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Abstract 
BACKGROUND: Staphylococcus aureus is one of the most important pathogenic microorganisms in meat products, 

especially those that are repeatedly handled by hand in the production process. Beta-lactam drugs, especially new 

generations of Cephalosporins, are used for treatment of most infections that are caused by Staphylococcus aureus. 

But the production of beta-lactamase enzyme by some strains has led to the failure for treating the infections that are 

associated with this organism. 

OBJECTIVES: The present study was conducted to evaluate the prevalence and comparison of the antimicrobial 

effect of methanolic extracts of red pepper and red onion on Staphylococcus aureus with beta-lactamase gene that was 

isolated from minced meat in Semnan city. 

METHODS: For this reason, sampling from 30 distribution and supply centers of packaged meat in Semnan city was 

performed in hygienic conditions and all of the samples were tested for presence of Staphylococcus aureus with beta-

lactamase gene by biochemical methods and molecular confirmation by PCR assay. Also, the antibacterial effect of 

red pepper and red onion extracts on these isolates was evaluated by minimum inhibitory concentration (MIC), 

minimum bacterial concentration (MBC), well distribution and bacterial growth curve tests. 

RESULTS: The results showed that 16.6 percent of samples were contaminated with Staphylococcus aureus with 

beta-lactamase gene. Red pepper and red onion extracts had good antibacterial effects on these isolates and in all the 

tests, the red pepper extract was more effective than the red onion extract. 

CONCLUSIONS: By proving stronger antimicrobial effect of red pepper, it is recommended to use pepper in 

sufficient amounts along with onion in foods that are made from minced meat like all kinds of Kebab. 
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Figure Legends and Table Captions 

Table 1. Primer used for amplification of 16s rRNA and blaZ gene. 

Table 2. Total conditions used in investigation of the effect of different concentrations of pepper and onion extracts on S.aureus growth chart. 
Table 3. Number of samples contaminated with S. aureus. 

Table 4. Antibacterial activity of red pepper and red onion extracts on isolated S. aureus bacteria with beta-lactamase gene. 

Figure 1. Results of agarose gel electrophoresis of PCR products. M: 100bp ladder; B1: Negative control (Ecoli isolate) for S. aureus approval. 

test; Sa+: S. aureus positive control (ATCC29213); lanes 1-5: S. aureus positive samples; B2: Negative control for blaZ tracking; Bla+: Positive 

control for blaZ obtained from sequencing results (Table 2); lanes 6-10: Positive samples with blaZ gene. 

Figure 2. Staphylococcus aureus growth curve and linear gradient (additive growth rate) in the presence of different conditions including control, 

Red pepper and Red onion extracts each one exclusively and also in combination simultaneously (O: Onion, P: Pepper). 
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 هایکردهواجد ژن بتالاکتاماز در گوشت چرخ استافیلوکوکوس اورئوسبررسی میزان آلودگی به باکتری 

 قرمز های متانولی فلفلبندی شده در شهر سمنان و تاثیر عصارهبسته

(Capsicum frutescens( و پیازقرمز )Allium cepaبر ضد آن )ها 
 

  1کنعانیمنصوره ، 2صغری بیرگانی فرهانی ،3غزل شمشادی ،3، نجمه رضایی2حمید استاجی ،1اشکان جبلی جوان

 گروه بهداشت مواد غذایی، دانشکده دامپزشکی دانشگاه سمنان، سمنان، ایران 1

 گروه پاتوبیولوژی، دانشکده دامپزشکی دانشگاه سمنان، سمنان، ایران 2

 رانیدانشگاه سمنان، سمنان، ا یدانش آموخته دانشکده دامپزشک 3

 
 1398ماه آذر 01 تاریخ انتشار آنلاین:  1398ماه  تیر 12 :تاریخ پذیرش  1398 ماه اردیبهشت 8تاریخ دریافت: 

 چکیده
 

 س اورئوساستافیلوکوکوهایی که طی تولید مکررا با دست تماس دارند، های گوشتی به ویژه آنزا در فرآوردهبیماریهای ترین میکروارگانیسم: یکی از مهم :زمینۀ مطالعه

م ید آنزیشود، اما تولها استفاده میهای جدید سفالوسپوریناز داروهای بتالاکتام به خصوص نسل استافیلوکوکوس اورئوسهای ناشی از باشد. برای درمان اغلب عفونتمی

 های وابسته به این ارگانیسم شده است.ها موجب ناموفق بودن درمان عفونتبتالاکتاماز توسط برخی از سویه

 بتالاکتاماز نژ واجد هایاستافیلوکوکوس اورئوس بر قرمزپیاز و قرمزفلفل متانولی هایمیکروبی عصاره ضد اثر ارزیابی میزان آلودگی و مقایسه هدف با حاضر تحقیق :هدف

 .شد انجام کرده در شهر سمنانچرخ گوشت از شده جدا

وکوس استافیلوکها از نظر حضور بهداشتی انجام شد و تمام نمونه شرایط تحت سمنان شهر در بندی شدهگوشت بسته عرضه و توزیع مرکز 30 از برداریبدین منظور نمونه :کارروش

قرمز قرمز و پیازهای فلفلقرار گرفتند. همچنین اثر ضد باکتریایی عصاره PCRهای بیوشیمیایی و تایید مولکولی با تست واجد ژن بتالاکتاماز مورد آزمایش جداسازی با روش اورئوس

 رشد باکتری ارزیابی شد.(، انتشار چاهک و منحنی MBC(، حداقل اثر کشندگی )MICهای حداقل اثر مهاری )های مذکور با تستبر جدایه

ر ضد قرمز اثر ضد باکتریایی خوبی را بقرمز و پیازهای فلفلواجد ژن بتالاکتاماز بودند. عصاره استافیلوکوکوس اورئوسها آلوده به باکتری درصد نمونه 20نتایج نشان داد که  :نتایج

 قرمز موثرتر بود.پیاز قرمز نسبت بهها عصاره فلفلها نشان دادند و در تمام تستاین جدایه

نار پیاز از شوند حتما در ککرده تهیه میشود در غذاهایی مانند انواع کباب که از گوشت چرخقرمز توصیه میتر فلفلبا اثبات اثر ضد میکروبی قوی :نهایی گیرینتیجه

 فلفل نیز به میزان مناسب استفاده شود.
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مهمقد

های میکروبی ناشی از مواد طول دهه گذشته وقوع بیماریدر 

غذایی نه تنها در کشورهای در حال توسعه دارای فقر بهداشتی، بلکه 

در کشورهای توسعه یافته با استاندارد بالای بهداشتی نیز رو به افزایش 

 (.17بوده است )

زا )پاتوژن( در های بیماریترین میکروارگانیسمیکی از مهم

هایی که طی تولید مکررا با دست های گوشتی به ویژه آندهفرآور

)عامل مسمومیت غذایی  استافیلوکوکوس اورئوستماس دارند، 

باشد و در حال حاضر سلامت عمومی را در استافیلوکوکال( می

سراسر جهان به خطر انداخته است. در انسان، این باکتری در قسمت 

درصد از جمعیت  30تا  20در قدامی بینی بزرگسالان وجود دارد و 

درصد افراد به صورت متناوب  60انسانی به صورت دائم و پایدار و در 

آوری و توزیع غذا شود. لذا افرادی که در مراکز تهیه، عملدیده می

 تحقیقات دامپزشکیمجله 
 1398 ،4 شماره ،74دوره 
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فعالیت دارند، در صورت عدم رعایت مسائل بهداشتی قادرند باکتری 

 (.5را به غذا انتقال دهند )

فی های مختلدارای توکسین کوس اورئوساستافیلوکوباکتری 

های مانند لوکوسیدین، همولیزین و انتروتوکسین است، که در بیماری

غذازاد، انتروتوکسین از اهمیت زیادی برخوردار بوده و مصرف مواد 

دد گرغذایی آلوده به این توکسین موجب بروز مسمومیت غذایی می

جود توان به ووکوکی می(. از دلایل شیوع بالای مسمومیت استافیل4)

باکتری در پوست و مخاط کارکنان، مقاومت و رشد باکتری در محیط

تر تولید انتروتوکسین مقاوم به حرارت های قندی نمکی و از همه مهم

 (.15 ،18اشاره کرد )

 استافیلوکوکوس اورئوسهای ناشی از برای درمان اغلب عفونت

ها جدید سفالوسپورین هایاز داروهای بتالاکتام به خصوص نسل

شود، اما افزایش سریع مقاومت به این داروها موجب استفاده می

های وابسته به این ارگانیسم شده است. ناموفق بودن درمان عفونت

ترین مکانیسم مقاومت به داروهای بتالاکتام در اصلی

های های بتالاکتاماز و یا تغییر پروتئینها تولید آنزیماستافیلوکوکوس

باشد که تمایل ( میPenicillin Binding Proteins, PBPsدیواره )

پنیها به دارو منجر به مقاومت وسیعی نسبت به یافته آنکاهش

د. شوها میها و کارباپنمنیمه سنتزی، سفالوسپورینهای سیلین

ه نحوی کنند ببتالاکتامازها به طور انتخابی حلقه بتالاکتام را باز می

ها برقرار PBS با تواند اتصال موثرییافته دارو نمیییرکه ساختار تغ

( همبستگی بین 22یابد )نماید و در نتیجه سنتز سلولی ادامه می

 وساستافیلوکوکوس اورئهای بالینی سیلین در ایزولهمقاومت به پنی

گزارش شد. طبق آمار،  1944و تولید بتالاکتاماز، اولین بار در سال 

 50، به 1946درصد در سال  5باکتری از میزان های مقاوم سویه

، رسیده 2000درصد تا سال  90و به بیش از  1950درصد در سال 

 (.7است )

 یهاگونهدر  هابتالاکتام برابر در هیاول مقاومت سمیمکان دو

گذاری های بتالاکتاماز کدبیان آنزیم :است توجه قابل لوکوکوسیاستاف

ن سیلیهای اتصال دهنده پنیو تولید پروتئین blaZشده توسط ژن 

2a  که توسط ژنMecA  پنیکدگذاری شده است. شیوع مقاومت

های جانوری ناشی از استافیلوکوکوس اغلب به دلیل در بیماریسیلین 

است. اپران  blaبخشی از اپران سه قسمتی  blaZاست. ژن  blaZژن 

bla  شاملblaZ ،blaI  وblaR1 ( 10است.) 

های مختلفی برای ارزیابی محصولات بتالاکتاماز در تست

تواند انجام شود. یک روش کیفی برای ها میاستافیلوکوکوس

است. در  Nitrocefinهای جداسازی بتالاکتاماز، استفاده از دیسک

های باکتریایی در سرم فیزیولوژی بر روی این روش از سوسپانسیون

ییر رنگ دیسک مورد بررسی قرار شود و تغها استفاده میاین دیسک

 cloverگیرد. یک روش دیگر، استفاده از تست میکروبیولوژیک می

leaf  است. در این تست، بر روی محیط آگار مولر هینتون، یک سویه

کدیس، به عنوان شاخص، و از استافیلوکوکوس اورئوسآکسفورد 

 (.23)شود سیلین استفاده میحاوی یک میکروگرم بنزیل پنیهای 

 72های فنوتیپی حساسیت کمتر از با توجه به اینکه این تست

 gold، به عنوان PCRبا استفاده از روش  blaZدرصد دارند، ردیابی 

standard (.10شود )توصیه می 

نتایج مطالعات انجام شده بر روی آلودگی باکتریایی غذاهای 

 و ماهی از کوبیدهها نشان داد که کبابمصرفی در برخی از دانشگاه

 6/55اند و ترین نوع غذاها بودهها آلودهنظر شمارش کلی باکتری

اند و بوده استافیلوکوکوس اورئوسها دارای آلودگی درصد نمونه

 هایفقط در نمونه استافیلوکوکوس اورئوسهمچنین آلودگی به 

 (.26کوبیده وجود داشته است )مربوط به کباب

 ضد میکروبی، ترکیبات و شیمیایی داروهای کشف زمان از

 مه،ه این با ولی گردیده، پذیرامکان غذایی هایعفونت کنترل گرچه

گرانین این بر علاوه و هستند مقاوم فوق ترکیبات به هاباکتری برخی

 ارضعو و مصنوعی هایافزودنی اثر پتانسیل و ایمنی خصوص در هایی

 شده مطرح کنندگانمصرف سلامت بر شیمیایی هاینگهدارنده جانبی

 دض ترکیبات با هاآن جایگزینی بحث به توجهات شدن معطوف که

 توجه میان، این در. است داشته پی در را طبیعی میکروبی

 اهیگی ترکیبات از استفاده به کنندگانمصرف و تولیدکنندگان

 رارق مطالعه مورد فوق، ترکیبات میکروبی ضد خواص که شده معطوف

 هب هاقارچ و مخمرها ها،باکتری از وسیعی طیف علیه اثرشان و گرفته

 (.19است ) رسیده اثبات

 در یگیاه هایافزودنی ترینپرکاربرد و ترینمهم از فلفل و پیاز

می کوبیده کباب مانند کرده چرخ گوشت از شده تهیه غذایی مواد

 نام با لاله خانواده از زمینی زیر گوشتی ایغده گیاه نوعی پیاز .باشند

 ریشه بخش و هوایی بخش دارای پیاز. است Allium cepa علمی

 نآ ژنتیک و محیط ترکیب به مربوط پیاز مزه و بو. است خوراکی

 هنگام در که است فراری گوگردی مواد به مربوط پیاز بوی. است

 یازپ گردند. فلاوونوئیدهایتجزیه می اتاق معمولی حرارت در تقطیر

 شوندمی فعال هامیکروارگانیسم برابر در که هستند شیمیایی ترکیبات

 آنتی اثر هامیکروارگانیسم رشد برابر در آزمایشگاه، محیط در و

 (.31) دهندمی نشان خود از باکتریال
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 درمان در سنتی طب در که از جمله گیاهانی است قرمز فلفل

 دارای و علفی است گیاهی فلفل. شوندمی استفاده چرکی هایعفونت

 ضد ترکیبات از برخی. است Piperaceae تیره از که کرک بی ساقه

 تاپینن،ب کاپسانتین، ترپینر،: از عبارتند آن از شده استخراج میکروبی

 (.33) ترپینئول و لینالئول آلفاپینن،

 یکروبیم ضد اثر مقایسه و بررسی هدف با حاضر تحقیق بنابراین

 استافیلوکوکوس اورئوس بر قرمزپیاز و قرمزفلفل متانولی هایعصاره

 .شد انجام کرده،چرخ گوشت از شده جدا بتالاکتاماز ژن واجد

 کارروشمواد و 

 مز ازقرپیاز قرمز ومیوه فلفل تهیه از پستهیه عصاره الکلی: 

 ودموج احتمالی هایناخالصی آن دقیق شناسایی و محلی هایفروشگاه

سایه خشک گردید و خرد و در  های خوراکی گیاهگردید، قسمت جدا

 با 5به  1 نسبت با سپس و درآمد پودر بصورت کردن پس از آسیاب

 درآورده سوسپانسیون به صورت (v/v)در آب مقطر  درصد 70 متانول

 ساعت 24 از پس و شدند داشته نگه آزمایشگاه محیط و در شدند

 بزرگ صافی هایکاغذ به وسیله و جدا شدند هم از گیاه و حلال مخلوط

 انجام دقیق (، فیلتراسیون1کوچک )واتمن شماره  و (41)واتمن شماره 

ده تبخیر کنن دستگاه در خالص عصاره .شود حاصل خالص عصاره تا شد

 در و گرفت ( قرارIKA)روتاری( ) ساخت آلمان، شرکت  خلا دوار تحت

 تبخیر آرامی به ساعت 1 به مدت آن حلال سانتیگراد درجه 45دمای 

 (.20آمد ) دست به شده عصاره غلیظ و

 از بردارینمونه: برداری و جداسازی استافیلوکوکوسنمونه

 حتت سمنان شهر در بندی شدهگوشت بسته عرضه و توزیع مرکز 30

 رها دانجام شد و نمونه تصادفی بهداشتی و به صورت کاملاا  شرایط

بهداشت مواد غذایی  آزمایشگاه به یخ گرمی در کنار 500های بسته

 گرم 25 ابتدا استافیلوکوکوس اورئوس جداسازی برای. شدند منتقل

زوده اف اولیه کننده غنی بعنوان واتر پپتون سیسی 225به  نمونه از

سانتیگراد  درجه 37 در ساعت 24کامل،  کردن مخلوط از پس و شد

 کشت محیط در نمونه هر از سی سی 1/0گرمخانه گذاری شد. 

د پارکر( کشت داده ش )آگار برد اورئوساستافیلوکوکوس  اختصاصی

گرمخانه گذاری  درجه سانتیگراد 37 دمای در ساعت 24 به مدت و

 های سیاه با هاله شفاف اطرافیکلنی (. تایید بیوشیمیایی30گردید )

 اتالازک و حرارت به مقاوم نوکلئاز و کواگولاز تولید هایآزمون به وسیله

 های(. پس از تایید بیوشیمیایی کلنی2)گرفت  صورت

از نظر جنس و گونه و حضور  PCRبا روش  استافیلوکوکوس اورئوس

شده د های تاییژن بتالاکتاماز مورد بررسی و تایید قرار گرفتند. جدایه

درجه سانتیگراد در محیط آبگوشت  37ساعت در دمای  18به مدت 

 اول کشت از مجدد کشت ( کشت داده شد. سپسBHIقلب و مغز )

 سانتیگراد نگهداری درجه 37 دمای در ساعت 18 مدت به و داده شد

 گلیسرین با 5 به 1 نسبت به استوک تهیه برای دوم از کشت. شد

 هایلوله میکرولیتری در 100 هایحجم در و مخلوط استریل

 (.16درجه سانتیگراد نگهداری شد ) -20 در استریل اپندورف

از  DNAجهت استخراج  استخراج اسیدهای نوکلئیک:

ها از یخچال خارج شده ابتدا نمونه S. aureusهای ذخیره شده جدایه

 37در دمای  (LB)ساعت در محیط لوریا برتانی آگار  24و بمدت 

ت های رشد یافته برداشدرجه سانتیگراد کشت شدند. سپس از پرگنه

نیم نرمال  NaOHمیکرولیتر  25های حاوی کرده و به میکروتیوب

دقیقه،  30ای یکنواخت بدست آید. پس از گذشت افزوده شد تا شیرابه

میکرولیتر تریس یک مولار به سوسپانسیون فوق اضافه گردید تا  25

نهایی  pHها توسط سود متوقف شده و محلولی با م باکتریعمل هض

میکرولیتر آب مقطر استریل  450تهیه شود. بلافاصله با افزودن  5/7

میکرولیتر رسیده و رقت نهایی از  500به مجموعه حجم محلول به 

 تهیه گردید.  PCRجهت انجام آزمون  DNAعصاره 

و   .aureusSتایید مولکولی  جهت  PCRآزمون انجام

 هایسوش از  DNAاستخراج مراحل انجام از پس:  blaZژن ردیابی

 رازم پلی ایزنجیره واکنش مطالعه، مورد استافیلوکوکوس آرئوس

 2015در سال  و همکاران Trungشده توسط  ارائه پروتکل مطابق

گونه  16SrRNAتوالی  اختصاصی پرایمر جفت یک از استفاده با

S.aureus،  و جهت ردیابی ژن بتالاکتامازblaZ  از پرایمرها و پروتکل

 دستگاه درون 2005و همکاران در سال  Haveriارائه شده توسط 

 تحت و سیکل 35 در XP (BIOER tech. China)ترموسایکلر 

 درجه 94 در دقیقه 3 اولیه دناتوراسیون: شد انجام زیر دمایی شرایط

 40 اتصال سانتیگراد، درجه 94 در دقیقه 1 دناتوراسیون ، سانتیگراد

 درجه 72 در ثانیه 40 سازیطویل سانتیگراد، درجه 3/57 در ثانیه

 سانتیگراد انجام درجه 72 در دقیقه 4 نهایی سازیطویل و سانتیگراد

 مطالعه این در استفاده مورد پرایمرهای توالی (.13 ،27پذیرفت )

 میکرولیتر 25 نهایی حجم در واکنش مخلوط است. آمده 1جدول در

 مستر میکرولیتر 5/12 شده، استخراج DNA میکرولیتر 3: شامل

 آب میکرولیتر 5/7 (،1میکرولیتر از پرایمرها )جدول  1 میکس،

 .شد تهیه لیتریمیلی 2/0 میکروتیوب یک در استریل مقطر

 5/1 آگارز ژل روی  PCR، محصولات PCRنتایج قرائت برای

 هایواکنش تمام در منفی و شاهد مثبت. گردید الکتروفورز درصد

PCR به عنوان شاهد مثبت گونه . گرفت قرار استفاده مورد

و به عنوان شاهد  29213از سویه استاندارد  استافیلوکوکوس آرئوس
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منفی از گونه اشریشیاکلی استفاده شد. بدلیل عدم وجود سویه 

اضر، محصولات جهت استفاده در مطالعه ح blaZاستاندارد واجد ژن 

تکثیر شده در آزمون مورد نظر جهت تعیین توالی به شرکت 

 Nucleotideسیناکلون ارسال شده و نتایج اخذ شده پس از انجام 

BLAST  مشخص نمود که توالی مربوط به محصولات تکثیر شده

 با  PCRنتایج صحت باشند. بعلاوهمی blaZمتعلق به ژن  دقیقاا 

 بیوگرام علیهمقاومت فنوتیپی در تست آنتی فاقد سوش از استفاده

 اختصاصیغیر باندهای وجود لحاظ از های بتالاکتامبیوتیکآنتی

شد  استفاده plus100 -bpمارکر نیز ژل اول گوده در. گردید کنترل

 استفاده   Ethidium Bromideرنگ از ژل آمیزیرنگ برای. (1)تصویر 

 شد بررسی نتایج  UVدستگاه زیر  و شده

استافیلوکوکوس های ها بر جدایهاثر ضد میکروبی عصاره

 تلقیح میزان تهیه جهت تهیه میزان تلقیح باکتری:-اورئوس

 BHI آبگوشت محیط داخل گلیسیرینه به استوک از کشت باکتری

 گرمخانه ساعت 18 مدت به سانتیگراد درجه 37دمای  در و برده

دمای  در و شد داده مجددی کشت اول کشت از شد. سپس گذاری

 از کشت .شد گذاری گرمخانه ساعت 18 مدت به سانتیگراد درجه 37

 لیترمیلی 4 حاوی که کووتی لوله داخل به مختلفی مقادیر دوم

 طول در 1/0نوری  جذب تا شد منتقل بود، استریل BHI آبگوشت

 از لیترمیلی 1 انتقال با سپس. آید دست به نانومتر 600 موج

لیتر آب میلی 9حاوی  لوله به کووت، داخل باکتریایی سوسپانسیون

 به نمای منفی شش، از 10های متوالی تا درصد رقت 1/0پپتونه 

 آگار BHI های حاویپلیت به رقت هر از میکرولیتر 100 انتقال طریق

 در ساعت 24 مدت به هاپلیت .شد داده کشت شده، تهیه هایرقت از

 مدت، این از پس و شد گذاری گرمخانهسانتیگراد  درجه 35 دمای 

 باکتری تعداد میانگین طریق این از و شمارش شد باکتری تعداد

با دو  1/0 معادل نوری جذب با باکتری حاوی سوسپانسیون درکووت

بار تکرار محاسبه شد. با مشخص شدن این عدد، هرگاه که 

تری تهیه شود، تعداد باک 1/0سوسپانسیون باکتریایی با جذب نوری 

توان از این سوسپانسیون در آن معادل عدد محاسبه شده بوده و می

های دلخواه را تهیه نمود. البته در هر مورد تعداد دقیق باکتری غلظت

تلقیح شده از طریق کشت هم زمان باکتری و شمارش تعداد کلونی 

 (.11محاسبه شد )

در : (agar well diffusionروش انتشار از چاهک در آگار )

(. بدین 28این روش از محیط آگار مولر هینتون استفاده گردید )

ترتیب که سواب های پنبه ای استریل، درون سوسپانسیون باکتریایی 

در هر میلی لیتر غوطه ور شدند و درون لوله در  CFU 610با غلظت 

قسمت بالای سطح مایع، به دیواره لوله فشرده شدند. سپس سواب به 

لیت حرکت داده شد تا تلقیح به خوبی انجام سرعت در تمام سطح پ

میلی متر،  6شود. در هر پلیت شش چاهک با فواصل یکسان به قطر 

میلی  2ای که یکی در مرکز و پنج تا در اطراف ساخته شد، به گونه

ها به صورت آسپتیک با تا از چاهک 5متر از لبه پلیت فاصله داشت. 

، 300، 200، 100) صارههای مختلف هر عمیکرولیتر از غلظت 50

درصد  5براث حاوی  BHIلیتر در گرم در میلیمیلی 500و  400

DMSO50ها نیز به عنوان کنترل با ( پر شدند. یکی از چاهک 

پر شد.  DMSOدرصد  5براث حاوی  BHIمیکرولیتر محیط استریل 

درجه سانتیگراد قرار گرفتند تا  4ساعت در دمای  2ها به مدت پلیت

 37ساعت در دمای  24ر آگار پخش شود و سپس به مدت عصاره د

درجه سانتیگراد گرمخانه گذاری شدند. در نهایت محدوده ممانعت بر 

گیری شد. آزمایش با سه بار تکرار انجام شد و متر اندازهحسب میلی

 (.1انحراف معیار گزارش گردید ) ±نتایج به صورت میانگین 

( به روش MICتعیین حداقل غلظت بازدارنده رشد ) 

غلظت  حداقل تعیین جهت مطالعه حاضر، در: میکرودایلوشن

 ته با چاهک خانه 96 پلیت از میکرودایلوشن روش به رشد بازدارنده

های متوالی از غلظت .گردید استفاده میکرولیتر 300 با حجم و گرد

سپس . تهیه شد DMSO درصد 5 حاوی BHI آبگوشت ها درعصاره

 96 هایپلیت از هر کدام به هاغلظت از کدام از هر لیترمیکرو 200

 باکتری هر سوسپانسیون از میکرولیتر 30 تا و شد داده انتقال خانه

 لیتر باکتریدر هر میلی x 5 CFU 510غلظت نهایی  شد )با اضافه نیز

 و باکتری سوسپانسیون از متوالی هایتهیه رقت با چاهک(، که هر در

 ره محتویات. گردید تایید کلونی تعداد و شمارش پلیت در کشت

مخلوط  شیکر به مجهز Plate Reader توسط دقیقه 2 به مدت چاهک

 با و زمان صفر در Plate Reader از با استفاده نوری جذب سپس. شد

 در ساعت 24مدت  به هاپلیت. شد خوانده نانومتر 006 موج طول

 اتمام از بعد و گذاری شدند گرمخانه سانتیگراد درجه 35 دمای

 چشمی صورت به هاچاهک کدورت در عدم یا کدورت گذاری گرمخانه

 گذاری گرمخانه از بعد با جذب نوری خوانده شده و گردید مشاهده

 که بود صورت به این کار روش. شد تایید Plate Reader توسط

نسبت به زمان  1/0یا مساوی افزایش جذب نوری به میزان بزرگتر 

ا هغلظت از عصاره اولین صفر به معنای رشد باکتری و ایجاد کدورت و

( MIC) رشد بازدارنده غلظت منزله حداقل به بودند کدورت فاقد که

 (.16،  24) شدند گرفته نظر در

MBC تعیین حداقل غلظت کشندگی باکتری )باکتری :

های متوالی عصاره و از رقت میکرولیتر MBC ،20برای تعیین کشی(: 
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فاقد کدورت بودند، در محیط  MICسوسپانسیون باکتری که در تست 

ساعت  24تازه نوترینت آگار به صورت خطی کشت داده شد و به مدت 

درجه سانتیگراد گرمخانه گذاری شد. کمترین غلظتی که  37در دمای 

 (.1ش شد )گزار MBCفاقد رشد در محیط نوترینت آگار بود، به عنوان 

های پیاز و فلفل بر نمودار رشد بررسی اثر عصاره

در این مرحله بر اساس نتایج حاصل از تعیین حداقل باکتری: 

های تحت ( اثر غلظت4ها )جدول غلظت بازدارنده رشد عصاره

های پیاز و فلفل به تنهایی و به صورت توام با هم بازدارنده عصاره

ساعت مورد  24تایید شده در طی های روی رشد یکی از ایزوله

های مورد استفاده عبارت بودند از عصاره ارزیابی قرار گرفت. غلظت

لیتر و عصاره متانولی پیاز میلی گرم بر میلی 5/7متانولی فلفل صفر و 

لیتر. مجموع حالات مورد استفاده در گرم بر میلیمیلی 5/12و  0

های تهیه شده )در لیتر از محلولمیلی 10آمده است.  2جدول 

میکرولیتر  100ها توزیع شد و سپس های مختلف( در لولهغلظت

لیتر( در میلی x 5 CFU 510سوسپانسیون باکتری )با غلظت نهایی 

درجه سانتیگراد  35ها در دمای لوله اضافه گردید. لوله 4به هر 

، 12، 10، 8، 6، 4، 2، 1های صفر، گرمخانه گذاری شدند و در ساعت

های فوق تهیه شد و لوله در زمآن 4های مورد مطالعه از هر رقت 24

به صورت سه تایی کشت داده شد و بعد از گرمخانه  BHIدر پلیت آگار 

درجه سانتیگراد شمارش  35ساعت در دمای  24گذاری به مدت 

ها در ساعات مورد نظر بر حسب تعداد کلونی انجام شد و تعداد باکتری

 ( محاسبه شد. log CFU/ml) لیترمیلیدر هر  CFUلگاریتم 

نمودارهای مربوط به منحنی رشد باکتری با نرم افزار 

Graphpad prism 4 های آماری بین ترسیم شد و کلیه تحلیل

ها در ساعات مختلف و همچنین شیب خط لگاریتم تعداد باکتری

صورت گرفت.  SPSS 16افزار های رشد با استفاده از نرممنحنی

همراه تست  way ANOVA-Oneها از تست جهت مقایسه داده

 Repeatedهای مکرر )تکمیلی توکی و همچنین آنالیز ارزیابی

measure برای بررسی روند رشد استفاده شد و اختلاف میانگین )

 .دار تلقی گردیددرصد از لحاظ آماری، معنی 5ها در سطح داده

 یجانت

میزان آلودگی به باکتری  ها:میزان آلودگی نمونه

و تایید ملکولی باکتری و ژن بتالاکتاماز  استافیلوکوکوس اورئوس

و  2کرده به ترتیب در جدول های گوشت چرخها در نمونهجدایه

شود از گونه که مشاهده مینمایش داده شده است. همان 1تصویر  

استافیلوکوکوس درصد(  3/73کرده )های چرخنمونه از گوشت 22
نیز تایید شدند  PCRها با تست جدا گردید که تمام جدایه اورئوس

های نمونه از جدایه 5نیز نشان داد که   blaZ ژن (. ردیابی1)تصویر 

 6/16های آلوده و درصد از نمونه 7/22) استافیلوکوکوس اورئوس

 (.1ها( حاوی ژن بتالاکتاماز بودند )تصویر درصد از کل نمونه

بر اساس نتایج این پژوهش، ها: اثر ضد میکروبی عصاره

جدایه  5قرمز بر روی های پیاز و فلفلفعالیت ضد باکتریایی عصاره

آمده  4حاوی ژن بتالاکتاماز در جدول  استافیلوکوکوس اورئوس

د ها و بر ضگردد در تمامی آزمایشاست. همان گونه که مشاهده می

ری قرمز اثر مهاعصاره فلفل استافیلوکوکوس اورئوسهای تمام جدایه

تری دارد که این برتری در ارتباط با آزمایش انتشار چاهک از قوی

.(P<05/0باشد )نظر آماری نیز معنادار می

 
 

 .blaZو  16s rRNAمشخصات پرایمرهای استفاده شده جهت ردیابی ژن . 1جدول 

 نام پرایمر توالی پرایمر محصولی اندازه ژن هدف

16S rRNA 
515 bp 5'- AAGGGCGAAATAGAAGTGCCGG-3' S. aureus.F 

515bp 5´- ATGGTCGGTTCCTTAGAAAACAAACTTG-3' S. aureus.R 

blaZ 
579bp 5'- AAGAGATTTGCCTATCCTTC-3' 

blaZ. F 

 

579bp 5'- GCTTGACCACTTTTATCAGC-3' blaZ. R 

 

 .های فلفل قرمز و پیاز قرمز روی نمودار رشد باکتریهای مختلف عصارهمورد استفاده در بررسی اثر غلظتمجموع حالات . 2جدول 

 حالت چهارم حالت سوم حالت دوم حالت اول 

 5/12 صفر 5/12 صفر غلظت عصاره پیاز )میلی گرم در میلی لیتر(

 5/7 5/7 صفر صفر غلظت عصاره فلفل ) میلی گرم در میلی لیتر(
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 .استافیلوکوکوس اورئوس  های آلوده بهتعداد نمونه. 3جدول 

 30 هاتعداد نمونه

 (درصد 3/73) 22 استافیلوکوکوس اورئوسهای آلوده به تعداد نمونه

 (درصد 6/16) 5 واجد ژن بتالاکتاماز استافیلوکوکوس اورئوسهای آلوده به تعداد نمونه

 

 .حاوی ژن بتالاکتاماز استافیلوکوکوس اورئوسهای فلفل قرمز و پیاز قرمز بر روی جدایههای فعالیت ضد میکروبی عصاره. 4جدول 

 قرمزعصاره فلفل قرمزعصاره پیاز 

 MBC (mg/ml) MIC (mg/ml) IZ (mm) cMBC (mg/ml) (mg/ml) bMIC (mm) aIZ جدایه ها

1 35 25 6/0± 8B 20 15 6/0± 15A* 

2 40 25 5/0± 7B 25 15 9/0± 16A 

3 40 25 4/0± 5B 20 15 0/1± 15A 

4 35 25 6/0± 7B 20 10 8/0± 17A 

5 40 25 3/0± 6B 25 15 5/0± 15A 
 

a (Inhibition Zone میانگین : )±متر، انحراف معیار قطر هاله مهاری به میلیb MICلیتر(، گرم بر میلی: حداقل غلظت مهاری )میلیc MBC  حداقل غلظت کشندگی :

 .باشند( بین دو عصاره میP< 05/0نشان دهنده تفاوت معنادار آماری ) IZهای مربوط به حروف غیر مشابه در ستون *لیتر(، بر میلیگرم )میلی

 

 

 

 

 

 

 

های پیاز و فلفل بر نمودار رشد بررسی اثر عصاره

های رشد و همچنین شیب خطی )روند منحنی 1نمودار باکتری: 

 حاوی ژن بتالاکتاماز را در استافیلوکوکوس اورئوسافزایشی( جدایه 

دهند. قرمز نشان میپیازقرمز و فلفلهای هیدروالکلی حضور  عصاره

نشان داد که  1تحلیل آماری روی منحنی رشد باکتری در نمودار 

گرمخانه گذاری در تمامی ساعات میزان باکتری در گروه  2از ساعت 

-لهای عصاره فلفقرمز بیشتر از گروهکنترل و گروه حاوی عصاره پیاز

گروه کنترل و عصاره  ( و بین دوP<001/0قرمز و گروه ترکیبی بود )

پیاز و همچنین بین دو گروه عصاره فلفل و گروه ترکیبی اختلاف 

(. مقایسه و تحلیل آماری لگاریتم تعداد P>05/0معنادار دیده نشد )

ا هها در هر گروه و بررسی افزایش معنادار در تعداد باکتریباکتری

(001/0>Pنشان داد که دوره فاز تاخیر در گروه )ل، های کنتر

و  4، 2، 1عصاره پیاز، عصاره فلفل و ترکیب پیاز و فلفل به ترتیب 

: مارکر Mبر روی ژل آگارز.  PCRنتایج حاصل از الکتروفورز محصولات . 1تصویر 

( مربوط به آزمون تایید اشریشیاکلیشاهد منفی )جدایه  B1:باز،  100به اندازه 

(، 29213) استافیلوکوکوس آرئوس: شاهد مثبت +Saاستافیلوکوکوس آرئوس، 

: شاهد منفی S. aureus، B2های مثبت تشخیص داده شده به عنوان : نمونه1-5

)تعیین توالی شده مطابق  blaZ: نمونه شاهد مثبت +blaZ ،Blaجهت ردیابی 

 .blaZز لحاظ حضور ژن های مثبت ا: نمونه 10-6(، 2جدول 

 

 

 
 

 

)روند افزایشی( باکتری  منحنی رشد و شیب خطی رشد. 1نمودار

در حضور کنترل، عصاره فلفل به تنهایی، عصاره پیاز  استافیلوکوکوس اورئوس

 .: فلفل(P: پیاز، Oهای پیاز و فلفل )به تنهایی و ترکیب عصاره
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های رشد باکتری ساعت بود. مقایسه شیب خطی منحنی 4

 های پیاز و فلفل نیز نشاندر حضور عصاره استافیلوکوکوس اورئوس

داد که بین روند افزایشی تعداد باکتری در دو گروه کنترل )با شیب 

( و همچنین 17/0±02/0تنهایی )با شیب ( و پیاز به 02/0±17/0

( و ترکیب پیاز 12/0±02/0بین دو گروه فلفل به تنهایی )با شیب 

( اختلاف معنادار وجود ندارد 12/0±01/0و فلفل )با شیب 

(05/0<Pولی روند افزایشی تعداد باکتری در گروه ) های فلفل به

ه کنترل گرو تنهایی و ترکیب پیاز و فلفل به صورت معنادار کندتر از

 (P<05/0) و گروه پیاز به تنهایی است

 بحث

های دارویی و طولانی بودن زمان اخیرا به دلیل بروز مقاومت 

بیوتیک، اولویت تحقیقات های مقاوم به آنتیدرمان عفونت باکتری

برای ساخت داروهای جدید و موثر افت پیدا کرده و اهمیت یافتن 

شده است. در این راستا با اثبات راهی جدید برای درمان دوچندان 

ارچقها، مخمرها و اثر ترکیبات گیاهی علیه طیف وسیعی از باکتری

 کنندگان به استفاده از این ترکیباتتوجه تولیدکنندگان و مصرفها 

ترین مزایای ترکیبات گیاهی (. یکی از مهم8معطوف شده است )

رکیبات نسبت به داروهای سنتزی این است که بر خلاف این ت

اطرافی را  ها محیطشیمیایی علاوه بر تاثیر مستقیم بر پیکر باکتری

ها و در جهت مهار رشدشان تغییر داده و به این ترتیب از بر ضد آن

 (.3)شود میهای میکروبی مقاوم به دارو نیز جلوگیری ایجاد سویه

ای هترین میکروارگانیسمیکی از مهم استافیلوکوکوس اورئوس

ای هتواند عامل انتقال عفونتباشد که میپاتوژن در مواد غذایی می

(. 5ی به انسان گردد )استافیلوکوکی و همچنین مسمومیت غذای

بندی های بستهدرصد از نمونه 3/73نتایج این مطالعه نشان داد که 

. بالا بودند استافیلوکوکوس اورئوسکرده آلوده به شده گوشت چرخ

های خام می تواند به دلایل مختلفی از جمله بودن آلودگی در نمونه

عدم رعایت سازی با دست و آلودگی اولیه و ثانویه )ناشی از آماده

ای (. در مطالعه21سازی باشد )صحیح اصول بهداشتی در حین آماده

در یک پادگان نظامی  2009و همکاران در سال  Mustafaکه توسط 

درصد از مواد گوشتی خام به  7/77در هند انجام گرفت، آلودگی 

تایید شد که این میزان بسیار به مطالعه  استافیلوکوکوس اورئوس

 2012در سال و همکاران  TavaKoli(. 21شت )حاضر شباهت دا

های ای که بر روی غذاهای سرو شده در رستورآننیز در مطالعه

درصدی غذاهای گوشتی به  6/55مراکز نظامی انجام دادند آلودگی 

(. با اینکه این میزان 25را گزارش نمودند ) استافیلوکوکوس اورئوس

های ونهبا توجه به اینکه نمآلودگی کمتر از نتایج این تحقیق بود ولی 

ها غذاهای آماده مصرف بودند این میزان آلودگی مورد آزمایش آن

 باشد.میبسیار قابل توجه 

استافیلوکوکوس های آلوده به باکتری در این تحقیق نمونه
واجد ژن بتالاکتاماز نیز ردیابی شدند و نتایج نشان داد که  اورئوس

های ها بودند. فنوتیپه این سویهها آلوده بدرصد از نمونه 6/16

 بیوتیک از نظر مسمومیتمقاوم به آنتی استافیلوکوکوس اورئوس

غذایی اهمیت زیادی ندارند زیرا این بیماری گوارشی از طریق 

 ای وجود دارد کهشود اما فرضیهبیوتیک مدیریت نمیمصرف آنتی

های آلوده از دلایل انتقال و تماس، دستکاری و مصرف گوشت

 در روی پوست و استافیلوکوکوس اورئوسکلونیزه شدن باکتری 

ای هباشد و بدین ترتیب حضور این سویهمخاطات بینی و دهان می

های خام و آماده مصرف حتی بیوتیکی در نمونهواجد مقاومت آنتی

ی متواند سلامت عموبا میزان بسیار کمتر از نتیجه این تحقیق می

(. مطالعات در مورد 6جامعه را به طور جدی تهدید کند )

های جدا شده از گوشت بیشتر بر پایه استافیلوکوکوس اورئوس

( بوده MRSAسیلین )های مقاوم به متیاستافیلوکوکوس اورئوس

های حامل ژن اختصاصی بتالاکتاماز است و در ارتباط با باکتری

و  Hansonاین ارتباط  تحقیقات زیادی صورت نگرفته است. در

های مقاوم استافیلوکوکوس اورئوسشیوع  2011همکاران در سال 

ها را های گوشت عرضه شده در فروشگاهسیلین در نمونهبه متی

درصد را گزارش نمودند  2/1مورد بررسی قرار دادند و میزان آلودگی 

و همکاران در  Igbinosaای که توسط (. همچنین در مطالعه12)

های گوشت درصد از نمونه 20در نیجریه صورت گرفت  2015سال 

 (.14بودند ) MRSAگاو آلوده به 

از های فلفل و پینتایج این تحقیق نشان دهنده اثر خوب عصاره

واجد ژن بتالاکتاماز می استافیلوکوکوس اورئوسهای بر ضد باکتری

بوط تواند مرقرمز میباشد. این اثر ضد باکتریایی در مورد عصاره پیاز

به حضور ترکیبات فلاونوئیدی و پلی فنلی موجود در این عصاره باشد 

(. نتایج این 9ها ثابت شده است )ها بر رشد باکتریکه اثر مهاری آن

رمز در ققرمز نسبت به پیازتر عصاره فلفلمطالعه حاکی از تاثیر قوی

عات مطالهای ضد میکروبی و نمودار رشد میکروبی بود. در تمام تست

های بعضی از گیاهان از جمله فلفل پیشین ثابت شده است که عصاره

ا هها )که در مورد بسیاری از نگهدارندهعلاوه بر اثر روی غشای باکتری

نتز شود( بر روی سبه عنوان تنها مکانیسم ضد میکروبی پیشنهاد می

 (. این مطلب32ها نیز نقش مهاری دارند )های مختلف باکتریآنزیم

رمز در ققرمز نسبت به پیازتواند یکی از دلایل برتری عصاره فلفلمی

 این مطالعه باشد.



 استافیلوکوکوس اورئوسعصاره پیاز و فلفل بر  اثر \ن و همکارا جوان یاشکان جبل 

 

472 

ز قرمهای فلفلدر مجموع نتایج این مطالعه نشان داد که عصاره

ای هاستافیلوکوکوس اورئوسو پیازقرمز دارای اثر ضد باکتریایی بر 

اشند. با بکرده میهای چرخواجد ژن بتالاکتاماز جدا شده از گوشت

ایی های باکتریتوجه به اینکه استفاده از منابع گیاهی در ایجاد سویه

ای هبیوتیک تاثیر بسیار کمتری نسبت به نگهدارندهمقاوم به آنتی

شود در مطالعات آینده از مواد موثر این شیمیایی دارد، پیشنهاد می

ها به صورت خالص در فراوری محصولات گوشتی استفاده گردد عصاره

شود قرمز توصیه میتر فلفلو همچنین با اثبات اثر ضد میکروبی قوی

کرده استفاده ها از گوشت چرخدر غذاهایی مانند انواع کباب که در آن

 در کنار پیاز از فلفل نیز به میزان مناسب استفاده شود. شود حتماامی

 سپاسگزاری

نویسندگان مقاله مراتب تشکر و قدردانی خود را از خانم مهندس 

شان در های ارزندهبهناز رئیسیان و خانم لیلا رضایی به خاطر کمک

 دارند.مراحل کارهای آزمایشگاهی و ویراستاری مطالب اعلام می

 تعارض منافع

 .ن تعارض در منافع گزارش نشده استبین نویسندگا
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