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  چکیده
هاي مختلف کمک  مانی باکتري در محیط هاي پایین از جمله خصوصیات مهمی است که به زندهpHها در تحمل  توانایی باکتري

باشد، توانایی زیادي در  ماهی و مواد غذایی دریایی میهیستامین در يترین باکتري تولید کنندهکه مهم مرگانلا مرگانی. نماید می
هاي پایین pH بهمرگانلا مرگانی جهت حساس کردن  EDTAحاضر توانایی اتانول و  يدر مطالعه. اسیدي داردهاي  مانی در محیط زنده

ایجاد  5برابر با  pHبا  TSBهاي فاز لگاریتمی و سکون باکتري در محیطبدین منظور سلول. و اسیدهاي آلی مورد ارزیابی قرار گرفت
) مولارمیلی 5/7(EDTAیا و) درصد 5(، لاکتیک، سیتریک و تارتاریک و در حضور اتانول اسیدهاي کلریدریک، استیک يوسیلهشده به

بر . دست آمده ها ب باکتري يمانده بر تعداد اولیهباقی يهاي زندهمانی با تقسیم تعداد سلول درصد زنده. ندبه مدت یک ساعت قرار گرفت
نسبت به  مرگانلا مرگانیهاي فاز لگاریتمی و سکون رشد  درصد اتانول باعث حساس شدن سلول 5اساس نتایج این تحقیق غلظت 

 EDTAزمان اتانول و استفاده هم .دست آمده ب EDTAمولار میلی 5/7نتایج مشابهی در مورد غلظت ). >05/0p(شرایط اسیدي شدند 
ترین میزان زمان این دو عامل، کمکه در حضور همطوريبه) >05/0p(اسیدي این باکتري نشان داد  تري را بر مقاومت اثرات قوي

تواند  ، به تنهایی یا توأم، میEDTAبنابراین اتانول و . مشاهده گردیدمرگانلا مرگانی هاي فاز لگاریتمی و سکون رشد  مانی سلول زنده
طور کلی حاضر به يچنین در مطالعههم.پایین و اسیدهاي آلی را افزایش دهد pHهه با در مواج مرگانلا مرگانیمیزان غیر فعال شدن 

هاي فاز سکون نشان دادندتري را نسبت به شرایط اسیدي در مقایسه با سلولحساسیت بیشمرگانلا مرگانی  هاي فاز لگاریتمیسلول
)05/0p<.(

EDTA، اتانول، مقاومت اسیدي، مرگانلا مرگانی :کلمات کلیدي

  مقدمه
 مرگانلایک باکتري مزوفیل از جنس  1مرگانلا مرگانی    

این باکتري در ابتدا . باشدمی 2انتروباکتریاسهي و خانواده
ي عامل اسهال تابستانه معرفی شد و پس از آن ایجاد کننده

Muller(اي روده -ايامراض معده هاي ، آبسه)1986
Verboon-Maciolek(مغزي نوزادان et al. 1995( ،

Salen(هاي نوزاديعفونت and Eppes ي و آبسه)1997
Pomeranz(معرفی شد  3تخمدانی-ايلوله et al. 1997 .(

ي دامپزشکی دانشگاه گروه بهداشت و کنترل مواد غذایی، دانشکده دانشیار*1
اهواز ، دانشگاه شهید چمراني دامپزشکیدانشکده اي،دکتراي حرفه آموختهدانش2

در  مرگانلا مرگانیها حاکی از آن است که عفونت گزارش
Mastroianni(افراد با ضعف سیستم ایمنی، عامل مننژیت 

et al. 1994 (ایدزي، التهاب کوریوآمنیون و  در بیماران
Arranz-Caso(4میوزیت چرکی et al. 1996( تشنجات ،

Johnson(در زنان باردار  5نوزادي and feinglod و ) 1998
-Gebhart(عفونت پس از جراحی در زنان مبتلا به دیابت 

muller et al. 1998 (به  مرگانلا مرگانیاگرچه . باشدمی

)ي مسئولنویسنده(zarei@scu.ac.irmail: -Eشهید چمران اهواز

1- Morganella morganii
2- Enterobacteriaceae
3- Tubo-ovarian abscess
4- Pyomyositis
5- Neonatal seizures
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رصت طلب در ایجاد عنوان یک باکتري مهاجم ف
هاي مذکور و ایجاد عفونت در بیماران ضعف بیماري

ترین دلیل انجام تحقیقات ایمنی نقش دارد، اما مهم
تاکنون روي این باکتري، نقش  80ي گسترده از اوایل دهه

یا مسمومیت  1آن در ایجاد مسمومیت هیستامینی
.باشدمی 2اسکامبروئید

نتایج تحقیقات اندکی که در رابطه با مقاومت اسیدي 
مقاومت اسیدي بالایی را  ،انجام شده استمرگانلا مرگانی

در سال و همکاران  Young.دهد در این باکتري نشان می
مقاومت اسیدي بالاي این باکتري را به وجود آنزیم  1996

 که تنها ،آز بسیار قدرتمندي در باکتري نسبت دادنداوره
گردد و با هیدرولیز اوره و تولید هاي پایین فعال میpHدر 

داخلی باکتري،  pHآمونیاك، علاوه بر جلوگیري از کاهش 
محیط  pHبا ترشح آمونیاك به خارج سلول باعث افزایش 

مانی این عمل به زنده. گرددپیرامون باکتري نیز می
و Park. نمایدهاي اسیدي کمک میباکتري در محیط

Diez-Gonzale مرگانلا نیز بیان کردند که  2004در سال
را در صورت حضور  =2pHمانی درتوانایی زنده مرگانی

ها دریافتند که بر خلاف آن. گلوتامات در محیط دارد
که  اشریشیا کلايهاي دیگر نظیر بسیاري از باکتري

سیستم مقاومت به اسید وابسته به گلوتامات آن، با تولید 
مانی آمینوبوتیریک اسید از گلوتامات، باعث زنده-گاما

 مرگانلا مرگانیگردد، هاي اسیدي میباکتري در محیط
-رغم نیاز به حضور گلوتامات در محیط جهت زندهعلی

 اسیدآمینوبوتیریک-، میزان بسیار کمی گاما=2pHمانی در
آنزیم مرگانلا مرگانی نماید و در حقیقت تولید می
ي آن یعنی دکربوکسیلاز و ژن کدکنندهاسید   گلوتامیک

gadAB مرگانلا مرگانیکه  داداین یافته نشان . را ندارد 
اسید وابسته به گلوتامات  داراي یک سیستم مقاومت به

موارد کشف شده در سایر است که مشابهتی با جدید 
.نداردها باکتري

ها از نقطه با توجه به اهمیت مقاومت اسیدي باکتري
مختلفی به  ، محققیندر مواد غذاییها  آننظر کنترل 

مقاوم به غذایی هايپاتوژنهاي افزایش حساسیت روش
. اند اسید، نسبت به شرایط اسیدي توجه نموده

بنابراین با توجه به عدم وجود اطلاعات در مورد امکان 
به شرایط اسیدي، تحقیق  مرگانلا مرگانیحساس کردن 

حاضر با هدف ارزیابی امکان حساس کردن این باکتري به 
.انجام گردیدEDTAاتانول و  يشرایط اسیدي به وسیله

  مواد و روش کار
میکروارگانیسم

که به صورت ) PTCC 1078(مرگانلا مرگانیباکتري 
 يدرجه -20حاوي گلیسرول در دماي  يکشت ذخیره

شد، جهت فعال سازي به محیط گراد نگهداري میسانتی
TSB  يدرجه 35ساعت در دماي  20منتقل و به مدت 
.گراد انکوبه شدسانتی

.3هاي فاز لگاریتمی و سکون رشدي سلولتهیه

هاي فاز لگاریتمی و سکون رشد ي سلولجهت تهیه
 35منحنی رشد باکتري در دماي  ،ابتدا مرگانلا مرگانی

 100بدین منظور مقدار . گراد رسم گردیدسانتی يدرجه
میکرولیتر از محیط کشت حاوي میکروارگانیسم فعال 

 300تلقیح شد و سپس  TSBلیتر محیط میلی 5شده به 
ل یکی از حفرات میکرولیتر از این سوسپانسیون به داخ

 24میکروپلیت به مدت . میکروپلیت استریل وارد گردید
-درجه 35ریدر در دماي ساعت درون دستگاه میکروپلیت

هر ساعت میزان جذب . گراد انکوبه گردیدسانتی ي
ثانیه لرزش میکروپلیت در طول موج  30نوري پس از 

 این آزمایش در سه تکرار. گیري شدنانومتر اندازه 600
بر اساس نتایج به دست آمده از منحنی رشد، . انجام شد

ساعت  4پس از  مرگانلا مرگانیهاي فاز لگاریتمی سلول

1- Histamine poisoning
2- Scombroid poisoning
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ساعت  16هاي فاز سکون این باکتري پس از و سلول
 يدرجه 35ي و در دما TSBانکوباسیون در محیط 

Chiang and Chou(گراد به دست آمد سانتی 2009.(

  EDTAاتانول و  يغیرکشندهانتخاب غلظت 
اتانول و  يبه منظور انتخاب غلظت غیر کشنده    

EDTAهاي مختلف این دو ترکیب بر ، تأثیر غلظت
بدین صورت . مورد بررسی قرار گرفت مرگانلا مرگانی

هاي  به محیطcfu/ml106که باکتري با دوز تلقیح حدود
 10و  5/7، 0/5، 5/2هاي صفر،  حاوي غلظت TSBکشت 

حاوي  TSBهاي کشت  درصد اتانول و نیز محیط
 20و  15، 10و  5/7، 0/5، 5/2هاي صفر،  غلظت

بلافاصله قبل از تلقیح و . تلقیح گردید EDTAمولار  میلی
 35که باکتري در دماي  پس از مدت زمان یک ساعت

سازي م به رقیق، اقداگراد نگهداري گردیدسانتی يدرجه
ها پلیت. شد TSAمتوالی و کشت باکتري بر روي محیط 

گراد  سانتی يدرجه 35ساعت در دماي  24به مدت 
ها  گذاري شدند و سپس اقدام به شمارش باکتري گرمخانه

بر اساس نتایج این بخش، غلظت غیرکشنده. گردید
تحقیق  بعديجهت استفاده در بخش  EDTAاتانول و 

Chiang(انتخاب گردید et al. 2008(.

در افزایش حساسیت  EDTAبررسی تأثیر اتانول و 
نسبت به شرایط اسیدي   مرگانی مرگانلا

 يجهت بررسی تأثیر یا عدم تأثیر غلظت غیرکشنده
 مرگانلا مرگانیدر افزایش حساسیت  EDTAاتانول و 

نسبت به شرایط اسیدي، باکتري مذکور با دوز تلقیح 
CFU/ml106 محیط بهTSB باpH  ه که ب 5برابر با

اسیدهاي کلریدریک، استیک، لاکتیک، سیتریک و  يوسیله
هایی  و نیز محیط) گروه کنترل(تارتاریک ایجاد شده است 

اتانول یا  يبا شرایط مشابه اما حاوي غلظت غیر کشنده
اتانول  يیا غلظت غیر کشنده EDTAيکشندهغلظت غیر 

قبل از تلقیح به  .صورت توأم تلقیح گردیده ب EDTAو 
ي هاي تلقیح شده، مایهي باکتريمنظور تعیین تعداد اولیه

کشت  TSAسازي متوالی روي محیط تلقیح پس از رقیق
تلقیح شده به مدت یک ساعت  TSBهاي محیط. گردید

گراد قرار داده شد سانتی يدرجه 35در انکوباتور با دماي 
مانده هاي زنده باقیو سپس به منظور تعیین تعداد باکتري

 TSAسازي متوالی و کشت بر روي محیط اقدام به رقیق
ا در سه تکرار صورت گرفتهي آزمایشکلیه. گردید

)Zarei et al. 2013(.

آنالیز آماري
و آزمون آماري SPSSافزار نتایج با استفاده از نرم

One-Way ANOVAوIndependent Samples T-Test

.  تمورد تجزیه و تحلیل قرار گرف

  نتایج
در بخش اول تحقیق به منظور تعیین غلظت غیرکشنده 

جهت افزودن به محیط کشت، تأثیر  EDTAاتانول و 
هاي مختلف این دو ترکیب بر باکتري مورد توجه غلظت

گردد، مشاهده می 1گونه که در جدول همان. قرار گرفت
 5/2هاي تغییر چندانی در تعداد باکتري در حضور غلظت

گردد اما با افزایش  درصد اتانول مشاهده نمی 0/5و 
درصد کاهش محسوس و  10و  5/7غلظت اتانول به 

. )>05/0p(شودتري مشاهده میداري در تعداد باک معنی
درصد اتانول در بخش دوم تحقیق  5به این جهت غلظت 

-نیز تأثیر غلظت 2در جدول . مورد استفاده قرار گرفت

بر باکتري مورد ارزیابی قرار گرفته  EDTAهاي مختلف 
شود تعداد باکتري در گونه که مشاهده میهمان .است

مولار از این یمیل 5/7و  0/5، 5/2هاي حضور غلظت
دهد اما با افزایش  ترکیب تغییر چندانی را نشان نمی

-مولار کاهش محسوس و معنیمیلی 10به  EDTAغلظت 

این . )>05/0p(گردد داري در تعداد باکتري مشاهده می
 15به  EDTAروند نزولی تعداد باکتري با افزایش غلظت 

 5/7لظت بدین جهت غ .یابد مولار نیز ادامه میمیلی 20و 
در بخش دوم تحقیق مورد استفاده قرار  EDTAمولار میلی

.گرفت
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  TSBمانی مرگانلا مرگانی در محیط هاي مختلف اتانول بر رشد و زندهبررسی تأثیر غلظت : 1جدول 
غلظت اتانول در محیط

)درصد(
تعداد باکتري تلقیح شده

)لیترکلنی بر میلی يدهندهلگاریتم واحد تشکیل (
تعداد باکتري پس از مدت زمان یک ساعت

)لیترکلنی بر میلی يلگاریتم واحد تشکیل دهنده(
013/0±11/618/0±17/6
5/213/0±11/621/0±23/6

513/0±11/617/0±03/6
5/713/0±11/614/0±28/5

1013/0±11/616/0±94/4
.باشندانحراف معیار سه تکرار مجزا می ±اعداد ارائه شده در جدول میانگین   -

  TSBمانی مرگانلا مرگانی در محیط بر رشد و زنده EDTAهاي مختلف بررسی تأثیر غلظت :2جدول 
در محیط EDTAغلظت 
)مولارمیلی(

تعداد باکتري تلقیح شده
)لیترکلنی بر میلی يلگاریتم واحد تشکیل دهنده(

تعداد باکتري پس از مدت زمان یک ساعت
)لیترکلنی بر میلی يلگاریتم واحد تشکیل دهنده(

019/0±24/618/0±31/6
5/219/0±24/626/0±23/6

519/0±24/611/0±29/6
5/719/0±24/613/0±19/6

1019/0±24/616/0±34/5
1519/0±24/634/0±46/4
2019/0±24/629/0±64/3

.باشندانحراف معیار سه تکرار مجزا می ±اعداد ارائه شده در جدول میانگین   -

 5هاي  در بخش دوم تحقیق، تأثیر استفاده از غلظت
به تنهایی و نیز  EDTAمولار میلی 5/7درصد اتانول و 

توأم از این دو فاکتور در محیط کشت در  ياستفاده
افزایش حساسیت باکتري به شرایط اسیدي ایجاد شده 

میزان . توسط اسیدهاي مختلف مورد بررسی قرار گرفت
ي هاي زندهمانی باکتري با تقسیم تعداد سلولزنده

شمارش شده پس از مواجهه با شرایط اسیدي به تعداد 
طور که در جدول همان.هاي اولیه محاسبه گردیدباکتري

برابر  pHمانی باکتري در  گردد درصد زنده مشاهده می 3
ایجاد شده توسط اسید کلریدریک، در حضور اتانول  5با 
، اگر )>05/0p(داري کاهش یافت به طور معنی EDTAو 

از نظر میزان  EDTAداري بین اتانول و چه تفاوت معنی
از  ).<05/0p(مانی وجود نداشتتأثیر بر کاهش زنده

در محیط کشت،  EDTAتوأم از اتانول و  ياستفاده ،طرفی

طوري که درصد ه ب ،تري را نشان داداثرات به مراتب قوي
داري کمتر از مانی باکتري در این حالت به طور معنیزنده

به تنهایی در محیط کشت بود EDTAحضور اتانول یا 
)05/0p< .(هاي فاز لگاریتمی  سلول يچنین در مقایسههم

توان به حساسیت هاي فاز سکون رشد نیز می با سلول
هاي فاز  هاي فاز لگاریتمی نسبت به سلول بالاتر سلول

برابر  pHهاي فاز لگاریتمی در سلول. سکون رشد پی برد
مانی ایجاد شده توسط اسیدکلریدریک درصد زنده 5با 
سکون رشد نشان هاي فاز تري را در مقایسه با سلولکم

 .دار نبوددادند اگر چه که این تفاوت از لحاظ آماري معنی
-و حضور توأم اتانول EDTAاما در حضور اتانول، 

EDTAهاي فاز لگاریتمی به طور مانی سلول، درصد زنده
). >05/0p(بود هاي فاز سکون تر از سلولداري کممعنی
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ایجاد شده  pH=5هاي فاز لگاریتمی و سکون رشد مرگانلا مرگانی در مانی سلولبر میزان زنده EDTAتأثیر اتانول و  :3جدول 
  توسط اسید کلریدریک

مانی درصد زنده pH= 5با   TSBمحیط کشت 

فاز سکون رشدحاوي فاز لگاریتمی رشد
6/10±5/84a,A 5/8±1/58b,A )کنترل(اسید کلریدریک 
5/4±2/39a,B 2/5±3/18b,B )درصد 5(اسید کلریدریک و اتانول 
6/7±5/25a,B 3/4±2/9b,B )میلی مولار EDTA)5/7اسید کلریدریک و 
9/1±6/6a,C 13/0±51/0b,C )میلی مولار 5/7(EDTAو) درصد 5(اسید کلریدریک و اتانول 

.باشندانحراف معیار سه تکرار مجزا می±اعداد ارائه شده در جدول میانگین   -
.باشندمی)>05/0p(دار داراي تفاوت معنی ،غیرمشابه دارند)bوa(اعداد مربوط به یک ردیف که حروف انگلیسی کوچک   -
.شندبامی) >05/0p(دار داراي تفاوت معنی ،غیرمشابه دارند) Cو  Bو A(اعداد مربوط به یک ستون که حروف انگلیسی بزرگ   -

هنگام استفاده از اسیدهاي آلی نظیر اسید استیک، اسید 
لاکتیک، اسید تارتاریک و اسید سیتریک به عنوان عامل 

چه که محیط، نتایج تقریباً مشابهی با آن ياسیدي کننده
همان. در مورد اسید کلریدریک بیان گردید مشاهده شد

گردد، درصد مشاهده می7الی  4اول طور که در جد
ایجاد شده توسط  5برابر با  pHمانی باکتري در زنده

 .کاهش یافت EDTAاسیدهاي آلی، در حضور اتانول یا 

در محیط  EDTAتوأم از اتانول و  يچنین استفادههم
مانی باکتري در  داري را در درصد زندهکشت کاهش معنی

ه تنهایی در دو عامل ب مقایسه با حضور هر یک از این
هاي فاز سلول). >05/0p(محیط کشت، نشان داد 

هاي آلی ایجاد شده توسط اسید 5برابر با  pHلگاریتمی در 
تري را در مانی کمتیمارها درصد زنده يکلیه نیز تقریباً در

).>05/0p(هاي فاز سکون نشان دادند مقایسه با سلول

ایجاد شده  pH=5هاي فاز لگاریتمی و سکون رشد مرگانلا مرگانی در مانی سلولبر میزان زنده EDTAتأثیر اتانول و  : 4جدول 
  توسط اسید استیک

مانی درصد زنده pH= 5با   TSBمحیط کشت 

فاز سکون رشدحاوي فاز لگاریتمی رشد
3/7±4/40a,A 9/3±4/17b,A )کنترل(اسید استیک 
9/7±2/27a,AB 1/1±6/3b,B )درصد 5(اسید استیک و اتانول 

4/4±1/17a,B 41/0±92/0b,B )میلی مولار EDTA)5/7اسید استیک و 
41/0±3/1a,C 01/0±04/0b,C )مولارمیلی 5/7(EDTAو) درصد 5(اسید استیک و اتانول 

.باشندانحراف معیار سه تکرار مجزا می±اعداد ارائه شده در جدول میانگین   -
.باشندمی)>05/0p(دار داراي تفاوت معنی ،غیرمشابه دارند)bوa(اعداد مربوط به یک ردیف که حروف انگلیسی کوچک   -
.باشندمی) >05/0p(دار داراي تفاوت معنی ،غیرمشابه دارند) Cو  A ،B(اعداد مربوط به یک ستون که حروف انگلیسی بزرگ   -
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ایجاد شده  pH=5هاي فاز لگاریتمی و سکون رشد مرگانلا مرگانی در مانی سلولبر میزان زنده EDTAتأثیر اتانول و  :5جدول 
  توسط اسید لاکتیک

مانی درصد زنده pH= 5با   TSBمحیط کشت 

فاز سکون رشدحاوي فاز لگاریتمی رشد
1/6±9/36a,A 1/4±3/16b,A )کنترل(لاکتیک  اسید
9/3±6/13a,B 9/0±1/3b,B )درصد 5(اسید لاکتیک و اتانول 
2/4±1/9a,B 2/1±4/3b,B )میلی مولار EDTA)5/7اسید لاکتیک و 
4/0±3/1a,C 02/0±09/0b,C )مولارمیلی 5/7(EDTAو) درصد 5(اسید لاکتیک و اتانول 

.باشندانحراف معیار سه تکرار مجزا می±اعداد ارائه شده در جدول میانگین   -
.باشندمی)>05/0p(دار داراي تفاوت معنی ،غیرمشابه دارند)bوa(اعداد مربوط به یک ردیف که حروف انگلیسی کوچک   -
.باشندمی) >05/0p(دار داراي تفاوت معنی ،دارند غیرمشابه) Cو  A ،B(اعداد مربوط به یک ستون که حروف انگلیسی بزرگ   -

ایجاد شده  pH=5هاي فاز لگاریتمی و سکون رشد مرگانلا مرگانی در مانی سلولبر میزان زنده EDTAتأثیر اتانول و  :6جدول 
  توسط اسید تارتاریک

مانی درصد زنده pH= 5با   TSBمحیط کشت 

فاز سکون رشدحاوي فاز لگاریتمی رشد
3/9±1/57a,A 8/4±6/24b,A )کنترل(اسید تارتاریک 
8/5±6/18a,B 8/2±2/11b,B )درصد 5(اسید تارتاریک و اتانول 
2/7±4/19a,B 3/1±6/7b,B )مولارمیلی EDTA)5/7اسید تارتاریک و 
2/1±1/3a,C 01/0±07/0b,C )مولارمیلی 5/7(EDTAو) درصد 5(اسید تارتاریک و اتانول 

.باشندانحراف معیار سه تکرار مجزا می±اعداد ارائه شده در جدول میانگین   -
.باشندمی)>05/0p(دار داراي تفاوت معنی ،غیرمشابه دارند)bوa(اعداد مربوط به یک ردیف که حروف انگلیسی کوچک   -
.باشندمی) >05/0p(دار داراي تفاوت معنی ،غیرمشابه دارند) Cو  A ،B(اعداد مربوط به یک ستون که حروف انگلیسی بزرگ   -

ایجاد شده  pH=5هاي فاز لگاریتمی و سکون رشد مرگانلا مرگانی در مانی سلولبر میزان زنده EDTAتأثیر اتانول و  :7جدول 
  توسط اسید سیتریک

مانی درصد زنده pH= 5با   TSBمحیط کشت 

فاز سکون رشدحاوي لگاریتمی رشدفاز 
2/7±8/48a,A 4/7±1/23b,A )کنترل(اسید سیتریک 
7/4±1/18a,B 4/4±1/10b,A )درصد 5(اسید سیتریک و اتانول 
9/1±4/6a,C 5/0±9/1b,B )مولارمیلی EDTA)5/7اسید سیتریک و 
4/0±3/1a,D 02/0±08/0b,C )مولارمیلی 5/7(EDTAو) درصد 5(اسید سیتریک و اتانول 

.باشندانحراف معیار سه تکرار مجزا می±اعداد ارائه شده در جدول میانگین   -
.باشندمی)>05/0p(دار داراي تفاوت معنی ،غیرمشابه دارند)bو a(اعداد مربوط به یک ردیف که حروف انگلیسی کوچک   -
.باشندمی) >05/0p(دار غیرمشابه دارند داراي تفاوت معنی) Dو A ،B ،C(اعداد مربوط به یک ستون که حروف انگلیسی بزرگ   -
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  بحث
هاي به استرس هافاز رشد بر پاسخ باکتري تأثیر

در تحقیقات  محیطی از جمله استرس محیط اسیدي
McMahon(مختلفی ثابت شده است et al. 2000, 

Yeung and Boor 2004 .(Cotter  وHill  2003در سال 
در  لیستریا مونوسایتوژنزمانی دریافتند که میزان زنده

شرایط اسیدي به فاز رشد این باکتري وابسته است به 
 60به مدت  =5/3pHهاي فاز سکون درکه سلولطوري

هاي فاز لگاریتمی در شرایط دقیقه زنده ماندند اما سلول
.ی کاهش یافتندسیکل لگاریتم 5/2مشابه به میزان 

Chiang وChou هاي نشان دادند که سلول 2009در سال
تري را مقاومت بیش 1ویبریو پاراهمولیتیکوسفاز سکون 

هاي فاز نسبت به اتانول و گرما در مقایسه با سلول
هاي فاز حاضر نیز سلول يدر مطالعه. لگاریتمی دارند

نسبت به تري را حساسیت بیشمرگانلا مرگانی  لگاریتمی
ن نشان وهاي فاز سکشرایط اسیدي در مقایسه با سلول

.دادند
هاي فاز مانی سلولي حاضر، میزان زندهمطالعهدر 

در حضور  مرگانلا مرگانیلگاریتمی و سکون رشد 
این مسأله . تر از اسید کلریدریک بوداسیدهاي آلی کم

به ها نسبت ثابت شده است که غشاء سیتوپلاسمی باکتري
رغم و علیباشدنفوذناپذیر می -OHو +Hهاي یون

داخل  pHمحیط پیرامون خود،  pHتغییرات شدید در 
بر خلاف  .داردخنثی نگه می pHخود را ثابت و در حد 

هاي هاي باردار، مولکولها و سایر مولکولپروتون
توانند آزادانه از هاي آلی میي اسیددوست غیریونیزهچربی

که به دلیل این) ضعیف(هاي آلی اسید.ر کنندغشاء عبو
 ،پایین pHهایی با بالاتري برخوردارند در محیطpKaاز 

هاي این مولکول بوده و مقدار فرم غیریونیزه اسید زیاد
ید به راحتی وارد سلول باکتري ي استفکیک نشده

میکروبی بنابراین اسیدهاي آلی داراي اثرات ضد. شوندمی

هاي قوي مثل اسید کلریدریک مقایسه با اسیدتري در بیش
.باشندمی

بر اساس نتایج تحقیق حاضر، افزودن اتانول به محیط .2
اسیدي شده با اسیدهاي مختلف، در تمامی موارد باعث 

هاي فاز لگاریتمی باکتري  مانی سلول کاهش در میزان زنده
این . در مقایسه با گروه کنترل که فاقد اتانول بود، گردید

از لحاظ ) اسید سیتریک(جز در یک مورد کاهش به
هاي فاز سکون نیز در مورد سلول. دار بود آماري معنی

که کاهش در میزان طوريدست آمد بهه نتایج مشابهی ب
هاي فاز سکون باکتري در تمامی موارد به مانی سلول زنده

.دار بود از لحاظ آماري معنی) اسید استیک(جز یک مورد 
هاي دور  اتانول به عنوان یک ضدعفونی کننده از گذشته

اتانول در ایالات . در پزشکی مورد استفاده بوده است
) GRAS(هاي ایمن غذایی  متحده آمریکا جزء افزودنی

نشان دادند  1999و همکاران در سال  Jordan.باشد می
و اتانول به طور مؤثري  pHکه استفاده توأم از کاهش 

. گردید O157:H7اشریشیا کلاياکتري سبب مرگ ب
 O157:H7 اشریشیا کلايها این اثرات مطلوب و مرگ آن

سلول باکتري و  يرا به توانایی اتانول در تخریب دیواره
داخلی خود  pHدر نتیجه ناتوان کردن باکتري در تنظیم 

چنین بیان کردند که اثر اتانول ها همآن. مربوط دانستند
. یابدکاهش می pHاست و با افزایش  pHوابسته به 

Barker  وPark  بیان کردند که در غیاب  2001در سال
لیستریا هاي زنده اتانول کاهش زیادي در تعداد سلول

دقیقه  90و در طی مدت  3برابر با  pHدر  مونوسیتوژنز
درصد اتانول این کاهش  5دهد اما در حضور رخ می

این محققین  .دهدتر رخ میبسیار شدیدتر و سریع
چنین نشان دادند که اثر اتانول در حساس کردن هم

مانی آن منحصر به شرایط  باکتري و کاهش میزان زنده
اسیدي نیست بلکه این اثرات در شرایط هیپراسموتیک و 

1- Vibrio parahemolyticus
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در این موارد نیز . شود هیپواسموتیک نیز مشاهده می
یله وسسلولی باکتري به يافزایش نفوذپذیري دیواره

ها در داخل  اتانول، عامل اختلال در توزیع مناسب یون
سیتوپلاسم باکتري بوده و باعث افزایش میزان مرگ 

.شودباکتري می
در سال Yousefو  Louيوسیلهاي که به در مطالعه

لیستریا يانجام شد، مشخص گردید که مواجهه 1996
 درصد اتانول باعث ایجاد 5با غلظت مونوسیتوژنز 

این نتایج با . شودمقاومت به شرایط اسیدي در آن می
در  Parkو  Barkerيحاضر و نیز مطالعه ينتایج مطالعه

علت این مغایرت به روش . مغایرت دارد 2001سال 
Yousefو  Louيدر مطالعه. انجام تحقیق مربوط است

باکتري در ابتدا با اتانول مواجه شد و پس  1996در سال 
ر محیطی دیگر که عاري از اتانول بود با شرایط از آن د

که در تحقیق حاضر و حال آن. اسیدي مواجه گردید
باکتري  2001در سال Parkو  Barkerچنین در تحقیق هم

زمان با اتانول و شرایط اسیدي طور همه مورد مطالعه ب
.مواجه گردید

نیز اثري  EDTAچنین نشان داد که تحقیق حاضر هم
هاي فاز  مشابه اتانول در افزایش حساسیت سلول

نسبت به شرایط مرگانلا مرگانی لگاریتمی و سکون 
در محیط، در  EDTAدر هنگام حضور . اسیدي دارد

داري  اسیدهاي مورد آزمایش، تفاوت معنی يمورد کلیه
 5/7و گروه حاوي غلظت ) EDTAفاقد (بین گروه کنترل 

به عنوان یک  EDTA. شاهده گردیدم EDTAمولار میلی
بلکه به عنوان یک  ،شود ترکیب ضدمیکروب شناخته نمی

. شود اثر سایر مواد ضدمیکروبی شناخته می 1کننده تقویت
هاي دو ظرفیتی باعث آسیب  این ترکیب با جذب کاتیون

درصد از  40ساکاریدي و رها شدن تا  لیپوپلی يبه لایه

هاي گرم منفی شده در  باکتري يساکارید دیواره لیپوپلی
ها سلولی آن ينتیجه موجب افزایش نفوذپذیري دیواره

Alakomi 2003, Lambert(شود  می et al. 2004 .(
توانند وارد  راحتی میبنابراین سایر مواد ضدمیکروبی به

از این رو . سلول باکتري شوند و اثرات خود را بگذارند
.گویند 2یرکننده، نفوذپذEDTAبه ترکیباتی نظیر 

Lambert  نشان دادند که در  2004در سال و همکاران
با مواد ضدمیکروبی  EDTAتوأم از  يصورت استفاده

 5، سفامندول4، اکساسیلین3نظیر ترکیبات چهارتایی آمونیوم
این ترکیبات  7ي ، حداقل غلظت مهارکننده6و آمپیسیلین

در تحقیق حاضر میزان . یابدبرابر کاهش می 70تا  3بین 
مرگانلا هاي فاز لگاریتمی و سکون  مانی سلول زنده

طور به EDTAدر محیط حاوي اسید سیتریک و مرگانی 
تر از محیط حاوي اسید سیتریک و اتانول داري کم معنی

این یافته شاید به دلیل خاصیت جذب فلزات اسید . بود
دید شده تش EDTAتوأم با  يسیتریک باشد که در استفاده

. تري را ایجاد کرده است و اثرات به مراتب قوي
در  EDTAتوأم از اتانول و  يدر هنگام استفاده

هاي اسیدي ایجاد شده در این تحقیق، میزان  محیط
طور هاي فاز سکون و لگاریتمی باکتري به مانی سلول زنده
و ) EDTAفاقد اتانول یا (تر از گروه کنترل داري کم معنی
تنهایی بود هاي حاوي هر کدام از این دو فاکتور به هگرو

. که این یافته قابل انتظار بود
هاي تحقیق حاضر نشان داد که اتانول  در مجموع یافته

مرگانلا تنهایی یا توأم، توانایی حساس کردن به،EDTAو
بنابراین با توجه به . به شرایط اسیدي را دارند مرگانی

توان جهت کنترل آن  بالاي این باکتري میمقاومت اسیدي 
 ایی از ترکیب اسیدهاي آلی و این ترکیباتدر مواد غذ
.استفاده کرد

1- Potentiator
2- Permeabilizer
3- Quaternary ammonium compounds
4- Oxacillin
5- Cefamandole
6- Ampicillin
7- Minimum inhibitory concentration-MIC



. . .به شرایط  مرگانیمرگانلاارزیابی امکان حساس کردن 

139327تابستان، 2، شماره دهممجله دامپزشکی ایران، دوره 

  تشکر و قدردانی
تشکر و قدردانی  تحقیق از این خاطر حمایت مالیوسیله از معاونت پژوهشی دانشگاه شهید چمران اهواز بهبدین

خانم اصفهانی کارشناس محترم آزمایشگاه بهداشت و کنترل مواد غذایی نیز قدردانی چنین از زحمات سرکارهم.گرددمی
.گردد می
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Abstract
The ability of bacteria to tolerate low pH is a very important trait to survive in a variety of 

environments. Morganella morganii, the most prolific histamine former in fish and seafood 
products, has the ability to tolerate low pH and survive in acidic environments. In the present 
study, the ability of EDTA and ethanol to sensitize M. morganii to low pH and organic acids 
was assessed. To achieve this purpose, cells of M. morgani in exponential or stationary 
growth phases were exposed to pH=5, adjusted by adding hydrochloric, acetic, lactic, citric or 
tartaric acids into TSB, in the presence of  5 % ethanol and/or 7.5 mM EDTA, for one hour. 
Survival percentage was obtained by dividing the surviving population by the initial 
population. According to the results of the present study, 5 % ethanol made both the 
exponential and stationary phase cells of M. morganii more sensitive to acidic environments 
tested (p<0.05). The same results were observed for 7.5 mM EDTA. Combination of 5 % 
ethanol and 7.5 mM EDTA in acidic environments showed more pronounced effects on the 
acid tolerance of M. morganii (p<0.05), while in the presence of this combination the lowest 
survival percentages of exponential and stationary phase cells of the bacterium were observed. 
Thus, ethanol and EDTA, individually or combined, can enhance the rate of inactivation of M. 
morganii during exposure to low pH and organic acids. Furthermore, in the present study, 
exponential phase cells of M. morganii were more susceptible to acidic conditions than the 
stationary phase cells (p<0.05).
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