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اثر اسانس سیر بر رشد باکتری اشرشیاكلی O157:H7 و تولید شیگاتوکسین2
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 چکیده  
زمینه مطالعه: با ارتقای ســطح دانش وآگاهی نســبت به مضرات نگهدارنده های شیمیایی، تمایل به استفاده از نگهدارنده های طبیعی به 
خصوص اسانس ها در مواد غذایی افزایش یافته است. گیاه سیر ).Allium Sativum L( از گیاهان دارویی در طب سنتی ایران بوده و بررسی 
اثرات ضد میکروبی آن بر روی باکتری های بیماریزای مواد  غذایی مانند اشرشــیاكلی O157:H7 ضروری به نظر می رســد. دوز عفونت زایی 
اشرشیاكلی O157:H7 درانسان بسیار کم می باشد و بیماریهای خطرناکی نظیر کولیت هموراژیک، سندرم کم خونی همولیتیک از عوارض ابتلا 
 E. coli O157:H7  )35218 ATCC( انسان به این باکتری می باشد. هدف:بررسی اثر غلظت های تحت بازدارنده اسانس سیر بر رشد باکتری
و تولید شیگاتوکســین2. روش کار: حداقل غلظت بازدارنده رشــد )MIC( و حداقل غلظت باکتری کشی )MBC( اسانس سیر بر روی باکتری                 
E. coli O157:H7 به روش میکرودایلوشن در دمای oC 35 تعیین گردید. باکتری E. coli O157:H7 در مجاورت غلظت های مختلف اسانس 
سیر در دمای oC 35 کشت داده شد و 48 ،24و 72 ساعت پس از کشت باانجام کشت سطحی شمارش باکتری انجام شد و نیز تولید شیگاتوکسین2 
بوسیله کیت سنجش شیگاتوکسین )VTEC-RPLA( مورد بررسی قرار گرفت. از آزمون آنالیز واریانس یک طرفه جهت مقایسه میانگین ها استفاده 
شد. نتایج : MIC  و MBC اسانس سیر برای باکتری اشرشیاكلی O157:H7 به ترتیب 0/02 و 0/04 % به دست آمد. نتایج کشت در oC  35 نشان 
می دهد که استفاده از غلظت 0/015 % اسانس سیر در طی 72 ساعت سبب2 لوگ کاهش در رشد باکتری نسبت به نمونه کنترل شد که از نظر 
آماری معنی دار است )p≥0/05(. غلظت 0/005 % سبب کاهش تولید شیگاتوکسین2 و غلظت های 0/01 و 0/015 % مانع از تولید شیگاتوکسین2 
شد. نتیجه گیری نهایی: به طور کلی چنین نتیجه گیری می شود که استفاده از اسانس سیر بر روی رشد و تولید شیگاتوکسین2  باکتری اشرشیاكلی 

O157:H7  اثر مهاری دارد. 

واژه های کلیدی: فعالیت ضد میکروبی، اشرشیاكلیH7:O157 ، اسانس سیر، شیگاتوکسین2

مقدمه
بیماریهای منتقله از راه غذا یکی از مشــکلات اصلی ســلامت و بهداشت 

عمومی محسوب می شوند که سالیانه میلیون ها نفر از جمعیت جهان به آن 

مبتلا و برخی نیز جان خود را از دســت می دهند. باکتری های اشریشیاکلی 

 Shiga toxin producing Escherichia( تولید کننده شیگاتوکسین

coli( جــزء ســویه اشرشــیاكلی آنتروهموراژیــک )EHEC( هســتند که 

شیگاتوکسین )STX( یا وروتوکسین )VT( تولید می کنند. دوز عفونت زایی 

اشرشــیاكلی O157:H7 در انسان بسیار کم است و یکی از خطرناک ترین 

عوامل بیماریزا می باشد که از طریق آب و مواد غذایی منتقل شده و سبب 

 )EHEC( ایجاد بیماری در انســان می شود. اشرشــیاكلی آنتروهموراژیک

توانایی تولید شیگاتوکســین را دارد که فاکتور حدت این بیماری می باشــد 

)18(. مصرف آب و غذای آلوده به باکتری اشرشــیاكلی O157:H7 سبب 

ابتلاء انسان به بیماریهایی نظیر کولیت خونریزی دهنده، سندرم کم خونی 

همولیتیک و آســیب های کلیوی می شــود )12(. از زمان های قدیم کنترل 

باکتری های بیماریزا مورد توجه بــوده و روش های گوناگونی بدین منظور 

بکار گرفته می شــود. بــا توجه به نگرانی مصرف کنندگان مــواد غذایی از 

بکارگیری نگهدارنده های شیمیایی در مواد غذایی  و سرطان زا بودن برخی 

از ایــن ترکیبات، اســتفاده از نگهدارنده های طبیعی مورد توجه قرار گرفته 

اســت که در بین این گونه مواد اسانس های گیاهی دارای جایگاه شناخته 

شده و خاصی می باشند. اسانس های گیاهی که از گذشته برای ایجاد طعم 

در مواد غذایی بکار گرفته شده اند می توانند بعنوان نگهدارنده های طبیعی 

ایفاء نقش نمایند. ســیر ).Allium Sativum L( و اجزاء تشــکیل دهنده 

آن یکی از این مواد می باشد که بر روی بسیاری از باکتری های بیماریزای 

منتقله از مواد غذایی دارای فعالیت ضد میکروبی می باشــند )10،21(. سیر 

که امروزه بعنوان یکی از شــناخته شده ترین و پر مصرف ترین چاشنی ها و 

ادویه ها در بســیاری از نقاط جهان مورد استفاده قرار می گیرد در واقع یکی 

از گیاهان متعلق به تیره Liliaceae اســت)4(. فعالیت ضد میکروبی سیر 

بعلت تیوســولفات ها خصوصاً تیوسولفینات ها و عمدتاً آلیسین می باشد که 

عامل اصلی فعالیت ضد میکروبی و نیز طعم و بوی سیر می باشد. آلیسین 

بسیار ناپایدار می باشد و به ترکیبات ارگانوسولفوری نظیر دی آلیل سولفید، 

دی آلیل دی ســولفید، دی آلیل تری سولفید و سایر ترکیبات سیر تجزیه 

می شود)14(. نتایج مربوط به GC-MS اسانس سیر نشان می دهد که اجزاء  

عمده تشــکیل دهنده آنرا ترکیباتی نظیر دی آلیل تری سولفید، دی آلیل 
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دی سولفید، متیل آلیل تری سولفید و دی آلیل تتراسولفید تشکیل می دهد 

که اثر ضد میکروبی آنها اثبات شــده اســت )19(. در مطالعات متعددی اثر 

ضد باکتریایی اســانس سیر و ترکیبات گوگرددار مشتق شده از آن بر روی 

باکتری اشرشیاكلی مشخص گردیده است )7،21(.

در این مطالعه، حداقل غلظت بازدارنده رشــد و حداقل غلظت باکتری 

کشی اسانس ســیر برای باکتری اشرشیاكلی محاســبه گردید و نیز تأثیر 

غلظت های تحت بازدارنده اســانس ســیر  بر روی رشد باکتری و نیز تولید 

شیگاتوکسین 2 توسط O157:H7رE. coliر)ATCC 35218( طی 0، 18، 

24، 48 و 72 ساعت کشت، مورد بررسی قرار گرفت.

مواد و روش کار
تهیه و شناسایی مواد اسانس: سیر تازه از استان همدان خریداری شد. 

پوست سیرچه ها جدا و با آب مقطر شسته و له شد و به روش تقطیر با بخار 

آب بوسیله دستگاه کلونجر، اسانس سیر تهیه گردید سپس به منظور حذف 

رطوبت موجود در اســانس مقدار بسیار اندکی سولفات سدیم بدون آب به 

اسانس اضافه کرده و به خوبی مخلوط گردید سپس با استفاده از سانتریفوژ 

سولفات سدیم را رسوب داده و اسانس خالص جدا سازی شد )14(. شناسایی 

مواد مؤثر اسانس جمع آوری شده سیر توسط دستگاه کروماتوگرافی گازی 

- طیــف نگار جرمی )GC-MS( انجام گرفت.  دســتگاه GC/MS از نوع 

بــا  )انگلســتان(   FINNIGAN  2000  Thermoquest Trace GC

ستون موئینه DB5 به طول m 30 و قطر داخل µm 250 و ضخامت فیلم 

µm 0/25 بود. برنامه دمایی شــامل دمای ابتدایــی oC 50 و دمای انتهایی  

 265 oC 2/5 در هر دقیقــه، افزایش دما تا oC 265 بــا افزایش تدریجی oC

بــه مدت 30 دقیقه بود. دمای اتاقک تزریق oC 250 و ســرعت جریان گاز 

هلیوم ml 1/5 در دقیقه بود. همچنین طیف نگار جرمی به روش یونیزاسیون 

 250  oC 70 و دمای منبع یونیزاسیون eVبا انرژی یونیزاسیون )EI( الکترونی

انجام شد )1(.

 ATCC(رE. coliرO157:H7 تهیه سوسپانسیون باکتریایی: باکتری

35218( از بخش بهداشت و کنترل کیفی مواد غذایی دانشکده دامپزشکی 

دانشــگاه تهران تهیه گردید. ابتدا کشت های نگهداری شده در oC  20 - به 

محیط  آبگوشــت قلب و مغز )BHI(  منتقل شــدند و بعد از 18-16 ساعت 

تجدید کشــت انجام شــد. سپس کشت های شــیب دار از آگار BHI  تهیه 

گردیــد که جهت اســتفاده در طول آزمایش در دمای oC  4 نگهداری شــد. 

برای تهیه دوز تلقیح باکتری ها از روش ســنجش جذب نوری با استفاده از 

اسپکتروفتومتر استفاده شد. جذب نوری 0/1 در طول موج  nm 600  برای 

باکتری اشرشیاكلی معادل cfu/ml 108 × 1 بدست آمد. در مراحل بعدی با 

تهیه سوسپانسیون باکتریایی با جذب نوری 0/1 و رقیق سازی سوسپانسیون 

تهیه شده، دوز تلقیح مورد نظر بدست آمد )12(. 

 Minimum Inhibitory( تعییــن حداقل غلظــت بازدارنده رشــد

Concentration(: تعیین حداقل غلظت بازدارنده رشد )MIC( به روش 

میکرودایلوشــن صورت گرفت. بر اســاس غلظت های مورد نیاز، اســانس 

در محیط های کشــت آبگوشــت BHI حاوی 10% دی متیل سولفوکساید 

)DMSO(  حل شد )14(.

غلظت هــای 0/005، 0/01، 0/02، 0/04، 0/08 و 0/16 % تهیه گردید. 

به هر چاهک از میکروپلیت های 96 چاهکی ته گرد µl 200  از غلظت های 

مختلف ریخته شد و بعد از آن µl 20  از سوسپانسیون باکتریایی اضافه گردید 

و برای هر غلظت از اسانس دو چاهک مورد استفاده قرار گرفت. غلظت های 

نهایی باکتــری در هر چاهک حدود cfu/ml 105 بود. )تعداد دقیق باکتری 

از طریق کشت سطحی و شمارش کلونی تعیین گردید(. در چاهک کنترل 

 20 µl 200 محیط کشت حاوی 10 % دی متیل سولفوکساید و نیز µl ،رشد

از سوسپانسیون باکتری ریخته شد. محتویات داخل میکروپلیت ها به مدت 

 35  oC 250 توسط شیکر بخوبی مخلوط گردید و در دمای rpm 20 ثانیه در

به مدت 24 ساعت گرمخانه گذاری شد و پس از این مدت کدورت یا عدم 

کدورت در چاهک بصورت چشمی بررسی شد و اولین چاهکی که رشدی در 

آن صورت نگرفته و شفاف بود بعنوان حداقل غلظت بازدارنده رشد محاسبه 

گردید.کل آزمایش 3 بار تکرار شد)2،14(. 

 Minimum Bactericidal( تعیین حداقل غلظت باکتری کشــی

 ،)MIC(  بعد از تعیین حداقل غلظت بازدارنده رشــد :)Concentration

 BHI 100  از رقت هایــی که کدورتی در آنها مشــاهده نشــد درمحیط µlر

 35   oC کشــت ســطحی داده و پلیت ها به مدت 24 ساعت در دمای Agar

گرمخانه گذاری شــد. غلظتی که در آن تعداد کلنی ها نســبت به دوز تلقیح 

3 لــوگ کاهش را نشــان داد بعنوان حداقل غلظت باکتری کشــی تعیین 

گردید)17(.

ارزیابی رشد و تکثیر باکتری اشرشیاكلی تحت تأثیر اسانس سیر: در 

ابتدا غلظت های تحت بازدارنده اسانس )0/005 ، 01/ 0 و 0/015 %( بصورت 

  DMSO  % 10 حاوی BHI مجزا در لوله های فالکن در محیط آبگوشــت

تهیه گردید و باکتری اشرشیاكلی به محیط های حاوی غلظت های مختلف 

اســانس اضافه شد و نیز یک کنترل مثبت )حاوی باکتری و محیط کشت 

فاقد اســانس( و نیز کنترل های منفی برای هر غلظت از اســانس تهیه شد 

که حاوی همه اجزا غیر از باکتری بود تاآســپتیک بودن محیط های حاوی 

اســانس مورد بررســی قرار بگیرد. محاســبه دوز بصورتی انجام گرفت که 

دوز نهایی باکتری اشرشــیاكلیcfu/ml ،H7:O157 105×1 بود. نمونه ها 

در  oC   35 به مدت 72 ســاعت گرمخانه گذاری شدند. جهت شمارش تعداد 

باکتری در زمان های صفر، 18،24، 48 و 72 ساعت از کشت ها رقت تهیه 

 Nutrient 100 در سطح محیط های آگار مغذی یا  µl گردید و از هر رقت

Agarر)NA( ریخته و کشــت سطحی انجام شــد و بعد از آن در oC    35 به 

مدت 20-18 ساعت گرمخانه گذاری انجام گرفت )3(.

بررسی اثر غلظت های تحت بازدارنده اسانس بر تولید شیگاتوکسین 



43

2 باکتری اشرشــیاكلی O157:H7 : این آزمون به روش آگلاتیناســیون 

غیرفعال معکوس )Reverse passive latex agglutination( انجام 

گرفت.  نمونه ها حاوی مقادیر تحت بازدارنده  اســانس سیر )25%، 50% و 

MIC %75(  طبق آنچه که در مرحله ارزیابی رشــد توضیح داده  شد تهیه 

گردید و در oC     37   به مدت 20-18 ساعت گرمخانه گذاری شده سپس 20 

دقیقه در دمای oC     4 با دور  rpm 4000 سانتریفوژ شدند. تیتر شیگاتوکسین 

تولیدی توسط کیت VTEC-RPLAر)OXOID - Japan( مورد ارزیابی 

قرار گرفت. مراحل این آزمون مطابق با دستورالعمل ارائه شده توسط سازنده 

کیت انجام گرفت.        

 SPSS version 19:0 تحلیل آماری: آنالیز آماری با استفاده از برنامه

انجام شــد. ابتدا نرمال بودن داده ها بررســی شد و در صورت نرمال بودن از 

آزمون آنالیز واریانس یک طرفه جهت مقایســه میانگین ها اســتفاده شد و 

در مــواردی که بین میانگین ها اختلاف معنی داری وجود داشــت از آزمون 

Tukey جهت جدا کردن آنها استفاده شد. سطح معنی داری p≥0/05 برای 

آزمون های آماری در نظر گرفته شد. 

نتایج 
بازده اســانس )V/W( 0/12% بود. نتایج شناســایی ترکیبات اسانس 

ســیر در جدول 1 مشاهده می شــود، اجزای اصلی اسانس سیر شامل: دی 

آلیل تری سولفید )23/12%(، دی آلیل دی سولفید )22/54%( و متیل آلیل 

تری ســولفید )20/05%( می باشد. نتایج تست MIC و MBC اسانس سیر 

برای باکتــری )O157:H7 )35218 ATCCرE. coliربه ترتیب 0/02% و 

0/04% محاســبه گردید. نتایج تأثیر غلظت های مختلف اسانس سیر روی 

رشد اشرشیاكلی O157:H7  در نمودار 1 نشان داده شده است. نتایج آماری 

نشان داد که اسانس سیر بر روی رشد باکتری اشریشیاکلی تأثیر منفی داشته 

و سبب شد تا تعداد باکتری بطور معنی داری کمتر از نمونه کنترل گردد و با 

افزایش غلظت اسانس، تعداد باکتری اشرشیاكلی در مقایسه با نمونه کنترل 

کاهش بیشتری را نشان داد و بیشترین میزان کاهش مربوط به تیمار حاوی 

غلظت 0/015% اسانس سیر )MIC 0/75( بود که در 24، 48 و 72 ساعت 

پس از کشــت تعداد باکتری اشرشــیاكلی نسبت به کنترل  به ترتیب 2/1، 

2/4 و 2 لگاریتم کاهش را نشــان داد و ایــن میزان از نظر آماری معنی دار 

است )p≥0/05( و نیز در مقایسه هر تیمار در زمان های 24، 48و72 ساعت 

با کنترل همان تیمار مشــاهده می شود که در این حالت نیز بیشترین تأثیر 

مهاری اســانس سیر بر روی رشــد باکتری مربوط به تیمار حاوی %0/015 

)MIC 0/75( می باشد. با بررسی نمودار 1 مشخص می شود که در طی 72 

ساعت زمان آزمایش، بیشترین تأثیر منفی اسانس روی رشد باکتری ها در 

زمان 48 ســاعت اتفاق افتاد و بعد از این مدت  تأثیر منفی اسانس بر روی 

رشــد اندکی کاهش یافت. نتایج تولید شیگاتوکسین2 در محیط آبگوشت 

BHI در مجــاورت غلظت های مختلف اســانس در جدول   2 نشــان داده 

شده است. بر اساس این داده ها افزایش میزان اسانس باعث کاهش تولید 

شیگاتوکسین 2 شد. اسانس به میزان MIC 0/25( %0/005( سبب کاهش 

تیتر توکسین از 1/16 در نمونه کنترل به 1/2 شد و در غلظت های 0/01% و 

0/015% اسانس )0/50 و MIC 0/75( تولید توکسین متوقف گردید. 

بحث 
باکتری اشرشــیاكلی O157:H7 یک باکتری بیماریزای شناخته شده 

O157:H7 تأثیر اسانس سیر بر روی رشد و توکسین زایی اشرشیاكلی

جدول 1. ترکیب ترکیبات شــیمیایی اســانس ســیر که به روش گازکروماتوگرافی- 
طیف سنج جرمی شناسایی شده است.

) % ( شاخص بازداری تركیبات

23/12 1206 دی آلیل تری سولفید

22/54 976 دی آلیل دی سولفید

20/05 1041 متیل آلیل تری سولفید

11/29 991 پروپنیل دی تیوپروپانوات

3/20 815 دی متیل تری سولفید

2/19 1082 -3vinyl-[4H]-1,2- dithiin

2/11 1107 -2vinyl-[4H]-1,3-dithiin

1/84 1435 دی آلیل تتراسولفید

86/34 مجموع

 :ACVT2 .2 جدول 2. تأثیر غلظت های مختلف اسانس سیر بر تولید شیگاتوکسین
کنترل مثبت شیگاتوکسین A .2: نمونه فاقد اسانس )نمونه کنترل(. A1: نمونه دارای  

0/005 % اسانس. A2: نمونه دارای 0/01 % اسانس. A3: نمونه دارای 0/015 % اسانس.

1/21/41/81/161/321/641/128نمونه

ACVT2++++++-

A+++++/---

A1++/------

A2-------

A3-------

نمــودار 1. تأثیــر غلظت هــای مختلــف اســانس ســیر بر رشــد باکتری اشریشــیاکلی 
O157:H7.        نمونه داری 0/005% اسانس سیر        نمونه فاقد اسانس )نمونه کنترل(

        نمونه داری 0/015% اسانس سیر        نمونه داری 0/01% اسانس سیر
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می باشــد که بیماریهای متعددی در انســان تولید می کند و در برخی موارد 

ممکن اســت ســبب مرگ مبتلایان شــود )16(. با  ارتقای سطح آگاهی و 

نیــز نگرانی مصــرف کنندگان در مورد اســتفاده از ترکیبــات نگهدارنده و 

افزودنی هــای مصنوعــی در مواد غذایی، در ســال های اخیــر گرایش به 

اســتفاده از نگهدارنده های طبیعــی در حال افزایش اســت، لذا تحقیقات 

متعددی در رابطه با بررســی تأثیر اسانس ها و عصاره های گیاهی مختلف 

بر میکروارگانیســم های بیماریزای مهم با منشأ غذایی انجام گرفته است 

)13(. در تحقیق حاضر تأثیر غلظت های مختلف اسانس سیر بر روی رشد 

و تولید شیگاتوکسین 2 باکتری اشرشیاكلی O157:H7  مورد مطالعه قرار 

گرفــت. با ملاحظه جــدول 2 و نمودار 1 چنین نتیجه گرفته می شــود که 

اسانس سیر بر رشد و تکثیر باکتری مورد مطالعه و نیز تولید شیگاتوکسین 

از الگوی وابسته به دوز پیروی می کند و نیز بیشترین تأثیر اسانس بر روی 

رشــد باکتری مورد مطالعه در مدت زمان 48 ساعت پس از کشت مشاهده 

شــد و این کاهش اثر در زمان 72 ســاعت می تواند بعلت ناپایداری و فرار 

بودن ترکیبات اســانس سیر باشــد. Kumar و Brewal در سال 1998، 

حساسیت میکروب های بیماریزای مواد غذایی را نسبت به سیر مورد بررسی 

قرار دادند و باکتری اشرشــیاكلی را بعنوان حســاس ترین باکتری به ســیر 

معرفی کردند )Harris  .)10 و همکاران در ســال 2001 ویژگی های ضد 

میکروبی ســیر را مورد بررســی قرار دادند و فعالیت ضد میکروبی اسانس 

سیر را مربوط به وجود سولفیدها دانستند همچنین اعلام کردند که سیر بر 

روی میکروفلــور روده و نیز باکتری های انتروباکتر خطرناک تأثیر متفاوتی 

دارد و اثر مهاری ســیر بر روی باکتری اشرشــیاكلی 10 برابر اثر مهاری بر 

روی باکتری لاکتوباسیلوس کازئی می باشد )Kim  .)7 و همکاران  در سال 

2004 اعلام کردند که بررســی های اندکی بر روی فعالیت ضد باکتریایی 

اســانس سیر صورت گرفته اســت و علت اصلی آن تجزیه سریع آلیسین 

می باشــد که در طی تهیه اسانس ســیر رخ می دهد )9(. در تحقیق صورت 

 )400ppm( 0/02% و )200 ppm( به ترتیب MBC و MIC گرفته میزان

0/04% محاســبه شــد. Xuguang و همکاران در سال  2001 اثر اسانس 

ســیر را بر روی تعدادی از باکتری ها و قارچ ها بررسی کردند MIC  بدست 

آمده برای باکتری اشرشیاكلی، ppm  75 و برای باکتری استافیلوکوکوس 

اورئــوس ppm 93/8 گــزارش کردنــد )Akhondzadeh Basti .)20 و 

همکاران در سال 2014 اثر اسانس سیر بر روی رشد ویبریوپاراهمولتیکوس 

بررســی کردنــد و میــزان MIC و MBC را )300ppm( 0/03 % گزارش 

کردند )Razavi Rohani .)1 و همکاران در سال 2011 تأثیر اسانس سیر 

را بر روی باکتری لیســتریا منوســیتوژنز مورد بررسی قرار دادند و MIC را 

ppm 100  گــزارش کردند. همچنین اعلام کردند دی آلیل تتراســولفید 

اصلی ترین ترکیب گوگردداری است که از آلیسین ایجاد می شود و مهمترین 

ترکیب ضد باکتریایی اسانس سیر است که به روش تقطیر بدست می آید. 

آنها همچنین میزان ترکیبات عمده تشکیل دهنده اسانس سیر را که شامل 

دی آلیل تری سولفید،  دی آلیل دی سولفید، متیل آلیل تری سولفید و دی 

آلیل تتراســولفید می باشد بترتیب: 27/33% ، 24/67% ، 19/11% و 2/18 % 

گزارش کردند )14(. در مقایســه با ترکیبات اســانس در جدول 1  مشخص 

می شود که اسانس مصرفی آنها دارای اثر ضد باکتریایی بیشتری بوده که 

این بعلت متفاوت بودن ســیر مصرفی در تهیه اســانس می باشد که سبب 

تفاوت در میزان ترکیبات و نیز تعداد باند های دی ســولفیدی شــده است، 

زیرا هرچقدر میزان باندهای دی سولفیدی بیشتر باشد اثرضد میکروبی آن 

بیشتر خواهد بود. نتیجه تحقیقات Bonaduce و همکاران در سال 2006 

و Gomez و همکاران در سال 2004 و Lanzotti در سال 2006 نیز تأیید 

کننده این موضوع می باشد که  خصوصیات اسانس سیر به وجود ترکیبات 

گوگردی ناپایدار و فرار بســتگی دارد و به همین خاطر ترکیب شــیمیایی 

اسانس سیر بسیار متفاوت می باشد )Tsao .)5،6،7 و Yin نیز در سال 2001 

اعلام کردند تعداد باندهای دی ســولفیدی بر میزان فعالیت ضد میکروبی 

اســانس سیر مؤثر است و هر چه تعداد باندهای دی سولفیدی بیشتر باشد 

فعالیت ضد میکروبی بیشتر می شود. مواد زیست فعال موجود در اسانس های 

گیاهی به واریته و سن گیاه و منطقه جغرافیایی آنها و نیز روش آماده سازی و 

استخراج اسانس بستگی دارد. در بررسی اثر ضد میکروبی سه ترکیب اصلی 

تشکیل دهنده اسانس سیر )دی آلیل تتراسولفید، دی آلیل تری سولفید و 

دی آلیل دی سولفید(، دی آلیل تتراسولفید دارای بیشترین و دی آلیل دی 

ســولفید دارای کمترین فعالیت ضد میکروبی می باشند )4،19(. در بررسی 

 %0/01 ، )50 ppm( %0/005 صورت گرفته اســانس ســیر در غلظت های

)100ppm( و %0/015 )150ppm( بــر روی رشــد باکتری اشرشــیاكلی 

O157:H7 اثر مهاری داشت و با افزایش غلظت اسانس اثر مهاری بیشتر 

شد که از نظر آماری معنی دار است. Akhondzadeh Basti و همکاران 

در ســال 2014 اثر اسانس سیر بر روی رشد ویبریوپاراهمولتیکوس بررسی 

کردند و اعلام کردند غلظت های 0/005% و 0/015 % ســبب کاهش رشــد 

باکتری مورد مطالعه شد )Ataee .)1 و همکاران در سال 2013 اثر اسانس 

آویشــن شیرازی را بر روی رشــد باکتری اشرشــیاكلی O157:H7  مورد 

بررسی قرار دادند و اعلام کردند غلظت های 0/01، 0/02 و 0/03 % بر روی 

رشد اثر منفی داشت که از نظر آماری معنی دار است )2(. در بررسی صورت 

گرفته مشخص شد غلظت ppm( %0/005 50( سبب کاهش میزان تولید 

 )150ppm( %0/015 و )100ppm( %0/01 توکســین شــد و غلظت های

مانع از تولید توکسین شدند.  نتایج مربوط به تأثیر اسانس سیر بر روی تولید 

شیگاتوکســین 2 نشان داد که عدم تولید توکسین از الگوی وابسته به دوز 

 Akhondzadeh Basti .پیروی می کند و اســانس ســیر اثر مهاری دارد

و همکاران در ســال 2014 اثر اسانس ســیر را نیز  بر روی تولید توکسین 

ویبریوپاراهمولتیکوس  بررســی کردند و اعلام کردند که غلظت 0/015 %  

ســبب کاهش میزان تولید توکسین شــد )Ataee .)1 و همکاران در سال 

2013 نیز اثر اسانس آویشن شیرازی را بر روی تولید شیگاتوکسین2 باکتری 



45

اشرشــیاكلی O157:H7  مورد بررســی قرار دادند و اعلام کردند افزایش 

غلظت اســانس تا 0/02% اثر بازدارندگی بر تولید شیگاتوکســین2 داشت 

)2(. در مقایســه اثر اسانس سیر بر روی رشد و تولید توکسین باکتری های 

اشرشیاكلی O157:H7 و ویبریوپاراهمولتیکوس چنین نتیجه گرفته می شود 

که اثر مهاری مشابهی روی رشد داشته ولی از نظر مهار توکسین زایی روی 

باکتری اشرشیاكلی O157:H7 مؤثرتر می باشد و این تفاوت می تواند بعلت 

متفاوت بودن سیر مصرفی در تهیه اسانس و ترکیبات فرار اسانس باشد )4(. 

در مقایسه نتایج تحقیق حاضر با نتایج Ataee و همکاران  در سال 2013 

 O157:H7 مؤثرتر بودن اســانس سیر بر روی باکتری باکتری اشرشیاكلی

با توجه به آنچه که Cheng و Yim در سال 2003 در مورد ترکیبات مؤثر 

اسانس سیر ذکر کردند قابل توجیه می باشد )21(.

Sepehriseresht و همــکاران در ســال 2008 دو روش مولکولــی 

)PCR( و سرولوژیکی )VTEC-RPLA( به منظور بازیابی اشرشیاكلی تولید 

کننده شیگاتوکســین، 400 نمونه مدفوعی از گوســاله ها و گاوها  را مورد 

مقایســه قرار دادند. 328 نمونه از دام هایی که اســهال داشتند و 72 نمونه 

از دام هایی که اســهال نداشتند جمع آوری شده بود. نتایج PCR، 34 نمونه 

را مثبت نشــان داد. از این 34 ایزوله تولید کننده شیگاتوکسین 27 مورد از 

دام های اســهالی و 7 مورد از دام های غیر اسهالی جمع آوری شدند و تولید 

یا عدم تولید شیگاتوکسین مورد ارزیابی قرار گرفت. نتایج حاصل از مقایسه 

400 ایزولــه ارزیابی شــده بــه دو روش PCR وVTEC-RPLA، 100% با 

یکدیگر مطابقت داشــتند و این تحقیق دقت بالای آزمون سرولوژیکی را 

نشــان می دهد )15(. نتایج بررسی حاضر بیانگر اثر مهاری مناسب اسانس 

ســیر بر روی رشد باکتری اشرشیاكلی O157:H7  و تولید شیگاتوکسین2 

می باشد، اما برای استفاده عملی از این اسانس در مدل های غذایی بعنوان 

جایگزین نگهدارنده های شیمیایی نیاز به مطالعات وسیع تری می باشد.

تشکر و قدردانی
از معاونت محترم پژوهشی دانشکده دامپزشکی دانشگاه تهران جهت 

حمایت از این تحقیق نهایت تقدیر و تشکر را دارد.
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Abstract:
BACKGROUND: Increase of people’s awareness about side effects of chemical food 

preservatives has raised public interest to consume products with natural preservatives 
such as essential oils. Garlic (Allium Sativum L.) is one of the medicinal plants in tradi-
tional medicine of Iran and it is necessary to evaluate its antimicrobial effects on some 
food borne bacteria such as E.coli O157:H7. This bacteria has low infectious dose and 
causes hemorrhagic colitis and hemolytic-uremic syndrome. OBJECTIVES: The purpose 
of this study is to evaluate inhibitory effect of garlic essential oil (Allium Sativum L.) on 
growth of E. coli O157:H7 and shiga-toxin 2 (Stx2) production. METHODS: The minimum 
inhibitory concentration (MIC) of garlic essential oil was evaluated by broth microdilution 
method and minimum bactericidal concentration (MBC) methods. Effect of subinhibi-
tory concentrations (subMICs) of garlic essential oil on bacterial  growth over 72 h (at 
35 °C) evaluated by surface plate counting and production of Stx2 were evaluated by kit 
(VTEC-RPLA). RESULTS: MIC and MBC of garlic essential oil were estimated 0/02% 
and 0/04%, respectively. Concentrations of 0.005%, 0/01% and 0.015% of garlic essential 
oil reduced the bacterial growth. Concentration 0/015% after 72 h reduced 2 log10 (cfu/
ml) growth rate and was the most effective concentration. Concentration 0/005% reduced 
Stx2 production and higher concentrations inhibited Stx2 production. It was found that the 
effect of different concentrations of essential oil on growth and production of Stx2 by E. 
coli O157:H7 were statistically significant (p≥0.05). CONCLUSIONS: Garlic essential oil 
showed to be effective against bacterial growth and production of Stx2. This study indi-
cated that garlic essential oil can be used as natural preservative in food system.
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Figure Legends and Table Captions
Figure 1. Effect of different concentrations of garlic essential oil on E. coli O157:H7 growth.

Table 1. Chemical composition of Allium sativum EO identified by GC/MS.

Table 2. Effect of different concentrations of garlic essential oil on production of Stx2 by E. coli O157:H7. ACVT2: Control positive 
of Shiga toxin2, A: Sample without essential oil, A1: Sample +0 .005% essential oil, A2: Sample + 0.01% essential oil, A3: Sample 
+ 0.015% essential oil.


