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  ر روي تو ليد وروتوكسين دمقايسه اثر مهاري عصاره الكلي آويشن شيرازي 
 روش آگلوتيناسيون معكوس و  وسيله اشريشياكولي انتروهموراژيك با هب

 روورده سلولي  كشت

  3؛ مهدي مهدوي1؛ غلامرضا گودرزي2 شهين نجار پيرايهدكتر ؛ 2مرتضي ستاريدكتر ؛ *1منصور گودرزي

  چكيده
اين . باشد كوليت هموراژيك و سندروم اورمي هموليتيك مي يكي از عوامل مسئول اپيدمي O157:H7ياكولياشريش :مقدمه

هاي  شيگاتوكسين اشريشياكولي انتروهموراژيك اينتيمين و. باشد ونه اشريشياكولي انتروهموراژيك ميگسروتايپ متعلق به زير

 ر روي توليدداي اثر مهاري عصاره الكلي آويشن شيرازي  مقايسه رسيهدف از اين تحقيق بر. كند  و ياهر دو را توليد مي2 و 1

ر روي رده سلولي ورو د و سنجش سيتوتوكسيسيته VTEC-RPLAوروتوكسين توسط انترو هموراژيك اشريشياكولي با كيت

  . باشد مي

 حذف وسيله دستگاه تقطير در خلأ  انجام شد، سپس حلال بهº 85وسيله اتانول  گيري به در اين مطالعه عصاره :ها مواد و روش 

 .رفتگبراي رديابي اوليه خاصيت ضدباكتري روش انتشار از چاهك در محيط آگار مورد استفاده قرار ). شده عصاره تغليظ( شد

 . مورد استفاده قرار گرفتMBC وMICشده با استفاده از روش رقت در لوله در محيط مايع براي تعيين پودر عصاره خشك

سنجش  .مايش شدزآ  VTEC-RPLAتر از مهاركنندگي با استفاده از كيت هاي كم وكيسين در غلظتتوليد وروت

مقايسه  VTEC-RPLA با نتايج كيت سيتوتوكسيسيته روي رده سلولي ورو انجام شد و  نتايج با ميكروسكوب معكوس بررسي و

  .ا سه بار تكرار شده  تمام آزمايش .شد

 64/1ليتر بود و حداقل غلظت مهار رشد و حداقل غلظت كشنده در رقت  گرم در ميلي ميلي 50 متوسط وزن خشك گياه :نتايج

 و 390 برابر با 256/1 و 128/1 تر از مهاركنندگي شامل هاي كم  همچنين غلظت،ليتر بود  ميكروگرم در ميلي780 عصاره برابر با

تر از  متر بود و توليد ورو توكسين در غلظت كم ميلي 13 بربرا MICليتر بود و  هاله عدم رشد در غلظت   ميكروگرم در ميلي195

 و سنجش VTEC-RPLAصورت كامل مهار شد و نتايج حاصل ازكيت  ليتر به  ميكروگرم در ميلي390مهاركنندگي برابر با 

  .هاي ورو مشابه بود سيتوتوكسيسيته روي سلول

تواند رشد و توليد  عنوان چاشني در غذاها مي  بهمذكورگياه دهد كه استفاده از  آمده نشان مي دست نتايج به :گيري نتيجه

. ي استفاده كرديي به جاي مواد شيميايدارنده غذا عنوان نگه ثير قرار دهد و از آن بهأوروتوكسين در انترو هموراژيك را تحت ت

عنوان يك تركيب  ي آن بهدهد اما معرف نشان مي هاي ضدباكتري مشخص از خود هاي عصاره الكلي فعاليت گرچه برخي غلظت
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  مقدمه
 عنوان مسئول   اشريشياكولي بهO157:H7 سروتايپ

هاي كوليت هموراژيك و سندروم اورمي  اپيدمي

تعلق به اين سويه م). 1( هموليتيك شناخته شده است

اين باكتري . باشد فاميل اشريشياكولي انتروهموراژيك مي

  .باشد  مي2و1شيگا توكسين هاي  و )2( مولد اينتيمين

 2VT و 1VTها شامل دو نوع اصلي وروتوكسين

شيگلا  سرم شيگاتوكسين باشند كه نوع يك با آنتي مي

. شود كه نوع دو با آن خنثي نمي شود درحالي خنثي مي

 ،شيگا سمومي مركب و چندواحدي هستندم سخانواده 

دالتون است كه از يك زير   كيلو70هولوتوكسين حدود 

 زير واحد 5 كيلودالتوني و 32 بخش كاتاليك Aواحد 

دالتون تشكيل شده   كيلو7/7 هر كدام با وزن Bاتصالي 

گرفته مشخص  طوركلي طي مطالعات صورت به. است

موري  اثر ضدتو2VT نسبت به 1VTشده است كه 

كه در مطالعات  صورتي هد به شديدتري را نشان مي

 مقاوم يستروسيتوماآ از جمله يهاي مختلف تومور رده

به درمان، مننژيوماي بدخيم، سرطان پستان، لنفوما، 

 كارسينوما، ساركوماي موشي و سمينوماها ،ميلوما

 1 رات شديد سايتوتوكسيك انتخابي وروتوكسينيثتأ

  .)3 (داده شده است نشان

اين باكتري شامل  هاي بيماري ناشي از نشانه م ويعلا

دهنده، دردهاي شديد شكمي و  ريزي اسهال، كوليت خون

 با مكانيسم احتمالي ايجاد اسهال ).4(باشد  استفراغ مي

زدار پرهاي جذبي   كشته شدن سلول،وروتوكسين

 زيرا اين ،واسطه وروتوكسين است  تليال روده به اپي

باشد و با مرگ اين   ميGb3ير زياد سلول حاوي مقاد

هاي ترشحي تعادل جذب و ترشح  ها و بقاء سلول سلول

وروتوكسين با ، گردد  اسهال ميو موجبهم ريخته  به

ايجاد آسيب در سلولهاي گلومرولي منجر به باريك شدن 

ها و  و بستن عروق كوچك گلومرولي توسط پلاكت

ي يمرولي نارساشود و با كاهش فيلتراسيون گلو فيبرين مي

 افتد  است اتفاق ميHUS م تيپيكيحاد كليوي كه از علا

براي جلوگيري از توليد  ها ثرترين روشؤيكي از م. )5(

مناسب غذاها در هنگام پخت و  وروتوكسين گرمادهي

 باشد ي مييي در مواد غذايهاي شيميا دارنده استفاده از نگه

)6.(  

ثره ؤواد مكه در زمينه استخراج م توجه به اين با

شياكلي انتروهموراژيك و ير روي اشردثير آن أآويشن و ت

 ،باشد يتوليد وروتوكسين اطلاعات مدوني در دسترس نم

مقايسه اثر مهاري عصاره الكلي  آويشن  در اين تحقيق

وسيله   هر روي توليد وروتوكسين بدشيرازي 

اشريشياكولي انتروهموراژيك با دو روش آگلوتيناسيون 

 ورو مورد آزمايش قرار  رده  سلولي كشتمعكوس و 

 .گرفته است

  
  ها مواد و روش

از مركز ) Zataria Multiflora( گونه آويشن شيرازي

توسط متخصصين و آوري  تحقيقات كشاورزي تهران جمع

گيري  عصاره .تعيين هويت شد شناسي اين مركز گياه

 براساس اين .گرفت صورت Maceration method روش  به

شن به يهاي جوان گياه خردشده آو گرم از برگ 10روش 

 آب  به گرم10 درجه و85ليتر هيدرواتانول   ميلي100

ر روي دستگاه د ساعت 72مدت  مقطر اضافه گرديد و به
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خوبي  چرخاننده به آرامي مخلوط گرديده تا استخراج به

  .صورت گيرد

  سپس مخلوط حلال و گياه توسط صافي از هم 

. آيد دست ه ب(Crude extract)اوليه  هاي هعصار جدا تا

 گرديده و در ي اوليه وارد دستگاه تقطير در خلأها هعصار

ساعت  مدت يك ها به گراد حلال آن  درجه سانتي80دماي 

 ،دست آمد هشده ب به آرامي تبخير گرديد و عصاره تغليظ

متر   ميلي45/0وسيله فيلترهاي   هسپس عصاره گياهي ب

ليتري در يخچال تا   ميلي10ريل در ظروف است استريل و

ليتر از عصاره  يك ميلي .)7-9 (داري شد زمان استفاده نگه

 ساعت خشك 24 مدت   درجه به50شده در دماي  تغليظ

  .ليتر مشخص شد وزن خشك آن در ميلي و

  و E . coli ATCC 25922 ي شامل يدو سويه باكتريا

E. coli O157:H7 ATCC 33150 نس  از آزمايشگاه رفرا

 بررسي خاصيت ضدميكروبي  براي تهران تهيه و بوعلي

آمده  دست ههاي ب سويه. ها مورداستفاده قرار گرفت عصاره

ليتر محيط نوترينت   ميلي10از كشت نمونه رفرانس در 

 درجه 37براث كشت داده شد و هر دو سويه در 

سپس  . داري شد  ساعت نگه18 مدت گراد به سانتي

 تلقيح براساس كدورت براي ي هر نمونهيغلظت نها

ليتر تنظيم   در ميليCFU 107  تا 106فارلند در حدود  مك

  ).10 (شد

 E. Coli O157:H7 ساعته24سوپرناتانت كشت 

ATCC 33150دار با دور  فوژ يخچالووسيله سانتري  ه ب

g6000توده .  دقيقه از توده سلولي جدا شد20مدت    به

 25/0شسته شد و با بار با بافرفسفات نمكي  سلولي سه

از آن ) Tris-HCl)pH 7.5  مولار 01/0 ليتر بافر ميلي

عصاره سلولي با سونيكاسيون توده  .شد سوسپانسيون تهيه

  ).14(شد سلولي طبق روش ماركوس و همكاران تهيه

باكتري عصاره  براي رديابي اوليه خاصيت ضد

شده و همچنين تعيين قطر متوسط قطر هاله عدم  تغليظ

 روش انتشار از چاهك در محيط ، MICر غلظت رشد د

  ).11 (آگار مورد استفاده قرار گرفت

ين حداقل غلظت يشده براي تع پودر عصاره خشك

حداقل غلظت كشنده عصاره با  كننده رشد و ممانعت

استفاده از روش رقت در لوله در محيط مايع مورد 

شده  گرم از پودر خشك  ميلي50 .استفاده قرار گرفت

ليتر از محيط مايع حل شد و محلول  ه در يك ميليعصار

ي تهيه شد، در نتيجه يي با روش سريال رقت دوتاينها

، 56/1، 12/3 ،25/6، 5/12، 25هاي  ي در غلظتيها محلول

 آمد دست ليتر به گرم در ميلي  ميلي195/0 و 390/0، 780/0

  ).13  و12(

 در مقايسه TSBبا توجه به تحقيقات قبلي چون محيط 

 توليد وروتوكسين بهترين محيط برايها  با ساير محيط

 رديابي توكسين از هاي  آزمايشبرايشده بود   شناخته

 مذكور انجام آزمايش  براي. استفاده شدTSBمحيط 

 بازدارندگي رشد باكتري و شاهد 2/1-8/1هاي  غلظت

ليتر   ميلي1 تهيه شد و مقدار TSBفاقد عصاره در محيط 

 توكسين مثبت به ه مك فارلند سوي5/0از سوسپانسيون 

 كنترل كار به يك لوله شاهد نيز از براي. ها اضافه شد آن

ها   لوله. افزوده شدATCC25922سويه توكسين منفي 

گراد قرار   درجه سانتي37خانه   ساعت در گرم24مدت  به

هاي مورد مطالعه   ساعته سويه24هاي  كشت .شدند داده

 دقيقه 15مدت    بهg4000 با دور TSBدر محيط 
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سانتريوفوژ شدند و سپس سوپرناتانت را جدا كرديم و از 

 ميكرون عبور داديم، سپس توده سلولي را نيز 22/0فيلتر 

 درصد دوباره شستشو داديم و NaCl 85/0با استفاده از 

 ليزات سلولي تهيه و با ،با استفاده از روش سونيكاسيون

در مرحله  .يل گرديد ميكرون استر22/0استفاده از فيلتر 

بعد رديابي توكسين در سوپرناتانت و ليزات سلولي با 

ساخت شركت ( VTEC-RPLAاز كيت  استفاده

 و 13 (مورد ارزيابي قرار گرفت)  بيومديكال انگلستان

14.(  

ر روي رده دگيري سايتوتوكسيسيته  براي اندازه

ي يسريال رقتي دوتا  ميكروليتر از10سلولي ورو

  ساعته باكتري در24يا عصاره سلولي كشت سوپرناتانت 

هاي محتوي رده سلولي  محيط نوترينت براث به چاهك

 100 سلول ورو در104هر چاهك حاوي . ورو اضافه شد

  درصد10  حاويEMEMمحيط كشت سلول  ميكروليتر

 مول 104مول گلوتامين و   ميلي8/0، سرم جنين گوساله

 48مدت   بهº37پس از انكوباسيون در. كانامايسين بود

 نتايج با ميكروسكوب ،دارCO2انكوباتور  ساعت در

  ).15 (معكوس بررسي شد

  

  ها يافته
اثر عصاره گياهي بر رشد اشريشياكولي  ●

  :انتروهموراژيك

 780كننده رشد عصاره گياهي  حداقل غلظت ممانعت

  .ليتر و برابر باحداقل غلظت كشنده بود ميكروگرم در ميلي

ر روي توليد دي عصاره گياهي رات ممانعتيثتأ ●

  :وروتوكسين

رات ممانعتي بر توليد يثتأعصاره مورد آزمايش داراي 

كننده توليد  وروتوكسين بود و حداقل دوز ممانعت

ليتر براي   ميكروگرم در ميلي390وروتوكسين 

 دوز مورد نياز .)1جدول ( بود 2 و 1هاي  وروتوكسين

از حداقل غلظت  رت  ممانعت از توليد وروتوكسين كمبراي

تر از مهاركنندگي  هاي كم ممانعت از رشد بود و در غلظت

كاهشي در تعداد باكتري مشاهده نشد هر چند كه غلظت 

  .عصاره افزايش يافته بود

اثر عصاره گياهي بر سيتوكسيسيته سوپرناتانت  ●

  :و عصاره سلولي اشريشياكولي انتروهموراژيك

كسين با استفاده از اثر عصاره گياهي روي توليد وروتو

عنوان انديكاتوري  سلولي ورو به سيتوكسيسيته در روي رده

. براي مقدار وروتوكسين، مورد مطالعه بيشتر قرار گرفت

 از آنجايي كه عصاره گياهي، رشد باكتري را تحت تأثير

  

 تر از بازدارندگي هاي كم نتايج حاصل از تأثير غلظت -1جدول

 بر توليد وروتوكسين  الكلي آويشنهصار ع) ليتر ميكروگرم در ميلي(

   با استفاده از آگلوتيناسيون معكوس 2 و 1

E.coliO157:H7  هانمونه  

  ليزات سلولي  سوپرناتانت

  -  -  كنترل لاتكس

2VT خالص  ++++  ++++  

E. coli O157:H7  +++  +++  

E. coli ATCC25922 -  -  

390 -  -  

197  +  +  

97  ++  ++  
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  هاي مثبت و منفي با رده سلولي ورو نتايج حاصل از مواجهه كنترل -1شكل

CPE (1+) 0-25 %   CPE (2+) 25-50 %   CPE (3+) 50-75 % CPE (4+) 75-100 % 

  

هاي مثبت و منفي با رده  نتايج حاصل از مواجهه كنترل-2جدول

  سلولي ورو

  كنترل منفي  كنترل مثبت

 CPE  هانمونه *CPE  هانمونه

  اتانتسوپرن

E. coli 

O157:H7  

  سوپرناتانت +++

E. coli 

ATCC25922  

- 

  ليليزات سلو

E. coli 

O157:H7  

  وليليزات سل +++

E. coli 

ATCC25922  

- 

 -  كشت باكتري محيط ++++  VT2سم خالص 

كارواكرول تجاري 

94%  

 -  سلولكشت  محيط ++++

* CPE (Cytophatic effect) 

CPE (1+) 0-25 %   CPE (2+) 25-50 %   CPE (3+) 50-

75 % CPE (4+) 75-100 % 

هاي مختلف  غلظت دهد سيتوتوكسيسيته در قرار مي

عصاره  . خواهد بودCFU كننده مقدار توكسين در بيان

ليتر توليد   در ميليگرم ميكرو390 گياهي در غلظت

همچنين . كند داري مهار مياصورت معن وروتوكسين را به

ي كنترل كار و استاندارد كردن هاي مثبت و منفي برا كنترل

) 2 و جدول 1شكل (ها مورد استفاده قرار گرفت  روش

هاي مختلف عصاره  سيتوتوكسيسيته سلولي در غلظت

كند،  اي كاهش پيدا مي صورت برجسته  گياهي به

كه در غلظت صفر، عصاره گياهي صددرصد و  صورتي به

ليتر در حدود صفر   ميكروليتر در ميلي390در غلظت 

  ).3 و جدول 2شكل (باشد درصد مي

 ياه ي كه آزمايشيها عصاره گياهي در غلطت

سيتوتوكسيسيته انجام پذيرفت فاقد سميت براي رده 

سلولي ورو بود و تداخلي با اثر سمي وروتوكسين روي
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  بر توليد وروتوكسين با استفاده از رده سلولي ورو) ليتر گرم در ميلي ميلي (تر از بازدارندگي رشد هاي كم  تأثير غلظت نتايج حاصل از- 2شكل

CPE (1+) 0-25 %   CPE (2+) 25-50 %   CPE (3+) 50-75 % CPE (4+) 75-100 % 

  

 تر از بازدارندگي رشد هاي كم  تأثير غلظت نتايج حاصل از-3جدول

 بر توليدعصاره الكلي آويشن شيرازي ) ليتر ميكروگرم در ميلي(

  تفاده از رده سلولي ورووروتوكسين با اس

  ليزات سلولي  سوپرناتانت

 CPE  غلظت CPE *  غلظت

390  - 390  + 

197  +  195  -  

97  ++  97  ++  

* CPE (1+) 0-25 %   CPE (2+) 25-50 %   CPE (3+) 

50-75 % CPE (4+) 75-100 % 

  

ليتر  در ميلي وليترر ميك390رده سلولي ورو در غلظت 

كند كه   به روشني ثابت ميرمذكوتوجه به نتايج . نداشت

 .كند عصاره الكلي آويشن توليد وروتوكسين را مهار مي

  بحث
هاي مختلف توليد وروتوكسين با  در اين مطالعه در رقت

هاي  ته روي سلولسي و سيتوتوكسي تجاريدو روش كيت

 رنتايج نشان داد كه توليد توكسين د و ورو ارزيابي شد

شود كه نتايج   مهار ميترلي  ميكروليتر در ميلي390غلظت 

آمده از دو روش مورد استفاده دقيقاً مطابق بود و  دست هب

گل  ،همچنين با مطالعات قبلي كه اثر مهاري چاي سبز

ي بومي ژاپن ي ماكروليدها و برخي گياهان داروميخك،

روي توليد وروتوكسين را بررسي كرده بودند نيز مطابق 

  .)17 و 16 (بود

ي توليد وروتوكسين با استفاده از مطالعات مختلفي رو

هاي گياهي و اخيراً  ها و عصاره ها، اسانس بيوتيك آنتي

 ها صورت گرفته است كه برخي داراي اثر پروبيوتيك

   بوده و برخي داراي اثر  مهاري بر توليد وروتوكسين
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  .)18 (افزايشي بوده است

 آمده از اين مطالعه نشان داد كه عصاره دست هنتايج ب

 گياه آويشن شيرازي داراي اثر مهاري روي توليد يالكل

ها،  بيوتيك  ولي مكانيسم اثر آنتي،وروتوكسين است

هاي گياهي در مهار توليد وروتوكسين  ها و عصاره اسانس

ها،   برخي اسانسفي زيرا از طر،هنوز ناشناخته مانده است

ها داراي اثر مهاري هستند و از  بيوتيك ها و آنتي عصاره

 ،ها داراي اثر افزايشي هستند گر برخي از آنطرف دي

 مانند كوئينولونهاي  بيوتيك آنتي مثال براي

 افزايش موجباسپاروفلوكساسين و گرپافلوكساسين 

 ،شوند در صورتي كه آزيترومايسين توليد وروتوكسين مي

   .داراي اثر مهاري بودند ترومايسين و كلاريترومايسينيار

ست  انه صورت گرفته اينپيشنهاداتي كه در اين زمي

صورت مستقيم يا   هاي گياهي به كه احتمالاً عصاره

برداري و ترجمه  غيرمستقيم با تداخل در مراحل نسخه

شوند و اثر افزايشي   كاهش توليد وروتوكسين ميموجب

م باكتري ژنو چون روي …هاي كوئينولون و  بيوتيك آنتي

   .)19 (باشد مي قاء فاژ مولد توكسينلكند ناشي از ا اثر مي

بنابراين بررسي مكانيسم اثر آويشن شيرازي در مهار 

رشد باكتري و مهار توليد وروتوكسين و بررسي اثر آن 

 ي و برهم كنش آن بايعنوان چاشني در مواد غذا به

ي و بررسي اثر ساير گياهان بومي ايران يتركيبات مواد غذا

  .رددگ بر رشد باكتري و توليد وروتوكسين پيشنهاد مي

  گيري نتيجه
 مذكورآمده نشان ميدهد كه استفاده از گياه  دست  نتايج به

تواند رشد و توليد  عنوان چاشني در غذاها مي به

ثير قرار دهد و أوروتوكسين در انتروهموراژيك را تحت ت

ي يجاي مواد شيميا ي بهيدارنده غذا عنوان نگه از آن به

ه الكلي هاي عصار استفاده كرد و گرچه برخي غلظت

دهد اما  نشان مي هاي ضدباكتري مشخص از خود فعاليت

باكتريال نياز به  عنوان يك تركيب آنتي  معرفي آن به

 .اطلاعات بيشتر دارد
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Abstract 

Comparison of Inhibitory Effect of Thyme Alcoholic Extract on 

Verotoxin Production by Entrohemorrhagic Escherichia Coli 

through Reverse Agglutination and Vero Cell Culture 
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Introduction: The Escherichia coli O157:H7 is considered an agent responsible for the outbreak of 

hemorrhagic colitis and the hemolytic uremic Syndrome (HUS). This serotype belongs to the subspecies 

of enterohemorrhagic E. coli (EHEC). The EHEC O157:H7 produces intimin, Shiga toxins (Stx1, Stx2 

or both). This study investigates the effect of thyme alcoholic extract on the growth and production of 

verotoxin of Escherichia coli o157:h7. We also examine cytotoxicity on the vero cell line 

Materials and Methods: Extraction was performed using ethanol 85° the extract was then 

concentrated. For initial screening agar well diffusion assay was used. Dried extract powder was used 

for determination of Minimal Inhibitory Concentration (MIC) & Minimal Bactericidal Concentration 

(MBC) through tube dilution method in broth media. Verotoxin was produced in inhibitory 

concentration using VTEC-RPLA kit (Reverse Passive latex Agglutination) .Cytotoxicity on the vero cell 

line was performed and the result was examined using a converted microscope and was compared to 

the result of VTEC-RPLA kit. The procedure was repeated three times. 

Results: The dried herb mean weight was 50 mg/ml and MIC&MBC was 1/64= 780µg/ml and SIC: 

1/128=390µg/ml and SIC: 1/256=195µg/ml.Inhibitory zone of MIC was 13 mm. Verotoxin production 

in inhibitory concentration of less than 390µg/ml was totally controlled. The results of VTEC-RPLA kit 

and Vero cell Cytotoxicity were similar. 

Conclusion: Our result indicates that thyme, as an ingredient added to the food, can affect the growth 

of Entrohemorrhagic Escherichia coli. This means that it could be used as a natural preservative 

replacing the chemical ones. Although some of the concentrations of the thyme alcoholic extract 

showed pronounced antibacterial activity, the introduction of it as an antibacterial compound requires 

further investigation.  

Key words: Entrohemorrhagic Escherichia, Thyme (Zataria Multiflura), Cytotoxicity Assay, Verotoxin 
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