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  2/2/93 :تاريخ تصويب                                                                       16/10/92: تاريخ دريافت
  چكيده
به  ي دريايي خام يا نيمه پخته آلودههامصرف غذامتعاقب  ،در انسان ويبريو پاراهموليتيكوسباكتري  ناشي از گاستروانتريت حاد :مقدمه

  .رابطه مستقيم دارد TDHبا توانايي توليد نوعي توكسين به نام  ويبريو پاراهموليتيكوسزايي  بيماري. شود ايجاد مياين باكتري 
، (MBC)، حداقل غلظت كشندگي (MIC)ظت بازدارندگي هدف از اين مطالعه بررسي اثر اسانس سير بر حداقل غل :هدف

  .باكتري ويبريو پاراهموليتيكوس بود TDHنمودار رشد و ميزان توليد توكسين 
نمودار رشد باكتري ، MIC ،MBC بر )درصد 045/0و  03/0، 015/0، 005/0صفر، (غلظت اسانس سير  5اثر  :روش بررسي

  . در محيط كشت آبگوشت قلب و مغز مورد بررسي قرار گرفتو ميزان توكسين توليدي ويبريو پاراهموليتيكوس 
تيتر توكسين توليدي در . دست آمده درصد ب 03/0ميزان حداقل غلظت بازدارندگي و حداقل غلظت كشندگي اسانس سير  :نتايج
 015/0لي كه اين ميزان در شرايط مشابه در حالت بود، در حا  درصد اسانس سير برابر 005/0درجه در حالت صفر و  35دماي 

 يدرصد اسانس سير باعث كاهش سرعت رشد باكتري به طور معني دار 015/0و  005/0هاي  غلظت .دبو  درصد اسانس برابر
)05/0 p<(  دشنسبت به گروه كنترل.  

همچنين بر سرعت رشد باكتري و توليد . شود اسانس سير باعث ممانعت از رشد باكتري ويبريو پاراهموليتيكوس مي :گيري نتيجه
شود اين مطالعه در مدل غذايي نيز مورد بررسي قرار گيرد تا در صورت مثبت بودن  پيشنهاد مي. هم اثر كاهشي دارد TDHتوكسين 

  .زايي ويبريو پاراهموليتيكوس استفاده كرد دارنده مناسب جهت پيشگيري از بيمارياثرات آن بتوان از اين تركيب به عنوان نگه
  

  TDHاسانس سير، ويبريو پاراهموليتيكوس،  :واژگان گل
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... هاي مطالعه اثر غلظت  

 

  مقدمه
فرار و معطري هستند كه از گياهان  مايعاتها  اسانس

كاربرد آنها در صنعت  ها و علاقه به اسانس. شوند استخراج مي
هاي اخير با توجه به درك مردم  نگهداري مواد غذايي در سال

اي تقويت  هاي مصنوعي، به طور فزاينده آثار منفي نگهدارندهاز 
هاي غذازاد يك مشكل عمومي در  به علاوه بيماري. شده است

امر سلامت در سراسر جهان هستند، لذا به كارگيري 
ثرتر در صنعت مواد غذايي امري ؤهاي نگهداري م استراتژي

 ها و خواص ضد باكتريايي اسانس .رسد ضروري به نظر مي
بررسي قرار  اي مورد تحقيق و ها به طور گستردهتركيبات آن

 .]1[ ده استشگرفته و مستند 

هاي پزشكي اسانس سير ميكروبي و ساير كاربرد ضداعمال 
اين  ].2، 3[ ييد قرار گرفته استأكنون در بسياري از موارد مورد تتا

 ].3، 4[ باشند اعمال با حضور سولفيدها در اسانس سير در ارتباط مي

هاي مختلف سير، اسانس سير داراي  وردهآدر ميان فر
تري است به طوري كه نسبت به  عملكرد ضد ميكروبي قوي

برابر اثرات  900و  200پودر سير و سير تازه به ترتيب 
به علاوه استفاده از اسانس  ].5، 6[ تري دارد ضدميكروبي قوي

وي سسه غذا و دارؤو عصاره سير در صنايع غذايي از سوي م
 ].5[ ايالات متحده ايمن معرفي شده است

ويبريو پاراهموليتيكوس در باكتري  ناشي از حاد گاستروانتريت
به  ي دريايي خام يا نيمه پخته آلودههامصرف غذامتعاقب  ،انسان

هاي  اين باكتري در آب حضور]. 7[ شود ايجاد مياين باكتري 
شده نيز  ساحلي شمالي و جنوبي ايران و محصولات غذايي صيد

اند كه  مطالعات مختلف نشان داده ].8، 9[ گزارش شده است
زايي ويبريو پاراهموليتيكوس با توانايي توليد نوعي  بيماري

 100 كه تقريباً طوريه رابطه مستقيم دارد ب TDH نامه هموليزين ب
پايداري . باشند هاي باليني واجد اين عامل حدت مي سويه درصد

غذا حرارت دادن ي است كه حتي پس از ا به گونه TDHحرارتي 
  ].10[ تواند در آن باقي بماند هم مي

اثر اسانس سير بر حداقل غلظت  جهت بررسياين مطالعه 
  ، نمودار (MBC)، حداقل غلظت كشندگي (MIC)بازدارندگي 

باكتري  TDHرشد و ميزان توليد توكسين 
  .صورت گرفتويبريوپاراهموليتيكوس 

 ها مواد و روش

 كليطرح 

، 015/0، 005/0هاي صفر،  سير شامل غلظت اسانساثرات 
درجه  35درصد در درجه حرارت نگهداري  045/0 و 03/0

گراد بر باكتري ويبريو پاراهموليتيكوس در محيط كشت  سانتي
، MBCو  MICپس از تعيين . دش مطالعهآبگوشت قلب و مغز 

رشد هاي تحت بازدارنده اسانس بر منحني  بررسي اثر غلظت
  .گيري توكسين صورت گرفت باكتري و عمل اندازه

 
 تهيه اسانس و آناليز آن

هاي  حبهده و اسانس، از شسير تازه از شهر همدان خريداري 
. دشبخار با سيستم كلونجر تهيه  به روش تقطير با له شده سير

سپس آناليز تركيبات شيميايي آن توسط دستگاه گاز كروماتوگراف 
 .صورت گرفت )GC/MS(متصل به طيف نگار جرمي 

 Thermoquest Trace GCاز نوع GC/MSدستگاه 

2000 FINNIGAN )هاي آن عبارت  بوده و ويژگي )انگلستان
   متر و قطر داخلي 30 به طول DB5ستون موئينه  :بود از

ميكرومتر، با برنامه  25/0ضخامت لايه داخلي  و ميكرومتر 250
گراد و همراه با افزايش تدريجي  درجه سانتي 265 تا 50 دمايي

   گراد در هر دقيقه و نگهداري ستون در درجه سانتي 5/2
 دماي اتاقك تزريق .دقيقه 30 گراد به مدت درجه سانتي 265
ليتر  يميل 5/1گراد و سرعت جريان گاز هليم  درجه سانتي 250

سنجي جرمي به روش يونيزاسيون  همچنين، طيف .بود بر دقيقه
الكترون ولت و دماي  70 با انرژي يونيزاسيون )EI(الكتروني 

  .گراد انجام شد درجه سانتي 250 منبع يونيزاسيون
 

  باكتري مورد مطالعه
  ATCC43996ويبريو پاراهموليتيكوسباكتري ليوفيليزه 
گراد  سانتيدرجه  35 دماي قلب و مغز دردر محيط آبگوشت 

مرتبه به طور متوالي كشت داده شد، سپس  2ساعت  6به مدت 
با گليسيرين استريل مخلوط و در  1به  5از كشت دوم به نسبت 

 - 20هاي اپندورف در  در ميكروتيوبميكروليتري  500هاي  حجم
هر آزمايش از اين  جهت انجام. دشگراد نگهداري  سانتي
  . ]21[ دشگراد استفاده  سانتي - 20هاي نگهداري شده در  كشت
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 آخوندزاده و همكاران

 

 تهيه ميزان تلقيح باكتري

به  را گراد سانتي درجه -20 رد شده نگهداري كشت ابتدا
 آن و مغز منتقل و قلب آبگوشت حاوي استريل دار درپيچ لوله
 گذاري ساعت گرمخانه 6 مدت به گراد سانتي درجه 35 در را

 روي بر اول ساعت6 آبگوشت اين از دومي كشت سپس نموده
   ساعت در 6 مدت به ديگر تهيه و مغز و قلب آبگوشت

مقادير مختلفي از اين  .گذاري شد گراد گرمخانه درجه سانتي 35
ليتر آبگوشت قلب  ميلي 4هاي كووت حاوي  كشت دوم به لوله

را  1/0د تا جايي كه لوله كووت جذب نوري شو مغز منتقل 
نومتر با استفاده از دستگاه اسپكتروفتومتر نا 600در طول موج 

از اين لوله كووت بر روي محيط آگار قلب و مغز . نشان داد
ليتر از آبگوشت  ها در هر ميلي كشت داده شد تا ميزان باكتري

دست آيد كه اين ميزان برابر قلب و مغز كووت مورد نظر به 
 204سپس ميزان . ليتر بود باكتري در هر ميلي 9/4 × 106

  هاي  ميكروليتر از اين سوسپانسيون را در داخل لوله
درصد  5ليتري كه حاوي آبگوشت قلب و مغز،  ميلي 10
ي مورد نظر اسانس بودند ها متيل سولفوكسايد و غلظت دي

  .)cfu/ml105×1  غلظت نهايي باكتري( تلقيح شد
  
و حداقل غلظت  )MIC( رشد بازدارنده غلظت حداقل
  ) MBC( كشي باكتري
 ساعت در 24هاي حاوي اسانس و باكتري به مدت  لوله
بر   MICو دندشگذاري  گراد گرمخانه درجه سانتي 35 دماي

 تعيين براي .دشها تعيين  حسب كدورت يا عدم كدورت لوله
 آنها در كه هايي لوله تمامي ها از كشندگي اسانس غلظت حداقل
آگار شده بود، كشت باكتريايي بر روي  مشاهده رشد عدم

  مدت به شده تلقيح هاي كشت صورت گرفت و محيط
 .شدند گذاري گراد گرمخانه درجه سانتي 35 دماي در ساعت 24

  د به شن باكتري مشاهده رشد پليت آن غلظتي از اسانس كه در
  

  .گرفته شد نظر در MBCعنوان 
  

  بررسي اثر اسانس روي نمودار رشد باكتري
هاي تحت بازدارنده اسانس روي  در اين مرحله اثر غلظت

ساعت مورد  24رشد باكتري ويبريو پاراهموليتيكوس در طي 

هاي مورد استفاده اسانس سير  غلظت. ارزيابي قرار گرفت
هاي حاوي  لوله. درصد 015/0و  005/0صفر، : عبارت بودند از

ليتر از سوسپانسيون محيط كشت، اسانس و باكتري  ميلي 10
)cfu/ml 105×1( درجه  35ها در دماي  لوله. ه شدتهي

، 2، 1هاي صفر،  گذاري شدند و در ساعت گراد گرمخانه سانتي
هاي  هاي مختلفي از هر لوله در زمان رقت 24و  8، 6، 4، 3

كشت  هاي حاوي آگار قلب و مغز فوق تهيه شد و در پليت
  ساعت در  24گذاري به مدت  داده شد و بعد از گرمخانه

د، شمارش تعداد كلوني انجام شد و تعداد گرا درجه سانتي 35
  .ها در ساعات مورد نظر محاسبه شد باكتري
 

  نحوه تعيين توليد و ميزان توكسين توسط كيت
توكسين طبق روش انجام شده توسط چراغي  ميزانتعيين 

از ايجاد كدورت  بعدو همكاران بدين صورت انجام گرفت كه 
را  ها محتويات داخل لوله ليتر از ميلي 5/0 ميزان ،ها در لوله

سازي و كشت بر روي محيط  برداشت كرده و با روش رقت
ليتر از آبگوشت قلب  تعداد باكتري در هر ميلي آگار قلب و مغز

دور در  3000با استفاده از سانتريفوژ سپس . و مغز بدست آمد
لوله  ،درجه سانتيگراد 20دقيقه در دماي  20دقيقه به مدت 

. آبگوشت قلب و مغز سانتريفوژ گرديدقي فالكون محتوي با
ميكروليتر رقيق كننده را در دو  25پس از اين مرحله مقدار 

ريخته و به  خانه اي 96ميكروپليت چاهك  8رديف داخل 
. رقيق كننده اضافه نكرديمنيز داخل چاهك اول از هر رديف 

ميكروليتر از مايع رويي حاصل از سانتريفوژ باكتري  25مقدار 
اخل چاهك اول از هر رديف ريخته و در مرحله بعد مقدار به د
ميكروليتر از مايع رويي حاصل از سانتريفوژ باكتري را به  25

داخل چاهك دوم از رديف اول ريخته، سپس با روش 
هاي بعدي آن را رقيق  سازي دوتايي و انتقال آن به چاهك رقت

مشابه همين عمل هم در مورد رديف دوم صورت . نموديم
 Sensitizeميكروليتر از محلول 25سپس مقدار . پذيرفت

latex هاي رديف اول اضافه نموده و بعد از آن  را به چاهك
هاي  به چاهك Control latexميكروليتر از محلول  25مقدار 

ميكروليتر  25مقدار  در مرحله بعد. دشرديف دوم اضافه 
 Sensitize محلولميكروليتر  25توكسين خالص را به همراه 
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... هاي مطالعه اثر غلظت  

 

latex اي به عنوان شاهد مثبت ريخته شد در چاهك جداگانه .
اي كه در كف آن  پس اين ميكرو پليت را در ظرف در بستهس

  آب وجود داشت، قرار داده و در ظرف را بسته و به مدت 
آگلوتينه شدن در هر . ساعت در دماي اتاق قرار داده شد 18

ست و با توجه به چاهك نشانه وجود توكسين در آن چاهك ا
كل شركت مورد نظر رقت توكسين را طبق پروتمكان چاهك 
  .]21[ دشمحاسبه   (DENKA seiken, Japan)سازنده كيت

. صورت گرفت SPSS 16افزار  تحليل آماري با استفاده از نرم
يك  (ANOVA) آناليز واريانس ها از تست جهت مقايسه داده

ها در  استفاده شد و اختلاف ميانگين داده Tukeyهمراه طرفه 
 .دشدار تلقي  درصد از لحاظ آماري معني >p 05/0سطح 

  
  نتايج
نگار گازي  توسط دستگاه رنگ سيرجزاي مختلف اسانس ا

مورد تجزيه و تحليل  (GC-MS) سنج جرمي متصل به طيف
دي آليل بر اين اساس بيشترين جزء اسانس را . قرار گرفت
نتايج  همچنين .داد درصد تشكيل مي %12/23با  تري سولفيد

درصد و بالاتر از آن  03/0اين مطالعه نشان داد كه غلظت 
را داشت، به  ويبريوپاراهموليتيكوستوانايي جلوگيري از رشد 

ها كدورت رشدي نشان ندادند  طوري كه هيچ كدام از لوله

 ها در درحالي كه تمام لوله .)كنندگي حداقل غلظت ممانعت(
درصد به ترتيب كدر شدند  015/0و  005/0هاي صفر،  غلظت

حداقل غلظت . باشد دهنده رشد باكتري مي كه نشان
كشي هم پس از مشاهده عدم رشد باكتري روي محيط  باكتري
 .دست آمده بدرصد  03/0آگار، 

 1در نمودار شماره گونه كه  در رابطه با منحني رشد، همان
درصد  015/0درصد و  005/0هاي  مشخص است غلظت

دار  اسانس سير باعث كاهش سرعت رشد باكتري به طور معني
)05/0 p<(  نسبت به گروه كنترل شده به طوري كه در ساعت
گذاري لگاريتم تعداد باكتري در اين دو غلظت به  گرمخانه 4

بوده در حالي كه در گروه كنترل لگاريتم  69/2و  95/3ترتيب 
  .باشد مي 74/7ت تعداد باكتري در اين ساع

اساس نتايج اين مطالعه نشان داده شد كه  مچنين بره
داري بر روي ميزان  هاي مختلف اسانس سير اثر معني غلظت

طوري ه تيتر توكسين توليدي ويبريو پاراهموليتيكوس داشتند، ب
درجه در حالت  35كه ميزان تيتر توكسين توليدي در دماي 

بود، در حالي كه   ردرصد اسانس سير براب 005/0صفر و 
درصد اسانس  015/0اين ميزان در شرايط مشابه در حالت 

  .دبو  برابر

  

  

  
  هاي مختلف اسانس سير منحني رشد باكتري ويبريو پاراهموليتيكوس در حضور غلظت - 1نمودار شماره 
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  بحث
مطالعات بسياري در مورد خواص ضد باكتريايي سير انجام 

ثير أكه نتايج اين مطالعات نيز مشابه نتايج اين مطالعه تشده 
زاي غذازاد  هاي بيماري اسانس سير را بر روي برخي از باكتري

ها بر  اما مطالعات كمي بر روي اثر اسانس ،نشان داده است
پاراهموليتيكوس صورت گرفته بنابراين توليد توكسين ويبريو 

ها  اين تحقيق به منظور افزايش آگاهي در رابطه با اثرات اسانس
برخي از اين . ها صورت گرفت بر روي توليد توكسين باكتري

  .دشو مطالعات در ادامه ذكر مي
اثرات عصاره روغني  ،)2000( و همكاران (Avato) آواتو

دي آليل تري سولفيد را بر سير حاوي دي آليل دي سولفيد و 
هاي گرم مثبت وتعدادي از  روي تعدادي از مخمرها، باكتري

مشخص شد كه اثرات . هاي گرم منفي بررسي كردند باكتري
ضد باكتريايي سير با افزايش مقادير دي آليل دي سولفيد 

  ].11[ ي مستقيمي دارد رابطه
، گزارش كردند )2002( و همكاران (Leuschner) لوشنر

 25/0(ها سير و ميخك اضافه شود هاي براث كه به آن ه محيطك
اثرات باكتريواستاتيكي و باكتري  )ليتر ليتر در صد ميلي ميلي 1تا 

نشان  (O157)كشي بر ضدسالمونلا انتريكا و اشريشيا كلي 
  ].12[ دهند مي

و  (Rattanachaikunsopon) راتاناچايكونسوپون
فعاليت ضدميكروبي  )2009( (Phumkhachorn) فومخاكورن

را بر عليه ويبريو كلرا  Elephant garlicاسانس روغني گياه 
. در محيط آزمايشگاهي و مدل غذايي مورد بررسي قرار دادند

هاي مختلف  در محيط آزمايشگاهي اثر كشندگي بر سويه
  تا  13/3آن   MICييد شد و ميزانأويبريو كلرا ت

ها را در  ين تعداد باكتريهمچن ليتر بود و ميكروگرم بر ميلي 25
  ].13[ كاهش داد )سوسيس(مدل غذايي 
دريافتند كه عصاره ) 2003(و همكاران  (Benkeblia) بنكبليا

توان از آن  تري دارد و مي سير از عصاره پياز اثر ضد ميكروبي قوي
  ].14[ عنوان يك افزودني در مواد غذايي استفاده كرده ب

ثير ضد باكتريايي أت )2004( (Sallam) سلام و همكاران
  سير را بر روي كالباس مرغ بررسي كردند و به اين نتيجه 

  ثير بالقوه مفيدي در نگهداري أرسيدند كه اضافه كردن سير ت

  

 ].15[ هاي گوشتي دارد فرآورده

نيز فعاليت  )2010(و همكاران  (Pundir) پاندير
ضدميكروبي سير را بر عليه چندين باكتري بررسي كردند و 

عنوان يك ه دريافتند كه از اين تركيبات طبيعي ضد ميكروبي، ب
هاي غذايي  افزودني جهت افزايش زمان ماندگاري فرآورده

  ].16[ توان استفاده نمود مي
اثر  )2009(و همكاران  (Nedorostova) ندوروزتووا

هاي غذازاد بررسي  مهاري اسانس سير را بر روي باكتري
بهترين  Armoracia rusticanaاسانس سير بعد از . كردند

 .]17[نتيجه را كسب نمود 

فعاليت  )2007(و همكاران  (Vuddhakul) وودهاكول
ضد باكتريايي عصاره تازه گالانگال، سير و ليمو را با غلظت 

µl/disc 10  بر سويه پاندميك ويبريو پاراهموليتيكوس با
مورد بررسي قرار دادند و  Disc Diffusionاستفاده از تكنيك 

  ها سبب جلوگيري از رشد  نتيجه گرفتند كه اين عصاره
  .]18[شوند  ويبريو پاراهموليتيكوس مي

كه  دريافتند) 1944( و همكاران  (Cavallito)كاواليتو
از رشد استافيلوكوكوس،  125000در  1عصاره سير با رقت 

تيفوسوس، ديزانتريه (استرپتوكوكوس، ويبريو كلرا و باسيلوس 
  .]19[كند  ممانعت مي )و انتريتيديس

تاكنون مطالعات زيادي جهت بررسي اثر تركيبات مختلف 
. زايي ويبريو پاراهموليتيكوس انجام نگرفته است بر توكسين

 TDHنشان داد كه ميزان توليد  2000واپاك در سال استونسا
هاي مختلف  توسط ويبريو پاراهموليتيكوس در درجه حرارت

  متفاوت است به طوري كه بيشترين ميزان آن در دماي 
  و  4ترين ميزان توليد در دماي  گراد و كم درجه سانتي 35
  .]20[گراد بود  درجه سانتي 42

را در  TDHتوليد توكسين  )1392(چراغي و همكاران 
حاصل  pHسطح  3آويشن شيرازي و  اسانسغلظت  5حضور 

درجه حرارت نگهداري در محيط كشت  3از اسيد استيك و 
آبگوشت قلب و مغز مورد بررسي قرار دادند و نتيجه گرفتند 

هاي مختلف ها و دما pHكه اسانس آويشن شيرازي به همراه 
هموليزين مستقيم مقاوم به  نگهداري، بر ميزان توليد توكسين

در مطالعه . توسط باكتري اثر كاهشي دارند (TDH)حرارت 
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... هاي مطالعه اثر غلظت  

 

درجه  35و دماي  5/7معادل  pHآنها تيتر توكسين توليدي در 
درصد اسانس آويشن  005/0و  گراد در حالت صفر سانتي

 درصد اسانس برابر  015/0و در حالت   شيرازي برابر با
  ].21[بود 

  
  گيري نتيجه

حداقل غلظت بازدارندگي اسانس سير  در مطالعه حاضر
درصد  015/0و  005/0هاي  غلظت. دست آمده درصد ب 03/0

اسانس باعث كاهش سرعت رشد باكتري نسبت به گروه كنترل 

 005/0هاي صفر و  در غلظت هم تيتر توكسين توليدي .شدند
 015/0و در حضور غلظت  256/1درصد اسانس سير برابر 
براين با توجه به اثرات بنا. بود 64/1درصد اسانس سير برابر 

اسانس سير بر روي رشد و توليد توكسين باكتري 
شود اين مطالعه در مدل  پيشنهاد ميپاراهموليتيكوس  ويبريو

غذايي نيز مورد بررسي قرار گيرد تا در صورت مثبت بودن 
نده مناسب نگهداريك اثرات آن بتوان از اين تركيب به عنوان 

  .ويبريو پاراهموليتيكوس استفاده كرد عليه باكتري
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