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الف) كليات طرح

ــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــ

1ـ عنوان طرح:
به فارسي : اثر ضد باکتریایی روغن​های فرار زیره سبز و سیاهدانه بعد از کپسوله کردن بر فعالیت لیستریا مونوسیتوژنز در پنیر
به انگليسي :
Antibacterial effect of essential oils from Cuminum cyminum and Nigella sativa L. after encapsulation on Listeria monocytogenes in cheese
ــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــ
2ـ مجري مسئول طرح: دکتر مجتبی بنیادیان
دانشكده مستقر: دامپزشکی
نام و نام خانوادگي : دکتر مجتبی بنیادیان

مرتبه علمي و سمت : دانشیار 
ــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــ

3ـ اعتبار كل طرح:  

             
23840000 ريال     اعتبار معادل طرح (حق التحقيق، هزینه پرسنلی و مسافرت): 

                 ريال
ــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــ
4ـ زمان اجراي طرح به ماه:
 8 ماه
شروع:
15/01/1395

خاتمه: 
15/08/1395
ــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــ

5ـ محل اجراي طرح : دانشکده دامپزشکی
ــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــ

6ـ منابع تأمين كننده بودجه: گرانت شخصي
ــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــ
7ـ مؤسساتي كه با طرح همكاري خواهند داشت (نحوه همكاري) : 
ــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــ

8ـ خلاصه طرح (حداكثر 5 سطر) : 
به دلیل گزارش هاي متعدد در ارتباط با آلودگی پنیر به باکتري لیستریا مونوسیتوژنز و ایجاد عفونت لیستریایی در انسان در اثر مصرف شير و فراورده​هاي لبني به ویژه پنیر سفيد آلوده به لیستریا مونوسیتوژنز و همچنین ناكارآمدي حرارت پاستوريزاسيون در نابودي كامل اين باكتري (در صورتي كه تعداد باكتري بيش از cfu/ml 103 در شير باشد) ]28[  و همچنين رشد آن در دماي يخچالي 4 درجه سانتي گراد كه در صورت نگه داري طولاني مدت پنيرهاي آلوده در اين دما موجب افزايش تعداد باكتري مي گردد ]21[، در این طرح اثر عصاره​هاي کپسوله شده زیره سبز و سیاهدانه در غلظت​های مختلف بر رفتار باکتري لیستریا مونوسیتوژنز در مدل غذایی پنیر مورد بررسی آزمایشگاهی قرار خواهد گرفت.
ب) مشخصات مجري و همكاران طرح:

ــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــ

1ـ مجري مسئول طرح: 
الف) نام و نام خانوادگي :
 دکتر مجتبی بنیادیان

             مرتبه علمي : دانشیار

   نوع استخدام : 
رسمي
     تاریخ استخدام : 12/ 11/ 81
 محل خدمت : دانشكده دامپزشكي



                                    تلفن محل كار :
32324427

 
 ب) نشاني منزل: شهركرد خيابان كاشاني كوچه 70 پلاك 1 طبقه 5
 ج) به طور متوسط، چند ساعت در هفته به اين پروژه اختصاص مي دهيد؟ 15 ساعت
 د) ساير طرح هاي در دست اجرا:
-
ﻫ) مدارج تحصيلي و تخصصي (در حد كارشناسي و بالاتر) :

	
	درجه تحصيلي/ تخصصي
	رشته تحصيلي / تخصصي
	مؤسسه ـ كشور
	سال دريافت

	1
2
3

	دكتري عمومي
MPH
PhD


	دامپزشكي
اپيدميولوژي
بهداشت مواد غذايي
	دانشگاه تهران
علوم پزشكي تهران
دانشگاه تهران
	1368
1376
1381


و ـ فعاليت‎هاي تحقيقاتي، پايان يافته، در حال اجرا و تأليفات در ارتباط با موضوع طرح:
2- ساير مجريان طرح:
	
	نام و نام خانوادگي
	درجه تحصيلي 
	رشته تحصيلي 
	مرتبه علمي
	محل كار
	ميزان مشاركت مالي

	اول
	
	
	
	
	
	

	دوم
	
	
	
	
	
	

	سوم
	
	
	
	
	
	


2ـ همكاران:

	
	نام و نام خانوادگي
	درجه تحصيلي 
	رشته تحصيلي 
	مرتبه علمي
	محل كار
	نوع همكاري
	میزان همکاری (ساعت)

	اول
	الهه معینی
	دانشجوی دکتری بهداشت  مواد غذایی
	بهداشت  مواد غذایی
	
	
	
	50 ساعت

	دوم
	سمیرا قربانی
	دانشجوی دکتری بهداشت  مواد غذایی
	بهداشت مواد غذایی
	
	
	
	50 ساعت

	سوم
	الهام سرمست قهفرخی
	دانشجوی دکتری بهداشت  مواد غذایی
	بهداشت مواد غذایی
	
	
	
	50 ساعت


ج) اطلاعات تفصيلي طرح

ـــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــ

1ـ عنوان و نوع طرح پژوهشي

عنوان به فارسي: اثر ضد باکتریایی روغن​های فرار زیره سبز و سیاهدانه بعد از کپسوله کردن بر فعالیت لیستریا مونوسیتوژنز در پنیر
به انگليسي :
Antibacterial effect of essential oils from Cuminum cyminum and Nigella sativa L. after encapsulation on Listeria monocytogenes in cheese
نوع طرح : ( بنيادي (گسترش مرزهاي دانش)     ( كاربردي (در چارچوب اولويت هاي پژوهشي/حل مسئله)

ـــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــ

2ـ تشريح جزئيات طرح:

تعريف مسئله:
باکتری​ها مهمترین عامل میکروبی بیماری​های ناشی از مواد غذایی هستند. بعضی از این باکتری​های بیماری​زای غذایی در مجرای روده افراد سالم و طبیعی زندگی می​کنند و برخی دیگر در همه جا بوده و در خاک، نباتات، فضولات و لاشه​ حیوانات نیز موجود هستند. بنابراین تهیه مواد غذایی بدون آلودگی​های باکتریایی با توجه به منابع متعدد آنها که همواره در محیط وجود دارند بسیار مشکل می​باشد. از علائم مهم و اصلی بیماری​های باکتریایی ناشی از مواد غذایی می توان به اسهال و استفراغ اشاره نمود ]7[. لیستریا مونوسیتوژنز، باکتری میله​ای شکل، گرم مثبت، کاتالاز مثبت، بدون اسپور و بی​هوازی اختیاری است که به صورت خارج سلولی و درون سلولی قادر به رشد و تکثیر می​باشد. این باکتري معروف به پاتوژن غذازاد خطرناك است که با توجه به مرگ و میر ناشی از آن به خصوص در بین نوزادان و افراد مسن و ضایعاتی که بر جای می​گذارد به عنوان یک خطر جدي تلقی می​شود ]23، 32[. این باکتري می​تواند عامل بسیاري از موارد اسپورادیک و اپیدمیک بیماري در انسان باشد و  از طریق مواد غذایی منتقل شود. انتقال این بیماري به انسان در سه دهه​ي اخیر به وسیله غذا کاملاً ثابت گردیده و از اوایل دهه​ي 80 مورد توجه محققان قرار گرفته و تا کنون گزارش​هاي متعددي از آلودگی مواد غذایی مختلف به این باکتري منتشر گردیده است ]24[. میزان بالاي مرگ و میر ناشی از ابتلا به لیستریوز باعث نگرانی در صنایع غذایی و سازمان​هاي نظارتی شده است .این باکتری از طریق غذا​های آلوده مانند کره، پنیر، شیر پاستوریزه، سبزیجات خام، گوشت و فراورده​های آن و غذاهای دریایی به انسان منتقل می​گردد ]18، 19، 33، 40[. در این میان، پنیر آلوده به این باکتري عامل اصلی چندین همه​گیري در ایالات متحده و کشورهاي اروپایی از جمله سوئیس، کانادا و آلمان شناخته شده که اکثر این پنیرها از نوع نرم یا نیمه نرم بوده است ]37[.
 اطمینان از سلامت غذا از نظر میکروبی بستگی به کاهش آلودگی اولیه، جلوگیري و یا محدود نمودن رشد و یا نابودسازي جمعیت میکروبی دارد. با توجه به نگرانی مصرف کنندگان در مورد استفاده از نگهدارندههاي شیمیایی و مضرات آنها، در سال​هاي اخیر تولیدکنندگان مواد غذایی گرایش به استفاده از نگهدارنده هاي طبیعی که فاقد عوارض احتمالی بوده و به غذا طعم و بوي مناسب می بخشد، پیدا نموده اند. از طرف دیگر، امروزه با توجه به عوارض جانبی داروهاي شیمیایی، پزشکان و محققان علم داروسازي توجه خاصی به استفاده از گیاهان دارویی و تحقیق در این زمینه نشان داده اند و هر روزه نتایج سودمندي را در این زمینه به جامعه بشري عرضه می​دارند. مواد مؤثر موجود در داروهای گیاهی به دلیل همراه بودنشان با مواد دیگر پیوسته از یک حالت متعادل بیولوژیک برخوردار است. بنابراین در بدن انباشته نشده و اثرات جانبی به بار نمی آورد. از این رو نسبت به داروهای شیمیایی برتری دارند ]16[. گیاهان دارویی و ادویه ای سرشار از پروتیین، ویتامین (به خصوص ویتامین هایی نظیر C و B، A)، مواد معدنی نظیر کلسیم، فسفر، سدیم، پتاسیم و آهن هستند و نقش ضد میکروبی و خواص آنتی اکسیدانی آنها نیز از جمله ویژگی​های دیگر این گیاهان می باشد. بنابراین، امروزه استفاده از اسانس​هاي گیاهی جهت حفظ مواد غذایی در برابر فساد توسط عوامل بیمار​ زا نیز مورد توجه قرار گرفته است ]27[. اسانس​هاي گیاهی مايعات روغني معطري هستند كه از اجزاي مختلف گياه به دست آمده و مکانیسم عمل آنها عمدتا بدلیل آسیب به غشاء سلولی می باشد ]10[. 
سياهدانه گیاهی دارویی با نام علمي Nigella sativa L. و از خانواده​ي آلاله بوده که دانه​های آن حاوی 5/0- 5/1 درصد اسانس است ]5، 6، 20[. سیاهدانه در درمان بسیاری از بیماری​ها از جمله برونشیت، آسم، رماتیسم و اختلال پوست مؤثر می​باشد و به عنوان تقویت کننده سیستم ایمنی، محرک اشتها، مقوی کبد مورد استفاده قرار می​گیرد ]2، 3، 20[. شواهد موجود نشان می​دهد که هم روغن و هم اجزای فعال تشکیل دهنده سیاهدانه به ویژه تیموکینون (TQ) دارای خواص آنتی اکسیدانی، آنتی باکتریایی، ضد قارچی و ضد التهابی است و به عنوان طعم دهنده و تزیین​کننده در شیرینی​پزی و تهیه انواع نان (سنگگ و بربری) و کیک نیز به کار می​رود]1، 15، 31[. نیلجون، تیموکینون، تیموکینون و تیموهیدروکینون به عنوان ترکیبات فعال اصلی اسانس ذکر شده​ و هشت نوع اسید آمینه در پروتئین​های موجود در سیاهدانه شناخته شده است ]4، 8[.
همچنین، زيره سبز با نام علمی Cuminum cyminum  گياهي آروماتیک از خانواده ی آپیاسه، معطر و بدون كرك است. بومی خاورمیانه به ویژه جنوب شرقی ایران بوده و به صورت وحشی در مناطق مختلف استان کرمان می روید. علاوه بر آن، دامنه​ی انتشار آن كرمان، سبزوار، علي آباد، مشهد، صالح آباد تهران، بين تهران و سمنان می​باشد. زيره داراي تانن، روغن زرين و اسانس بوده و بهترین روش برای اسانس زيره تقطير آن تحت اثر بخار آب می باشد، زيرا در اين روش اجزاي اسانس با درصد خلوص بالا و به صورت مرغوب​تري استخراج مي​شوند. اين اسانس مايعي است بي رنگ كه در اثر ماندن ابتدا زرد رنگ و سپس قهوه​اي مي​گردد. قسمت میوه زیره سبز حاوی 5-2 درصد اسانس است که قسمت اعظم آن از پاراسیمول، آلفا و بتا پینن، کومیک الکل، کومین آلدهید، آلفا و بتا فلاندرن، اوژنول، آلفا ترپینئول و میرسن تشکیل شده است ]7، 43[.
بیشتر این ترکیبات طبیعی از نظر بیولوژیکی ناپایدار بوده، به مقدار کم در آب محلول هستند و به طور ضعیفی به مکان​های هدف متصل می​شوند. بنابراین، امروزه جهت افزایش پایداری آنها ار روش انکپسولاسیون استفاده کرده​اند. انکپسولاسیون به عنوان یک تکنولوژي براي قرار دادن مواد جامد، مایع، گاز در کپسول​هاي کوچک مطرح است و مانع از، از دست رفتن ارزش تغذیه​اي و متابولیکی آنها می​شود ]35[. انکپسولاسیون شامل قرارگیري ترکیبات غذایی، آنزیمی و یا مواد دیگر در کپسول​هاي کوچک می​باشد که می​توانند محتویات خود را به صورت کنترل شده و تحت شرایط خاصی آزاد کنند ]14[.
بنابراین، به دلیل گزارش هاي متعدد در ارتباط با آلودگی پنیر به باکتري لیستریا مونوسیتوژنز و ایجاد عفونت لیستریایی در انسان در اثر مصرف شير و فراورده​هاي لبني به ویژه پنیر سفيد آلوده به لیستریا مونوسیتوژنز و همچنین ناكارآمدي حرارت پاستوريزاسيون در نابودي كامل اين باكتري (در صورتي كه تعداد باكتري بيش از cfu/ml 103 در شير باشد) ]28[  و همچنين رشد آن در دماي يخچالي 4 درجه سانتي گراد كه در صورت نگه داري طولاني مدت پنيرهاي آلوده در اين دما موجب افزايش تعداد باكتري مي گردد ]21[، در این طرح اثر عصاره​هاي کپسوله شده زیره سبز و سیاهدانه در غلظت​های مختلف بر رفتار باکتري لیستریا مونوسیتوژنز در مدل غذایی پنیر مورد بررسی آزمایشگاهی قرار خواهد گرفت.
فرضيات:
H0: روغن​ های فرار گیاهان زیره سبز و سیاهدانه بعد از کپسوله کردن بر لیستریا مونوسیتوژنز در پنیر اثر ضد باکتریایی ندارد.
H1: روغن​ های فرار گیاهان زیره سبز و سیاهدانه بعد از کپسوله کردن بر لیستریا مونوسیتوژنز در پنیر اثر ضد باکتریایی دارد.
H0 : روغنهاي فرار گياهان زيره سبز و سياهدانه همراه با كپسول يا بدون كپسول اثر يكسان ضد باكتريايي بر ليستريا مونوسيتوژن دارد.

H1 : روغنهاي فرار گياهان زيره سبز و سياهدانه همراه با كپسول يا بدون كپسول اثر يكسان ضد باكتريايي بر ليستريا مونوسيتوژن ندارد.
اهداف اصلی:
بررسی روغن​​های فرار زیره سبز و سیاهدانه به عنوان مواد آنتی باکتریال طبیعی و بدون عوارض شیمیایی بر روی لیستریا مونوسیتوژنز بعد از کپسوله کردن عصاره در پنیر و تعیین حداقل غلظت مهاری آنها
روش و تكنيك‎هاي اجرايي:
ابتدا روغن​های فرار گیاهان مورد مطالعه به روش تقطیر با بخار آب و به وسیله دستگاه کلونجر تهیه می شوند. این روغن​ها در ظروف شیشه​ای تیره سترون شده و تا موقع مصرف در دمای 4 درجه سانتی​گراد نگهداری می​شوند. جهت کپسوله کردن روغن​های فرار که در دمای اتاق به صورت مایع هستند و ویسکوزیته پایینی دارند از روش اکستروژن شرح داده شده توسط چان استفاده خواهد شد. در حالت ریز پوشانی نیز، سوسپانسیون​هایی با غلظت​های مختلف صفر، 03/0، 015/0 و 0075/0 از عصاره​های گیاهی تهیه خواهد گردید. این فرایند یکی از قدیمی ترین و معمول ترین روش​های ریزپوشانی کردن می​باشد، ارزان وساده بوده وحداقل آسیب را به سلول می​رساند. تولید کپسول​ها در این تکنیک بدین صورت است که در وهله​ی اول محلول هیدروکلوئیدی آماده گشته و سپس مواد مورد استفاده به عنوان هسته مرکزی با آن مخلوط می شوند. به گونه​ای که ماتریکسی از محلول دور هسته مرکزی را بگیرد. سپس محلول هیدروکلوئیدی وارد سرنگ انسولینی شده و به صورت قطره​ای به داخل محلول سفت کننده شامل کاتیون​های چند ظرفیتی مثل کلسیم کلرید، چکانده می​شود. بعد از این مرحله محلول هیدروکلوئیدی به صورت کپسولی اطراف ماده را فرا می​گیرد. این کپسول​ها را اصطلاحا دانک می​نامند و سپس دانک​ها با سدیم کلرید 9 در 1000 شسته می​شوند و یک شبانه روز در یخچال نگهداری می​شوند.
ریز​پوشانی روغن​های فرار
در ابتدا سدیم آلژینات در آب مقطر ریخته و روی هم زن قرار می​دهیم تا کاملا حل شود و محلول سدیم آلژینات5/1 درصد (محلول هیدروکلوئیدی) تهیه گردد. سپس 10 گرم از هر کدام از روغن​های فرار به طور جداگانه و به تدریج با غلظت مشخص به 30 گرم محلول سدیم آلژینات درون یک ظرف 200 میلی لیتری اضافه می​شود و با سرعت 300 دور در دقیقه تکان داده خواهد شد. این محلول به مدت یک شب در یخچال قرار داده می​شود تا ذرات آلژینات به خوبی آب جذب کند و در زمان آزمایش به محیط آزمایشگاه منتقل می​گردند تا با محیط هم دما شود. در مرحله بعد کلرید کلسیم را در آب مقطر حل کرده و محلول کلرید کلسیم 1/0 مولار تهیه می کنیم. جهت ریز​پوشانی، محلول سدیم آلژینات را وارد سرنگ انسولینی کرده و به صورت قطره قطره درون محلول کلسیم کلرید چکانده می​شوند، در این مرحله در اثر تماس آلژینات با یون​های کلسیم، دیواره کپسول شکل گرفته و قطرات به صورت دانک​هایی در ته ظرف ته نشین خواهند کرد. در نهایت، بعد از گذشت نیم ساعت دانک​ها با محلول آب نمک استریل دو بار شستشو داده می​شوند و از کاغذ بافت برای جذب سطحی آب بیش از حد استفاده خواهد شد. سپس در لوله​های استریل دردار تا زمان مصرف نگهداری می​گردند.
سپس برای فعال سازی لیستریا باکتری را در محیط کشت مایع TSB در داخل لوله در پیچ​دارکشت داده و در انکوباتور ͦC 37به مدت 24 ساعت  قرار می​دهیم. از محیط کشت حاوی باکتری، رقت​های سری داخل لوله​های حاوی 9 میلی​لیتر سرم فیزیولوژی استریل تهیه می​کنیم. در مرحله بعد از هر رقت بر روی محیط کشت جامد TSA منتقل می​شود. پس از گذشت 24 ساعت پلیت​های کشت داده شده از انکوباتور خارج و تعداد کلونی​های رشد کرده در رقت​های قابل شمارش که بین تقریبا 30 تا 300 کلونی در آن رشد کرده شمارش می​شود و با ضرب تعداد کلونی در عکس رقت و ضرب در 10 تعداد باکتری موجود در هر میلی​لیتر محیط کشت مایع به دست می​آید.

60 بسته​ی پنیر نیز از کارخانه ی پنیرسازی در شهر کرمان تهیه خواهند شد.
در نهایت از باکتری​های کشت شده که تعداد آنها در هر میلی لیتر محیط کشت مایع مشخص است، به تعداد 107 باکتری در هر گرم پنیر تلقیح می​شود و سوسپانسیون​هایی با غلظت​های مختلف صفر، 03/0، 015/0 و 0075/0 از عصاره​های گیاهی در حالت ریز پوشانی به آنها تزریق خواهد شد. سپس یک گروه شامل پنیر به همراه عصاره​های گیاهی تلقیح شده، یک لوله محتوی محیط TSB برای باکتری به عنوان شاهد در نظر می​گیریم و به جای اسانس​های گیاهان مورد نظر هم حجم آن​ها آب مقطر اضافه می شود و گروه دیگری شامل پنیری که از لحاظ خصوصیات و باکتری تلقیح شده مشابه نمونه​ها، ولی فاقد روغن​ فرار گیاهان مورد مطالعه باشد به عنوان شاهد انتخاب می گردد. تمام گروه​های مورد آزمایش در دو دمای 4 و 15 درجه سانتی​گراد گرمخانه گذاری می​شوند. سپس در زمان​های 0، 12، 24، 48 و 72 ساعت پس از شروع آزمایش با استفاده از روش رقت سری و کشت در محیط TSA باکتری​ها در انکوباتور 37 درجه سانتی​گراد به مدت 24 ساعت قرار می​گیرند و تعداد کلونی​های پلیت​هایی که  بین 30-300 کلونی بودند را شمارش کرده و پس از تعیین حداقل غلظت مهاری (پایین​ترین غلظتی که هیچگونه کدورتی در آن دیده نشود)، نتایج حاصل از شمارش پرگنه​ها به وسیله آزمون آماری آنالیز واریانس یک طرفه و تست تعقیبی Tukey با استفاده از نرم افزار Sigma stat 2.1 با هم مقایسه خواهند شد.
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توضيحات:

ـ طرح بنيادي، پژوهشي است كه عمدتاً در جهت گسترش مرزهاي دانش بدون در نظر گرفتن استفاده عملي خاص براي كاربرد آن انجام مي‎گيرد. اگرچه ممكن است اين كاربرد در آينده تعريف شود.
ـ طرح كاربردي، پژوهشي است كه استفاده عملي خاص براي نتايج حاصل از آن در نظر گرفته مي‎شود و غالباً جنبه تجربي دارد.

4ـ ساير توضيحات لازم:

1ـ4ـ دلايل ضرورت و توجيه انجام طرح
استفاده از تركيبات گياهان به عنوان نگهدارنده طبيعي در مواد غذايي براي جلوگيري از رشد باكتريهاي بيماريزا و انتقال آنها به مصرف كننده. زيرا مواد نگهدارنده شيميايي اثرات نامطلوب زيادي براي مصرف كننده در بر دارند.
2ـ 4ـ نتايج طرح پاسخگوي كداميك از نيازهاي علمي ـ صنعتي جامعه مي‎باشد؟

در صنايع مواد غذايي مي‌توان به عنوان نگهدارنده مواد غذايي استفاده كرد بدون آنكه براي مصرف كننده خطري در بر داشته باشد.
3ـ 4ـ چه مؤسساتي مي‎توانند از نتايج طرح استفاده نمايند؟ (در صورت نياز توضيح دهيد)

4ـ4ـ سابقه علمي طرح و پژوهشهاي انجام شده با ذكر مأخذ به ويژه در ايران؟
سينگ و همكاران در سال 2003 بر روي اثرات ضد ليستريايي عصاره​هاي روغني آويشن، ميخك، فلفل گينه، رزماري و مريم گلي در محيط آزمايشگاه و يك مدل غذايي (هات داگ) مطالعه كردند. آويشن بيشترين تأثير را بر سويه​هاي ليستريا داشت. ميخك و فلفل نیز فعاليت​هاي ضد باكتريايي نسبي از خود نشان دادند. اما رزماري و مريم گلي تأثير چنداني نداشتند  ]36[. 
كريم و همكاران در سال 2004 تاثير ضد ميكروبي روغن​هاي فرار گياهان نعناء، ترخون، زيره، پونه و آويشن بر باكتري اشريشياكلي در پنير سفيد ايراني را مورد مطالعه قرار دادند كه در مطالعه آنان پس از آويشن كه داراي بيشترين تاثير ضد ميكروبي بر باكتري اشريشياكلي بود، نعناء، زيره و پونه تقريباٌ تاثير مشابه داشته به طوري كه پس از گذشت 168 ساعت (7روز) در غلظت هاي 3/0 و 4/0 درصد به ترتیب منجر به کاهش 2 و 5/2 لگاريتم از بار باكتريايي اشريشياكلي نسبت به گروه شاهد شدند  ]17[. 
در بررسي ديگري از سوي اِسميت و همكاران در سال 2004 اثر چهار اسانس طبيعي گياه زيره، ميخك، دارچين و آويشن، به عنوان يك نگهدارنده غذايي طبيعي در غلظت​هاي 5/0  و 1 درصد در پنيرهاي نرم با چربي كم و زياد ، عليه ليستريا مونوسيتوژنز و سالمونلا انتريتيديس در دماهاي 4 و10 درجه سانتيگراد در طي 14 روز مورد بررسي قرار گرفت. در پنير با چربي كم هر چهار اسانس طبيعي در غلظت 1 درصد باعث كاهش رشد ليستريا منوسيتوژنز تا كمتر از يك كلني در هر گرم شدند، در مقابل در پنير با چربي زياد اسانس ميخك تنها اسانسي بود كه باعث كاهش مشابه گرديد  ]38[.
موهان نير و همكاران ( 2005 ) اثرات ضد ميكروبي سياه دانه را بر ليستريا مونوسيتوژنز در محيط كشت بررسي كردند. در اين مطالعه 7 log باكتري به محيط تلقيح شد و اثرات سياه دانه و جنتامايسين به طور جداگانه بررسي شد و مشخص گرديد كه اثرات ضد ميكروبي سياه دانه بسيار قوي و حتي بيشتر از جنتامايسين بوده است ]22[.
همچنین در سال 2006 در پژوهش انجام شده توسط يانو و همكاران آثار ضد ميكروبي اسانس زيره سبز بر رشد ويبريو پاراهموليتيكوس بررسي و آثار بازدارندگي آن در غلظت 5/2 %  تأييد گرديد.  در اين مطالعه 18 نوع گياه انتخاب شد و اثرات هر كدام از آن ها به طور جداگانه بر روي باكتري ويبريو پاراهمو ليتيكوس در دو دماي 5 و 30 درجه سانتيگراد بررسي و مشخص گرديد كه زيره سبز در هر دو دما داراي اثرات ضد ميكروبي است و باعث حداقل كاهش 1 log در جمعيت ميكروبي گرديد ]42[. 
ويريندا و همكاران در سال 2006، آثار ضد ليستريايي اسانس ميخك در مدل هاي غذايي گوشت و پنير را در دو دماي 7 و 30 درجه سانتيگراد بررسي كردند. غلظت 1 درصد اسانس ميخك سبب جلوگیری از رشد ليستريا مونوسيتژنز در هر دو دما و هر دو مدل غذايي گرديد. بنابراين چنين نتيجه گيري شد كه اسانس ميخك داراي يك اثر بالقوه به عنوان يك نگهدارنده طبيعي در گوشت و پنير است ]41[.
 اوسالاه و همكاران در سال 2007 آثار مهار كنندگي 28 نوع اسانس گياهي انتخاب شده را بر روي رشد چهار باكتري پاتوژن شامل اشريشياكلي، سالمونلا تيفي موريوم، استافيلوكوكوس اورئوس و ليستريا مونوسيتوژنز بررسي كردند.غلظت​های مختلف اسانس به محيط BHI تلقيح شد و مشخص گردید غلظت 4/0 درصد اسانس تمام گياهان داراي اثرات ضد ميكروبي عليه هر چهار ميكروب بودند ]26[.
در پژوهشی، مشتاقي و همكاران (2008)  اثر عصاره روغني نعناع را در غلظت هاي5 /0، 1، 2 درصد بر باكتري ليستريا مونوسيتوژنز در پنير نرم كه به هر گرم آن 106 باكتري اضافه شده بود، در دماهاي 7 و 15 درجه سانتيگراد و در يك دوره 15 روزه مطالعه كردند. در دماي 7 درجه سانتيگراد، ليستريا مونوسيتوزنز پس از 15 روز در تمام غلظت​هاي به كار برده شده، كاهش 2 و 3 لگاريتمي را داشت ولي در دماي 15 درجه سانتيگراد عصاره مذكور با غلظت 5/0 % تنها يك لگاريتم كاهش در تعداد باكتري نشان داد.همچنین، اثر آنتي ليستريايي عصاره 1% و 2% نعناع در 15 درجه سانتيگراد بيشتر از 7 درجه سانتيگراد بود. نتايج به دست آمده در اين مطالعه نشان داد كه عصاره نعناع داراي خاصيت ضد ليستريايي مي باشد ]24[. 
سالموكاس و همكاران (2008) اثرات ضد ميكروبي آويشن را بر ليستريا مونوسيتوژنز در گوشت هايي كه در سردخانه نگهداري مي شدند بررسي كردند. در اين مطالعه اثرات غلظت 3/0، 6/0، 9/0% عصاره روغني آويشن آزمايش شد. غلظت 3/0% آويشن دارای اثرات ضد ميكروبي ضعيفي بود در حالی که غلظت 6/0% اثرات ضد ميكروبي قوي و مؤثري داشت ]39[.
در مطالعه ديگري در سال 2008 نيز كمترين غلظت ضد ميكروبي اسانس زيره سبز عليه باكتري كلبسيلا نومونيه مورد بررسي قرار گرفت و مشاهده شد كه تمامي سويه هاي مورد آزمايش به اسانس حساس بودند ]9[. 
در پژوهشي ديگر كه توسط عروج عليان و همكاران (2009) انجام شد اثر عصاره روغني زيره سبز بر روي چهار نوع باكتري استافيلوكوكوس اورئوس، باسيلوس سرئوس، اشريشيا كلي و ليستريا مونوسيتوژنز بررسي شد و حداقل غلظت مهاري آن 37/0 تا 3 ميلي​گرم در هر ميلي ليتر برآورد شد ]25[. 
سمیر و همکاران در سال 2013 اثر روغن سیاه دانه را در غلظت های 1/0 و 2/0% بر مهار رشد پاتوژن​های استافیلوکوکوس اورئوس، اشریشیا کولی، لیستریا مونوسیتوژنز و انتریتیدیس سالمونلا در پنیر در طول ذخیره​ سازی در 4 درجه سانتیگراد برای مدت 42 روز بررسی کردند و دیده شد که غلظت 2/0% بیشترین اثر مهاری را بر باکتری ها در مقایسه با گروه کنترل داشت ]34[.
پندیت و همکاران در سال 1994 بیان نمودند که روغن فرار رزماری انکپسوله نسبت به رزماری آزاد، در برابر لیستریا مونوسیتوژنز در سوسیس گوشت خوک خاصیت ضد میکروبی بیشتری دارد ]29[. 
همچنین پرزکنسه و همکاران در سال 2006 و گیسینسکی و همکاران در سال 2008 نشان دادند که روغن​های فرار اوژنول و کارواکرول کپسوله شده در میسل سورفاکتانت غیر یونی بر روی لیستریا مونوسیتوژنز و اشرشیاکلیO157H7  در حالت انکپسوله، به دلیل در معرض قرار گرفتن مقدار بیشتری از ترکیبات ضد میکروبی با سطح باکتری بسیار موثر هستند ]11، 30[ .
در بررسی که توسط گمز و همکاران (2011) انجام شد، مشخص گرددید که استفاده از نانوذرات ضد میکروبی در سیستم​های مواد غذایی می تواند در مهار پاتوژن های سالمونلا و لیستریا توسط اوژنول و ترانس سینامالدئید محبوس شده موثر بوده و آزاد شدن آنها را تحت کنترل قرار دهد  ]12[.
گرتزی و همکاران در سال 2007 طی مطالعه​ای فعالیت آنتی اکسیدانی و خواص ضد میکروبی اسانس مرکبات را قبل و بعد از کپسوله کردن در لیپوزوم، با استفاده از روش دیسک در مقابل چهار باکتری گرم مثبت، چهار باکتری گرم منفی، سه قارچ بیماری زای انسان و باکتری غذازاد لیستریا مونوسیتوژنز مورد آزمایش قرار دادند و فعالیت هم افزایی و یا متضاد ترکیبات جدا شده از اسانس را تعیین کردند. تجزیه داده​ها نشان داد، مواد کپسوله شده (اسانس یا ترکیباتشان) نسبت به فرم آزاد در تمام موارد دارای فعالیت آنتی​اکسدانی و آنتی​باکتریال بسیار قوی تری بودند ]13[.
5ـ4ـ آيا پيشنهاد طرح پژوهشي حاضر ارتباطي با پايان نامه هاي تحصيلات تكميلي كارشناسي ارشد/دكتري كه با راهنمايي جنابعالي انجام پذيرفته / در حال انجام است دارد؟ بلی (
خیر (
در صورت مثبت بودن پاسخ، ضمن ذكر عنوان پاياننامه هاي مربوطه لطفاً ميزان انطباق را مشخص فرمائيد.

5ـ زمان بندي

مدت زمان لازم براي اجراي طرح (به ماه): 8 ماه

تاريخ شروع:


تاريخ خاتمه:


مدت زمان: 

جدول مراحل اجراي پروژه و پيش بيني زمان هر مرحله:
	
	شرح مختصر مراحل
	جدول زماني به ماه
	ملاحظات(
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	33
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	تهیه مواد

	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	

	2
	اجرای آزمایش

	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	

	3
	بررسی پارامترهای میکروبی

	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	

	4
	تجزیه و تحلیل داده ها

	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	

	5
	 تنظیم گزارش نهایی


	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	

	
	جمع
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توضيحات:
 ( ـ براي شرايط خاص دلايل توجيهي بايد ذكر شود. 
6ـ براي اين طرح از سازمانهاي ديگر نيز درخواست اعتبار شده است؟           (بلي

  ( خير
در صورت مثبت بودن جواب لطفاً نام سازمان، نوع و ميزان همكاري را مرقوم فرمايند؟
ـــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــ

7ـ هزينه پرسنلي پيش بيني شده با ذكر مشخصات كامل، ميزان اشتغال و حق‎الزحمه:

	نوع مسئوليت
	ميزان ساعت كار 
	حق‎التحقيق( و حق‎الزحمه به ساعت
	جمع كل

	مجري مسئول
	70
	
	

	ساير مجريان
	
	
	

	ساير مجريان
	
	
	

	ساير همكاران
	50
	
	

	ساير همكاران
	50
	
	

	ساير همكاران
	50
	
	

	جمع  
	220
	
	


ـــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــ

توضيحات:

(ـ بر اساس حداكثر تا ميزان مقرر در آئين نامه مصوب هيأت وزيران مورد عمل در دانشگاه و مؤسسات آموزش عالي محاسبه وپرداخت خواهد شد.

8ـ فهرست وسائل و مواد مورد نياز طرح كه مي‎بايد از اعتبار طرح از داخل يا خارج كشور خريداري شود:
	نام دستگاه/ مواد
	شركت دارنده و يا فروشنده
	كشور سازنده
	مصرفي يا غير مصرفي
	آيا در ايران موجود است
	تعداد/مقدار
	قيمت ريال يا ارز
	قيمت كل ريال يا ارز
	در چه مرحله از طرح مورد نياز است؟

	زیره سبز

	
	
	مصرفي

	
	500 گرم


	500000

	
	

	سیاهدانه

	
	
	"

	
	500 گرم


	500000

	
	

	سویه استاندارد باکتری لیستریا مونوسیتوژنز
	
	
	"

	
	
	1000000

	
	

	پنیر
	
	
	"
	
	60 بسته


	3000000

	
	

	سر سمپلر زرد

	
	
	"
	
	2 بسته 1000 تایی


	400000

	
	

	سر سمپلر آبی

	
	
	"
	
	1 بسته 1000 تایی


	400000

	
	

	میکرو تیوب 1.5 سی سی

	
	
	"
	
	1 بسته 500 تایی
	300000
	
	

	پلیت

	
	
	"
	
	70 عدد
	750000
	
	

	آب مقطر
	
	
	"
	
	10 عدد
	350000
	
	

	سرنگ انسولین
	
	
	"
	
	50 بسته 10 تایی
	1150000
	
	

	سدیم آلژینات
	
	
	"
	
	1 بسته
	1740000
	
	

	کلسیم کلرید
	
	
	"
	
	1 بسته
	2200000
	
	

	جمع هزينه‎هاي وسايل و مواد








به ريال                                12290000
جمع هزينه‎هاي وسايل و مواد








به دلار


ــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــ

توضيحات:

ـ در صورتيكه اين مواد و يا دستگاه در ايران موجود باشد دلايل انتخاب نوع خارجي را ذكر نماييد.
ـ در صورتي كه مواد و يا دستگاهها در دانشكده ها و يا مراكز تحقيقاتي دانشگاه جهت بهره‎گيري در دسترس باشد، دلايل خريد آنرا مشخص كنيد. 

10ـ پيش بيني هزينه مسافرت داخل (در صورت لزوم)

	مقصد
	تعداد مسافرت در مدت اجراي طرح و منظور آن
	نوع وسيله نقليه
	تعداد افراد
	هزينه به ريال

	کارخانه تولید پنیر
	15   
	تاکسی سرویس
	3
	250000

	تهیه گیاهان دارویی
	                              2
	تاکسی سرویس
	      3
	         150000

	
	
	
	
	

	جمع هزينه‎هاي مسافرت
	                          4050000


ــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــ
11ـ هزينه‎هاي ديگر مربوط به طرح

1ـ 11ـ هزينه‎هاي چاپ و تكثير






   
1000000    ريال

2 ـ11ـ هزينه‎هاي تهيه نشريات و كتب لازم



                       500000     ريال


3 ـ11ـ ساير هزينه‎ها (لطفاً نام ببريد) پيش بيني نشده




                         ريال

جمع هزينه‎هاي ديگر








1500000    ريال
ــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــ

12ـ كل اعتبار طرح 

	جمع هزينه‎ها
	ريال
	ارز

	جمع هزينه‎هاي پرسنلي 
	6000000
	

	جمع هزينه‎هاي وسايل و مواد 
	12290000
	

	جمع هزينه‎هاي مسافرت 
	4050000
	

	جمع هزينه‎هاي ديگر 
	1500000
	

	جمع هزينه‎هاي سالانه
	
	

	جمع كل هزينه‎هاي طرح                                                         ريال
	ارزي
	دلار

	
	ريالي              23840000 
	ريال


مبلغي كه از منابع ديگر كمك خواهد شد و نحوه مصرف آن:
ــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــ

نام و امضاء مجري مسئول طرح:



امضاء



تاريخ:

 نام و امضاء مجري (اول) طرح:



امضاء



تاريخ:

نام و امضاء مجري (دوم) طرح:



امضاء



تاريخ:
نام و امضاء همكار طرح:



امضاء



تاريخ:

نام و امضاء همكار طرح:



امضاء



تاريخ:

ـــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــ
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