلظپس از تيمار نمونهها روند نزولي به خود گرفت. كشندگي، با افزايش غلظت عصاره، تعداد باكتري -زمان

صاره عدگاري، مان نظور بهبودمتوان نتيجه گرفت كه به لذا مي. يابدمشخص شد كه با افزايش غلظت عصاره و زمان انبارداري اثر ضدميكروبي آن افزايش مي
  تواند جايگزين مواد مصنوعي گردد.هيدروالكلي كاردين به عنوان يك ماده ضدميكروبي طبيعي مي

  
  ، فعاليت ضدميكروبي، كاردين، همبرگراشريشيا كلي، استافيلوكوكوس اورئوس  :كليد واژگان
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  مقدمه -1
ره هاي گوشتي از مهمترين منابع غذايي در جيگوشت و فرآورده

حت مصرف آنها ت روزانه افراد در كشورهاي توسعه يافته بوده و
به  هاتأثير عوامل متعددي قرار دارد. مصرف اين قبيل فرآورده

سهولت مصرف و عدم نياز به پخت دليل تنوع غذايي در كنار 
ز اي ااكثر آنها، افزايش چشمگيري داشته و بخش قابل ملاحظه

          نياز غذايي جامعه به ويژه جوانان و نوجوانان را تأمين 
دي زيا ودهاي اخير تا حداز سوي ديگر، در سال. ]2و1[ كندمي

 افراد به مصرف غذاهاي سلامتي بخش به ويژه مواردي كه در
 ا اينب اند.تركيب آنها از گوشت استفاده شده، اقبال پيدا كرده

         ذا وهاي انتقال يافته از غهمه، گزارشات روزافزون از بيماري
هاي ثانويه محصولات غذايي در خلال مراحل بعد از آلودگي

 ديگر عوامل فرآوري، نگراني مصرف كنندگان، توليدكنندگان و
 در نگهداري. ]3[ را درپي داشته استدرگير در صنايع غذايي 

 هايو فرآورده گوشت نگهداري روش ترينمتداول سردخانه،
 افزايش به منظور كشورها از برخي شود. درمي محسوب گوشتي
 ضد مواد گوشتي، از هايفرآورده و گوشت نگهداري زمان مدت

 ستفادهاها (خصوصاً انواع سنتتيك آنها) اكسيدانآنتي و ميكروبي
 كنندگان نيز مصرف امروزه كه است حالي در اين. ]1[ شودمي

هاي نگهدارنده از استفاده عوارض مورد در بيشتري آگاهي
كنترل  و رتطبيعي تر،تازه غذاهاي تقاضاي و اندكرده پيدا شيميايي

  .دارند را ترشده
 دلايل گوناگون به كه است گوشتي هايفرآورده از يكي همبرگر

 آن و طعم تركيب در گوشت از استفاده مصرف، سهولت جمله از
 فرآورده تا اين اينكه به توجه با و دارد بالايي مصرف مطلوب
 ميكروبي اين كيفيت كنترل است، خام ايفرآورده مصرف زمان

                رسد. عمدهبه نظر مي ضروري گوشتي فرآورده
 (همچون هاباكتري همبرگر، كننده هاي آلودهميكروارگانيسم
 ها)باكتري ها و اسيدلاكتيكباسيلوس اشريشياها، ها،استافيلوكوك

         مهمترين از. ]5و4[ باشندمي كانديدا) (نظير نيز مخمرها و
 .نمود اشاره استافيلوكوكوس به توانمي كننده آلوده هايباكتري
 اهميت غذايي حائز مواد در جهت آن از استافيلوكوكوس حضور
مسموميت  عامل انتروتوكسين، توليد دليل به كه است

در  كه مسموميت اين كلاسيك علائم. ]6 [باشدمي استافيلوكوكال

وجود  به استافيلوكوكوس تروتوكسين حاويان غذا مصرف اثر
اسهال  و استفراغ تهوع، شكمي، ناحيه دردهاي از: عبارتند آيد،مي
 بيماري شيوع. ]7[ باشدمي درد سر با همراه بيماران بعضي در كه

آمريكا به واسطه  در 1993 سال در E.coli O157:H7 از ناشي
 نفر 600 آن مصرف اثر در كه بوده پز نيم همبرگرهاي مصرف
شدند. همچنين، مصرف  تلف كودك 4و  شده بيماري دچار

 نفر در 500 منجر به ابتلاي 1996همبرگرهاي آلوده در سال 
 دادند دست از را خود نفر جان 20گرديد كه در طي آن  اسكاتلند

 رفتار رشد پيش بيني كه است ضروري نكته اين ذكر البته. ]8[
 غذايي هايفرآورده در اشريشيا كلي و اورئوس استافيلوكوكوس

 طبيعت جمله از متعدد دلايل به همبرگر، از جمله مختلف
 آبي، درجه دسترس، فعاليت در اكسيژن ميزان ها،گوشت، افزودني

ها (سينرژيسم ارگانيسم ساير متقابل اثر و خصوصاً  pHحرارت،
  . ]9[است  دشوار بسيار و آنتاگونيسم)

 در كه است پهن برگ ) گياهيBiarum boveiكاردين ( گياه
ه از مصارف محلي آن مي توان ب. رويدمي استانفارس هايكوه

غذاي آش كارده اشاره كرد. آش كارده سوپ سرد افراد سرما 
هست كه معتقدند جلوي عفونت را مي گيرد. از خورده نيز 

 هايي چونتوان به درمان بيمارياهميت دارويي اين گياه مي
  . ]10[ چربي خون، فشار خون، عفونت، ديابت و يرقان اشاره كرد

 برگ عصاره ضدميكروبي اثر )1390( وسفلي و همكاراني
 20000و  15000، 10000، 5000سطح ( چهار در نوروزك را

ر بروز  45و  30، 15گرم بر كيلوگرم) و سه دوره زماني ميلي
و شمارش كلي در همبرگر  استافيلوكوكوس اورئوسرشد 

رار قدرجه سانتيگراد، مورد ارزيابي  - 12نگهداري شده در دماي 
و شمارش  استافيلوكوكوس اورئوسدادند. نتايج، كاهش تعداد 

ي روند كاهشها در تمامي عصاره نشان داد كه اين كلي ميكروب
 و استافيلوكوكوسام به ترتيب براي در روزهاي پانزدهم و سي

 هشده ب افزوده عصاره سطوح بين دار بود. درشمارش كلي معني
 و 5000براي سطوح غلظتي  تأثير و بيشترين كمترين ترتيب

 . ]11[ شد گزارش كيلوگرم بر ميلي گرم 20000

Sallam ) اكسيداني و ضدميكروبي ) اثرات آنتي2004و همكاران
ها و رشد ميكروبي در سوسيس سير در برابر اكسيداسيون چربي

نتايج نشان داد كه با استفاده از سير تازه  مرغ را بررسي كردند.
گرم در كيلوگرم)،  9گرم در كيلوگرم) و يا پودر سير ( 30(
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طور قابل توجهي كاهش و هاي هوازي بهشمارش كلي باكتري
يابد. با توجه به نتايج، سير تازه ماندگاري افزايش مي متعاقباً زمان

اكسيداني و اثرات ضد و پودر سير، به واسطه خاصيت آنتي
          خود به طور بالقوه در حفظ محصولات گوشت مفيد ميكروبي

 .]12[ باشندمي

 اكسيداسيوني ضد و ضدباكتريايي اثر )1391همكاران ( پزشك و
 آزمايشگاهي شرايط ) درCurcumaLongaچوبه ( زرد عصاره

) را Oncorhynchus mykissكمان ( رنگين آلاي قزل ماهي بر
 ماسر هايباكتري بررسي كردند. نتايج حاصله نشان داد مقادير

 رتيما ماهيان در نگهداري طول دوره در هاباكتري كل و دوست
گ لو 7( پيشنهادي قبول قابل حد زير چوبه، زرد عصاره با شده
cfu سبت به ها ناين نمونه در ميكروبي فساد و ماند بر گرم) باقي

 ) كاهش يافت. طبقP> 05/0داري (معني طور نمونه شاهد به
ن قزل آلاي رنگي ماهي ميكروبي، آناليزهاي و حسي هايبررسي
 تا شاهد نمونه به نسبت زردچوبه عصاره با شده تيمار كمان
  . ]13[ بود مصرف قابل نگهداري دوره انتهاي

 ليهع كاردين ضدميكروبي با توجه به مرور منابع، تاكنون فعاليت
 ايي،غذ مواد محيط كشت و در زاو بيماري فساد مولد هايباكتري

 فتهنگر قرار بررسي و مورد مطالعه گوشتي هايفرآورده ويژه به
 گياه، اين ميكروبي ضد اثرات خصوص در بيشتر مطالعات است.
 نجايگزي براي طبيعي يك نگهدارنده عنوان به را آن تواندمي

 هشپژو از هدف اساس اين مطرح نمايد. بر سنتتيك انواع با شدن
هيدروالكلي  عصاره ميكروبي ضد اثر بررسي و ارزيابي حاضر،
محيط  دراستافيلوكوكوس اورئوس  ،كلي اشريشيا بر كاردين

  باشد.مي همبرگر آزمايشگاهي و
  

  هامواد و روش -2
جمع آوري گياه و عصاره گيريبا  -2-1

  اولتراسوند 
از شيراز  1395برگ گياه كاردين در فاصله فروردين تا ارديبهشت 

جمع آوري شد و پس از تميز و خشك كردن، توسط آسياب 
پودر شده و در ظروف دربسته و به دور از نور و حرارت 

، ايتاليا) با YJ5120-1نگهداري شد. دستگاه اولتراسوند (مدل 

گرم  1كيلوهرتز براي استخراج عصاره استفاده شد.  20فركانس 
 50ليتر از حلال (اتانول ميلي 10برگ كاردين پودرشده توسط 

درجه سانتيگراد به كمك  25دقيقه در دماي  15درصد) به مدت 
اولتراسوند عصاره گيري شد. براي حذف تفاله و مواد غيرمحلول، 

من شماره يك صاف شد. بعد از اين مرحله، عصاره با كاغذ وات
 g 3000درجه سانتيگراد در 5در دماي  دقيقه 10عصاره به مدت 
درجه  40سپس عصاره حاصل در دماي كمتر از  .سانتريفوژ شد

سانتيگراد تحت خلاء تا مرز خشكي تبخير گرديد. پودر بدست 
ر ميكروني عبور داده شد و در نهايت د 22/0آمده از فيلترهاى 

  . ]14[گرفت ظروف شيشه اي استريل تيره در يخچال قرار 
  هاي باكترياييسويه -2-2

) ATCC 35218كلي ( اشريشياهاى مورد مطالعه شامل باكترى
بودند كه به  )ATCC 25923و استافيلوكوكوس اورئوس (

 هاى علمى و صنعتى ايرانصورت ليوفيليزه از سازمان پژوهش
  تهيه گرديدند.

  ميزان تلقيح باكتريتهيه  -2-3
باز و به  ،ها ابتدا در شرايط سترونهاي ليوفيليزه باكتريآمپول

ساعت در  24انتقال و به مدت  1نوترينت براث محيط كشت مايع
درجه سانتيگراد انكوبه شد. سپس جهت اطمينان از خالص  37

باكتري از محيط نوترينت براث به صورت خطي روي  ،بودن
 48 افتراقي كشت داده شد و به مدت  - محيط كشت انتخابي

درجه سانتيگراد گرمخانه گذاري گرديد. از كلني  37ساعت در 
ساعت قبل از هر آزمون آن  24باكتري يك لوپ برداشت كرده و 

را به نوترينت براث تلقيح نموده و به همين صورت براي هر 
ساعته  24آزمون جهت بررسي اثرات ضدميكروبي كشت تازه 

د. با استفاده از سمپلر يك ميلى ليتر از سوسپانسيون تهيه گردي
ساعته به لوله حاوي نوترينت براث سترون انتقال  24ميكروبى 

داده و سپس كدورت سوسپانسيون ميكروبي تهيه شده، با استفاده 
ليتر از كلرور باريم ميلي 5/0( مكفارلند 5/0از استاندارد 

)2BaCl (048/0 ) مول بر ليترO2H2 .2BaCl W/V 175/1% (
 %1مول بر ليتر ( 18/0اسيد سولفوريك  ليترميلي 95/9را به 

حجمي/ حجمي) اضافه كرده و با هم زدن مداوم سوسپانسيون 
دستگاه اسپكتوفتومتر در طول موج  تنظيم شده با بدست آمد)

                                                            
1. Nutrient Broth 
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  با برابر( 08/0–13/0نانومتر با ميزان جذب  625
 CFU 810  ×5/1 هاي گرديد. كليه محيط مقايسه) ليتربر ميلي

كشت بر اساس دستور كارخانه سازنده مرك تهيه و با استفاده از 
  .]15[دستگاه اتوكلاو سترون گرديد 

باكتريايي عصاره كاردين در در تعيين ضد -2-4
  in vitroمحيط 

) و حداقل MIC( 2حداقل غلظت بازدارندگي -2-4-1
  ) عصاره MBC( 3غلظت كشندگي

رقت سازى در لوله، حداقل غلظت  با استفاده از روش
حداقل غلظت كشندگي ماده ضدميكروبي تعيين  مهاركنندگي و

هاي تايي از لوله 12، از يك سري MICگرديد. براي تعيين 
هاي مختلف لوله براي آزمايش رقت 9آزمايش استفاده شد. 

عصاره و يك لوله به عنوان كنترل مثبت (حاوى عصاره رقيق شده 
محيط كشت) و يك لوله به عنوان كنترل منفي (حاوى به علاوه 

سوسپانسيون ميكروبى به علاوه محيط كشت) و همچنين يك 
لوله حاوى آب مقطر استريل، سوسپانسيون ميكروبى و محيط 

ها در محيط حاوى حلال كشت جهت اطمينان از رشد باكترى
تا  100بكار رفته براى رقت سازي استفاده شد. غلظت عصاره از 

ميكروليتر  500لوله اول  9ميلى گرم/ ميلى ليتر بود. در  0390/0
ها به جز لوله از هر غلظت عصاره ريخته شد، سپس به تمام لوله

ميكروليتر از سوسپانسيون ميكروبي  10 (كنترل مثبت)، 10شماره 
انتقال داده  بود) باكتري ليتربر ميلي CFU 810  ×5/1 داراي(كه 

درجه  37ساعت در دماي  24مايش براي هاى آزشد. همه لوله
ها از سانتيگراد قرار داده شدند. پس از طي زمان انكوباسيون، لوله

نظر كدورت ناشي از رشد باكتري تلقيح شده بررسي گرديدند. از 
هايي كه در آنها عدم رشد باكتري مشاهده شده بود، همه لوله

ره، به نمونه برداري و جهت تعيين حداقل غلظت كشندگي عصا
ميكروليتر از  100روش سطحى كشت داده شد. بدين منظور 

دادند بر روى محيط هايى كه عدم رشد باكترى را نشان مىلوله
كشت نوترينت آگار ريخته شد و با پخش كننده بر روى محيط 

درجه  37كشت پخش شد. بعد از انكوبه كردن در دماي 
ه شده از نظر هاي كشت دادساعت، پليت 24سانتيگراد به مدت 

                                                            
2. Minimal Inhibitory Concentration 
3. Minimum Bactericidal Concentration 

اي كه حاوي كمترين غلظت وجود رشد ميكروبي كنترل شد. لوله
عصاره بود و در پليت مربوطه عدم رشد باكتري مشاهده گرديد، 

  .]17و16[عصاره در نظر گرفته شد  MBCبه عنوان 
  روش انتشار در آگار با استفاده از ديسك -2-4-2

(شركت پادتن هاي مورد آزمايش، هر ديسك جهت تهيه ديسك
هر غلظت عصاره اشباع شد.  ميلى متر از 4/6طب، ايران) با قطر 

ساعت روى صفحه مشبك سترون قرار  1ها را به مدت ديسك
كامل جذب ديسك شود. در هر سري  داده تا عصاره به طور

آزمايش يك ديسك حاوي آب مقطر استريل به عنوان كنترل 
اى عدم رشد از آنتى همنفي بكار برده شد. جهت مقايسه هاله

ميكروگرم در ديسك) به عنوان شاهد  10بيوتيك جنتامايسين (
مثبت استفاده شد. در اين آزمايش، با ريختن محيط كشت مولر 

 ميكروليتر از 100درون پليت و بسته شدن آن،  4هينتون آگار
 ليتربر ميلي CFU 810  ×5/1ميكروبى (داراى سوسپانسيون 

كننده در تمام  پخش با و كشت ريختهرا روي محيط  باكتري)
ها با هاي تهيه شده از عصارهنقاط آن پخش گرديد. سپس ديسك

هاى مختلف، در فاصله مناسب از يكديگر كاشته و براي غلظت
درجه سانتيگراد انكوبه شدند. سپس قطر  37ساعت در  24مدت 
گيري و ميانگين  هاي عدم رشد با كوليس ديجيتال اندازههاله
  . ]19و18[وطه گزارش گرديد مرب
  چاهك از استفاده با آگار در روش انتشار -2-4-3

 بسته و پليت درون كشت ريختن محيط از در اين روش، بعد
(داراى  ميكروبى سوسپانسيون از ميكروليتر 100آن،  شدن

CFU/ml 810  ×5/1( پخش با و را روي محيط كشت ريخته 
 با هاييشد. سپس چاهكپخش  كشت محيط نقاط تمام در كننده
 ژلوز متر) رويميلي 6( بيوتيكيآنتي هايديسك معادل قطري
ر د غلظت، هر از ميكروليتر 100 سمپلر با گرديد. ايجاد آگار

 37 در ساعت 24مدت  ها برايو پليت تخليه پليت هايچاهك
 اب رشد عدم هايهاله قطر شدند. سپس انكوبه سانتيگراد درجه

 گرديد گزارش ميانگين مربوطه و گيرياندازهكوليس ديجيتال 
  .]20و19[
  
  

                                                            
4. Mueller Hinton Agar 
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  كشندگي –تعيين منحني زمان  -2-4-4
گسترده يعني  آزمايش در طيف باكتريايي عصاره موردفعاليت ضد
مورد مطالعه قرار برابر)  4و  MIC )0 ،1 ،2 برابر 4از صفر تا 
درجه سانتيگراد در كنار نمونه شاهد (بدون  37در  گرفت و

   هاي از پيش تعيين شدهزمان عصاره) گرمخانه گذاري شد. در
 ميكروليتري از هر 100ساعت) نمونه  12و  9، 6، 3، 0(

سوسپانسيون (محيط براث+تلقيح باكتري+ عصاره) برداشته و به 
استريل رقيق و براي تعيين  5برابر در سالين 10صورت سري تا 

اده شد. اطلاعات ها روي پليت آگار خون كشت دتعداد كلوني
زمان (ساعت) براي  در برابر Log CFU/ml حاصله به صورت

   .]19[هر نقطه زماني رسم شد 
تهيه همبرگر، افزودن عصاره و تلقيح  -2-5

 باكتري

 گوشت، سويا، فلفل دلمه، روغن، پياز، ادويه و نمك، اجزاء
  دهند. در كارخانه همبرگر را تشكيل مي تشكيل دهنده

لوط و گوشتي نوژ سرخرود، اين مواد ابتدا با هم مخهاي فرآورده
گر زن منتقل و كاغذ رويي همبرچرخ شد. مواد به دستگاه قالب

 ساعت 24روي آن قرار گرفت. همبرگرها به سردخانه منتقل و 
درجه نگهداري و منجمد شدند. سپس همبرگرها  - 24در دماي 

 گرمي 10هاي در آزمايشگاه و شرايط استريل، به صورت نمونه
- ليمي 100و  50، 25، 0( نظر عصاره توزين شده و مقادير مورد

، 0 ي، مقاديرو شمارش كل اشريشيا كليگرم در گرم همبرگر براي 
س استافيلوكوكوگرم در گرم همبرگر براي ميلي 50و  25، 5/12

در هر گرم اضافه گرديد.  سلول باكتري 610) و اورئوس
ي و درجه سانتيگراد) نگهدار -12 همبرگرها در فريزر (با دماي

و  30، 15تلقيح)،  از پس و كار انجام اول (روز در روزهاي صفر
و  استافيلوكوكوس اورئوسها (ها جهت شمارش باكترينمونه 45

 م به) و شمارش كلي مورد آزمايش قرار گرفتند. لازاشريشيا كلي
شاهد، همبرگر حاوي  ذكر است كه براي هر غلظت در تيمار

  باكتري و فاقد عصاره در نظر گرفته شد.
  در همبرگر هاارزيابي رشد باكتري -2-6
  اشريشيا كليتعيين ميزان رشد باكتري -2-6-1

                                                            
5. Saline  

 225استريل  شرايط در همبرگر هاينمونه به نظر، مورد زمان در
اتاق  يدما در دقيقه 2و  شد اضافه درصد 1/0 پپتونه آب ليترميلي

 استفاده با بعدي هايرقت سپس گرديد؛ هموژن استوماكر توسط
 در و آمد بدست درصد 1/0پپتونه آب حاوي رقت هايلوله از

 درجه 35 در و شد داده كشت مغز و قلب آگار حاوي پليت
  .]21[ گرديد گذاري گرمخانه ساعت 24 به مدت سانتيگراد

استافيلوكوكوس  تعيين ميزان رشد باكتري -2-6-2
  اورئوس

نمونه رقيق شده را در پليت حاوي محيط كشت ك سي سي از ي
 24به صورت سطحي كشت داده و به مدت  6برد پاركر آگار

درجه سانتيگراد در اينكوباتور قرار گرفت. به  37ساعت در دماي 
 منظور شمارش و شناسايي ميكروارگانيسم از كلني كانتر مدل

SANA SL-902 22[(شركت مبين طب، ايران) استفاده شد[. 

  ها تعيين ميزان شمارش كلي باكتري -2-6-3
 پليت در را شده رقيق نمونه از سي سي براي اين آزمون، يك

 كشت مخلوط صورت به 7آگار كانت پليت كشت محيط حاوي
درجه  30هاي آماده را به صورت وارونه در دماي داده شد. پليت

              ساعت گرمخانه گذاري،  48گراد قرار داده و بعد از سانتي
  .]23[هاي موجود در پليت شمارش شدند كلني

  طرح آماري مورد استفاده -2-7
حليل تمورد تجزيه و  SPSS 19با استفاده از نرم افزار  هاداده

 يانسقرار گرفت. نتايج به دست آمده با استفاده از آناليز وار
 ايمنهها توسط تست چند دادار بين ميانگينتحليل و تفاوت معني

 هس هايميانگين اساس بر هاداده نمودار دانكن مشخص گرديد و
  شد. رسمExcel 2016  افزار نرم در تكرار

  

  نتايج و بحث -3
  عصاره  MBCو  MICبررسي ميزان  -3-1

تواند به كمترين مقدار از يك تركيب است كه مي MICاساساً 
زيادي رشد يك ارگانيسم را پس از گذشت يك دوره  ميزان

    عصاره كه داد نشان نتايج انكوباسيون مشخص مهار نمايد.

                                                            
6. Baird Parker Agar  
7. Plate Count Agar 
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هر  بر كشندگي و مهاركنندگي اثرات داراي كاردين هيدروالكلي
باشد. مي اورئوس استافيلوكوكوس و اشريشيا كلي باكتري دو

 براي MBC و  MICشود،مشاهده مي 1همانطور كه در جدول 
 و ليترميلي بر گرمميلي 50و  25معادل  ترتيب به كلي اشريشيا

- ميلي 50و  5/12معادل  ترتيب به اورئوس استافيلوكوكوس براي

  بود.  ليترميلي بر گرم
Table 1 Minimal inhibitory concentration (MIC) 
and minimum bactericidal concentration (MBC) 

of cardin extract  

Bacteria 
Antibacterial activity 

(mg/ml)  
MIC MBC 

Escherichia coli 25 50 
Staphylococcus aureus 12.5 50 

  
 عصاره بازدارندگي غلظت توان گفت كه حداقلبنابراين مي
          از بيشتر منفي گرم هايباكتري در كاردين هيدروالكلي

 )Burt  )2004زمينه، اين است. در مثبت گرم هايباكتري
 رزماري، گياهي (اسطوخودوس، هايعصاره تأثير كه كرد گزارش
             از كمتر منفي گرم هايباكتري غيره) روي و كوهي پونه دارچين،
           ليپو لايه وجود دليل به امر اين كه بوده مثبت گرم هايباكتري
 ديواره پپتيدوگليكان در موجود ساكاريديليپوپلي -پروتئين
و  مثبت گرم هايباكتري به نسبت منفي گرم هايباكتري سلولي

 موجود ضدباكتريايي تركيبات برابر در تربيش مقاومت در نتيجه
) بيان كردند 1388بهداني و همكاران ( .]24[هااستعصاره در

هاي باكتري عليه بر كمي ضدميكروبي فعاليت حنا آبي عصاره
 اما دارد، اشريشيا كلي و آئروژينوزا سودوموناس مانند منفي گرم

 هايگونه عليه بر مناسبي ميكروبي ضد فعاليت داراي
 .]25[ باشدمي مثبت گرم هايباكتري عنوان به كوساستافيلوكو

 عصاره ميكروبي ضد اثرات )1388( همكاران و كرمانشاهي روحا
 .كردند بررسي را ميكروبي مختلف هايسويه بر الكلي گياه رازك

 و مهاركنندگي اثر كه گرديد مشخص آمده، بدست نتايج اساس بر
 گرم هايباكتري روي الكلي گياه رازك عصاره ضد ميكروبي

. ]26[ است منفي گرم هايباكتري از بيشتر به طور مشخص مثبت
         بر هاعصاره بيشتر اثر بر مبني اين پژوهشگران مشاهدات

 با منفي نيز گرم هايباكتري نسبت به مثبت گرم هايباكتري
 به نسبت MIC كمتر مقدار داشت. همخواني ما مشاهدات

MBC غلظت در عصاره اين كه دهدمي نشان كاردين عصاره در 
 بالاتري غلظت در و استاتيك و باكتري خاصيت داراي ترپايين
 توسط كه ايمطالعه است. در باكتريوسيد خاصيت داراي

Simoes-Gurgel خاصيت بر )2012همكاران ( و 
 شد، انجام Cleome rosea vahl متانولي عصاره ضدباكتريايي

  .]27 [شد مشاهده نتيجه همين
بررسي فعاليت ضدميكروبي عصاره به  -3-2

  روش انتشار در آگار (ديسك و چاهك)
ضدباكتريايي عصاره  اثر آگار، در انتشار روش از استفاده با

رقت مختلف) به دو روش كمي  9هيدروالكلي كاردين (در 
ها انجام شد و نتايج باكتري برديسك ديفيوژن و چاهك پليت 

  است.  شده آورده 3و  2هاي جدول حاصل در

Table 2 Inhibition zone diameter (mm) in disc diffusion method 

Extract concentration (mg/ml) 
Bacteria 

Escherichia coli Staphylococcus aureus 
100 6.66 b 7.12a 
50 6.01b 3.03 b 
25 4.85 c 2.70 c 

12.5 0 d 2.36 c 
6.25 0 d 0 d 

3.125 0 d 0 d 
1.562 0 d 0 d 
0.781 0 d 0 d 
0.390 0 d 0 d 

Solvent control 0 d 0 d 
Gentamicin control (10 µg) 13.13 a 7.26 a 

 
Means within a column with the same letters are not significantly different at P < 0.05. 
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 قطر ميزان بيشترين )،2ديسك (جدول  روش در نتايج اساس بر
 به مربوط اشريشيا كلي باكتري متر) درميلي 66/6رشد ( عدم هاله

 تيمار با آماري لحاظ از كه بود ليترميلي بر گرمميلي 100غلظت 
 داريمعني متر) اختلافميلي 13/13ميكروگرم ( 10 جنتامايسين

 قطر ميزان كمترين كه داد نشان نتايج همچنين ).P>05/0( داشت
 كه بود مربوط حلال شاهد تيمار متر) بهميلي 0رشد ( عدم هاله
مختلف  هايغلظت در عصاره تيمارهاي با آماري لحاظ از البته
 ليتر در گرمميلي 5/12و  25/6، 125/3، 562/1 ،781/0، 390/0

 هاميانگين مقايسه ). نتايجP<05/0نداشت ( داريمعني اختلاف
 ميزان بيشترين داد نشان اورئوس استافيلوكوكوس باكتري روي
تيمار  به متر) مربوطميلي 7ديسك ( روش در رشد عدم هاله قطر
 تيمار با آماري لحاظ از كه بود ليترميلي در گرمميلي 100

). P<05/0(نداشت  داريمعني اختلاف ميكروگرم 10جنتامايسين 
 0رشد ( عدم هاله قطر ميزان كمترين كه داد نشان نتايج همچنين

 با آماري لحاظ از كه بود مربوط حلال شاهد تيمار متر) بهميلي
، 781/0، 390/0مختلف  هايغلظت در كاردين عصاره تيمارهاي

 داريمعني اختلاف ليتر در گرمميلي 25/6و  125/3، 562/1
ن آزمايش از ديسك آنتي بيوتيك در اي ).P<05/0نداشت (

ميكروگرم در هر ديسك) به عنوان شاهد مثبت  10جنتامايسين (
 مورد هايباكتري بر عصاره كاردين مهاركنندگي استفاده شد. اثر

بود، كه اين نتيجه با تحقيق  جنتامايسين از كمتر همواره آزمايش
 عصاره ضدباكتريايي ) كه اثر1392خسروي نيا و همكاران (

 Buniumزيره سياه ( ايدرون شيشه كشت از حاصل سلولي

persicum( مطابقت داشت. ]28[را بررسي كردند  
ها در روش چاهك، بيشترين ميزان بر اساس نتايج مقايسه ميانگين

مربوط  اشريشيا كليمتر) در باكتري ميلي 5/4قطر هاله عدم رشد (
ليتر ميليگرم در ميلي 100ين در غلظت به تيمار عصاره كارد
). همچنين نتايج نشان داد كه كمترين ميزان 3گزارش شد (جدول 

متر) متعلق به تيمار شاهد حلال قطر هاله عدم رشد (صفر ميلي
بود كه البته از لحاظ آماري با تيمارهاي عصاره كاردين در 

ليتر اختلاف گرم در ميليميلي 5/12الي  /390 هاي مختلفغلظت
استافيلوكوكوس .در مورد باكتري )P< 05/0داري نداشت(معني

متر) مربوط به ميلي 6بيشترين ميزان قطر هاله عدم رشد ( اورئوس
ليتر بود. همچنين گرم در ميليميلي 100ره در غلظت تيمار عصا

-نتايج نشان داد كه كمترين ميزان قطر هاله عدم رشد (صفر ميلي

لحاظ آماري با  متر) متعلق به تيمار شاهد حلال بود كه البته از
، 562/1، 781/0، 390/0هاي مختلف تيمارهاي عصاره در غلظت

داري نداشت ليتر اختلاف معنيميلي گرم درميلي 25/6و  125/3
)05/0 >P(.  

Table 3. Inhibition zone diameter (mm) in agar-well diffusion method 

Extract concentration (mg/ml) 
Bacteria 

Escherichia coli Staphylococcus aureus 
100 4.51a 6.32a 
50 3.24b 2.55b 
25 2.52c 2.40c 

12.5 0 d 2.36c 
6.25 0 d 0 c 

3.125 0 d 0 c 
1.562 0 d 0 c 
0.781 0 d 0 c 
0.390 0 d 0 c 

Solvent control 0 d 0 c 
Means within a column with the same letters are not significantly different at P < 0.05. 

 
 انتشار روش به كاردين هيدروالكلي ضدميكروبي عصاره اثر

 عصاره هايغلظت كاهش كه داد نشان چاهك روش و ديسك
 هايباكتري در رشد عدم هايهاله قطر كاهش با مستقيم نسبت
 در شاهد عنوان به كه عصاره (آب) دارد. حلال مطالعه مورد

 از كي هيچ بر گرفت، قرار استفاده مورد چاهك و ديسك روش
 .نداشت ميكروبي ضد خاصيت مطالعه مورد هايباكتري

 هاباكتري رشد عصاره بر توجه قابل بازدارندگي اثر بيانگر نتايج
 قطر تئوري نظر از شد. نمايان رشد عدم هاله صورت به كه بود
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 از العملي عكس باشد،مي هاباكتري رشد عدم دهنده نشان كه هاله
 ارتباط يك پديده اين .است گياه در موجود مؤثره ماده غلظت
 باشدمي آزمايش مورد ماده غلظت لگاريتم و هاله اندازه بين خطي

 مشخص، استاندارد با آن مقايسه و هاله قطر گيري اندازه با كه
 . در]29[ شودماده مورد آزمايش تعيين مي ميكروبي ضد قدرت

 رشد از جلوگيري در عصاره توانايي آگار، در انتشار روش دو هر
 روش در كه تفاوت اين با بود، مشاهده قابل كاملاً هاباكتري
 به نتايج. گزارش شد ترمنظم رشد عدم هايهاله گذاري ديسك
 محققان از برخي تحقيقات با حاضر مطالعه از آمده دست

- مي را هاتفاوت دهد. اينمي نشان را هاييتفاوت و هاهماهنگي

 نوع حلال، نوع گياه، نوع جمله از متعددي عوامل تأثير به توان
 گياه، آوري جمع محل و زمان استفاده، مورد گياهي بافت

 امكانات و منطقه جغرافيايي شرايط و هوايي و آب تغييرات
  .]28[ داد نسبت غيره و آزمايشگاه

بررسي فعاليت ضدميكروبي عصاره به  -3-3
  كشندگي-منحني زمانروش 

درصد  50هاي ضدباكتريايي عصاره اتانولي در اين تحقيق، فعاليت
 هايبا استفاده از روش رقت سازي، توسط منحني به دست آمده

د درص 50اثر كشندگي عصاره اتانولي  .زمان كشندگي تاييد شد
 5) در MICبرابر  8و  4، 2 ،1، 5/0، 0غلظت ( 6كاردين در 

يج ساعت) مورد بررسي قرار گرفت. نتا 12و  9، 6، 3، 0زمان (
برابر  2ليتر (رم بر ميليگميلي 50هاي بالاتر از داد غلظت نشان

MIC ساعت اول  3در  اشريشيا كلي) عصاره موجب مهار رشد
گرم ليمي 25و  5/12تر يعني اي پايينهگرديد، در حالي كه غلظت

تري ساعت اثر باك 6) پس از MIC برابر 1و  5/0ليتر (بر ميلي
اده نشان د 1همانطور كه در نمودار  ).1نشان دادند (شكل  كشي
 ساعت، فعاليت 6در زمان بيش از  سينتيك غير فعالسازي شد،

 ليكاشريشيا  درصد كاردين را در برابر 50ثابت عصاره اتانولي 
  دهد.نشان مي

  
Fig 1 Time-kill curve of cardin extract against 

Escherichia coli 
  

ي هانتايج نشان داد كه غلظت استافيلوكوكوس اورئوسدر مورد 
) MICبرابر  8و  4، 2ليتر (گرم بر ميليميلي 50و  25، 5/12

در ساعات  استافيلوكوكوس اورئوسعصاره باعث كاهش رشد 
 برابر 5/0ليتر (گرم بر ميليميلي 25/6اوليه شدند ولي در غلظت 

MIC ساعت افزايش يافت (شكل  9) عصاره، ميزان باكتري تا
ري هاي عصاره ميزان باكتلازم به ذكر است كه كليه غلظت ).2

  . را نسبت به نمونه شاهد كاهش دادند استافيلوكوكوس اورئوس

 
Fig 2 Time-kill curve of cardin extract against 

Staphylococcus aureus 
  

به خوبي  هاي مختلف فنولياگرچه اثرات ضد ميكروبي عصاره
و تركيبات آنها به  شناخته شده ولي مكانيسم عمل اين محصولات

ها داراي فنولشود كه پليطور كامل شناخته نشده است. تصور مي
هاي سلول هاي سطحي هستند و موجب آسيب به غشاءفعاليت
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برخي از آمينو  آن و يا تداخل با توليدهاي باكتريايي، مهار آنزيم
 .]5و1[ شونداسيدهاي ضروري براي رشد باكتري مي

 ضدميكروبي ) نيز به بررسي اثر1391دلال و همكاران ( سلطان
 استافيلوكوكوس هايسويه بر شيرازي آويشن گياهي اسانس

ختند. غذايي پردا مواد از شده جدا بيوتيك آنتي به مقاوم اورئوس
 كشندگي اسانس آويشن شيرازي بر عليه-منحني زمانآنها 

را  MICبرابر  2و  1، 5/0، 0در مقادير  استافيلوكوكوس اورئوس
تايج ساعت بررسي كردند. ن 24و  12، 6، 3، 5/1، 0هاي در زمان

 ،MICبرابر  2آنها نشان داد كه با افزايش غلظت اسانس تا 
  .]30[ يابدكاهش لگاريتم تعداد باكتري افزايش مي

  ها در همبرگرارزيابي رشد باكتري -3-4
 ،15، 0هاي در همبرگر در زمان اشريشيا كلي، رشد 3در شكل 

نطور روز در فريزر مورد ارزيابي قرار گرفته است. هما 45و  30
تري كنيد همبرگر شاهد داراي بيشترين مقدار باككه مشاهده مي

كمترين  ،هگرم بر گرم عصار¬ميلي 100بود و همبرگر داراي 
ن متريكمقدار باكتري را به خود اختصاص داد. نتايج نشان داد كه 

- يميل 50مربوط به تيمار غلظت  استافيلوكوكوس اورئوستعداد 
 . با گذشت زمان و)4(شكل  روز بود 45گرم در گرم در زمان 

باكتري كاهش  افزايش غلظت عصاره در طي انبارداري، ميزان
 50يافت به طوري كه اين كاهش در بيشترين غلظت (يعني 

ه كهمانطور  ).>P 05/0دار گزارش شد (معني گرم در گرم)ميلي
روز انبارداري،  45شود، با گذشت مشاهده مي 5در نمودار 

د و ) مربوط به تيمار شاه2/6بيشترين تعداد شمارش كلي (يعني 
م گرم در گرميلي 100مونه حاوي آن متعلق به نكمترين مقدار 

 بود. نتايج نشان داد با افزايش همزمان غلظت عصاره و مدت
- ظتها (خصوصاً در غلانبارداري در فريزر، شمارش كلي باكتري

  هاي بالاي عصاره) روند نزولي به خود گرفت. 

 
Fig 3 Escherichia coli curve in hamburger during 

storge  
  

  
Fig 4 Staphylococcus aureus curve in hamburger 

during storge  
  

  
Fig 5 Total count of bacteria in hamburger during 

storge  
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 اشريشيا كلي،مطالعه حاضر، عصاره كاردين رشد و تكثير  در
 هاي مورددر غلظت و شمارش كلياستافيلوكوكوس اورئوس 

ش به طور كلي، با افزايرا محدود نمود.  استفاده در همبرگر
 غلظت عصاره كاردين و مدت نگهداري در فريزر، مقدار تكثير

اهد هاي شاز طرف ديگر، در نمونه روند كاهشي داشت. هاباكتري
وس اشريشيا كلي، استافيلوكوك با افزايش زمان نگهداري مقدار

 )15ها در ابتدا (تا روز و نيز شمارش كلي باكترياورئوس 
 از افزايشي احتمالاً ناشي كاهش داشت. روند افزايش و سپس

 طور به كه است املاحي محتواي و چربي، پروتئين آب، حضور
 و شده يافت همبرگر همچون شده غذايي فرآوري مواد در بديهي

 هك ديگري . دليل]32و31[ دهندمي را افزايش ميكروبي مقاومت
 در اهباكتري اين بودن مقاوم ذكر نمود، ارتباط اين در توانمي
  . ]33[است  انجماد برابر

 مختلف اسانس (صفر، هايغلظت ميكروبي ضد در تحقيقي اثر
 :E. coli O157باكتري رشد درصد) بر 03/0 و 015/0 ،005/0

H7 4 دماهاي روزه در 14طي انبارداري  چرخ كرده گوشت در 
مورد بررسي قرار گرفت. نتايج نشان داد كه  سانتيگراد درجه 10 و
 با وجود دارد و قوي ضدباكتريايي اثر درصد 03/0 غلظت در

 نگهداري دوره طي در باكتري رشد ميزان غلظت اسانس، افزايش
- آنتي ) خواص1391چالشتري و همكاران ( .]34[ يابدمي كاهش

 اثر ضدميكروبي و شيرازي آويشن هيدروالكلي عصاره اكسيداني
در دماي يخچال روي رشد  رااورئوس  استافيلوكوكوس بر آن

، 1، 0طي مدت زمان نگهداري معين ( استافيلوكوكوس اورئوس
دادند. اين محققين گزارش  قرار بررسي مورد روز) 12و  9، 6، 3

 تعداد درصد عصاره، كاهش 5/1و  5/0هاي دادند كه در غلظت
. يوسفلي و ]35[شد  مشاهده استافيلوكوكوس اورئوس باكتري

 نوروزك برگ عصاره پودر ضدميكروبي يز اثر) ن1390( همكاران
گرم بر ميلي 20000و  15000، 10000، 5000سطح ( 4 در

روز بر شمارش كلي در  45و  30، 15دوره زماني  3كيلوگرم) و 
درجه سانتيگراد را مورد  -12همبرگر نگهداري شده در دماي 

ارزيابي قرار دادند. نتايج حاصل كاهش تعداد شمارش كلي 
ها را در تمامي سطوح پودر افزوده شده نشان داد كه اين ميكروب

 دار بود. درروند كاهشي در روز سي ام براي شمارش كلي معني
 تأثير كمترين و بيشترين ترتيب شده به افزوده پودر سطوح بين
 شد گزارش كيلوگرم بر گرمميلي 5000و  20000 سطوح براي

 عصاره از استفاده هاي موردغلظت نيز حاضر مطالعه در .]11[
  در فريزر شدند. هاباكتري تعداد كاهش سبب همبرگر، در كاردين

  

  نتيجه گيري -4
هدف اصلي اين تحقيق، بررسي خواص ضدميكروبي عصاره 

ي و اثر ضدميكروبي روin vitro هيدروالكلي كاردين در محيط 
اده استف، in vitroهمبرگر طي نگهداري در فريزر بود. در محيط 

 كلي اشريشياهاي عصاره هيدروالكلي كاردين در برابر باكترياز 
ا راثر مهاركنندگي و كشندگي عصاره  استافيلوكوكوس اورئوسو 

ا هاي همبرگر بنشان داد. علاوه بر اين، پس از تيمار نمونه
درجه سانتيگراد  - 12هاي مختلف عصاره در دماي غلظت

دت مشخص شد كه با افزايش غلظت عصاره و كاهش م
 اين نتايج يابد. برطبقانبارداري اثر ضدميكروبي آن افزايش مي

 اثرات داراي عصاره هيدروالكلي كاردين كه شد ثابت مطالعه
نفي مثبت و گرم م گرم هايباكتري عليه توجهي قابل ضدميكروبي

ي مواد غذاي در استفاده براي طبيعي منبع كي تواندمي و است
اره عص هاي بالايغلظت از كه نمود پيشنهاد توانمي لذا باشد.

ايي ضدباكتري نگهدارنده طبيعي يك عنوان به هيدروالكلي كاردين
  .استفاده قرار گيرد آن مورد هايفرآورده و گوشت صنعت در
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Evaluation of the antimicrobial activity of plant extracts and essential oils has grown dramatically in 
recent years. In this study, the antimicrobial effect of Cardin extract (Biarum bovei) in vitro and 
hamburger on Escherichia coli and Staphylococcus aureus bacteria and total countt is investigated. At 
first, different concentrations of Cardin hydroalcholicextract was prepared. Antibacterial effects of 
extracts were evaluated by agar method (disc and wells), minimum inhibitory concentration and minimum 
bactericidal concentration (by dilution method) and time-killing curves. Antimicrobial activity of extract 
against Escherichia coli, Staphylococcus aureusand its effect on total microbial count in hamburger at -12 
°C during storage (0, 15, 30 and 45 days) was studied. In diffusion method, with increasing concentration, 
the diameter of inhibition increased. MIC of extract for Escherichia coli and Staphylococcus aureus, was 
25 and 12.5 mg/ml and MBC was 50 and 50 mg/ml, respectively. After treatment the hamburger samples 
with different concentrations of the extract, it was found that antimicrobial activity increased with 
increasing the concentration and decreasing the temperature. Thus, it can be concluded that 
hydroalcoholic Cardinextract can be replaced by synthetic materials as a natural antimicrobial 
compoundto improve durability. 
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