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      چكيده

 
تحقيقـات  خيراًد غذايي، اهاي شيميايي در موابا توجه به نگراني مصرف كنندگان در مورد اثرات منفي نگه دارندهزمينه و هدف: 

اكتريايي اوژنول اثر ضد ب بسياري به منظور يافتن تركيبات ضد ميكروبي طبيعي موثر انجام شده است. هدف از اين مطالعه، بررسي
  باشد.مي O157: H7كلياشريشيا باكتري در تركيب با اسيد استيك و اسيد لاكتيك روي

لظـت غز روش حـداقل ااسيد استيك و اسيد لاكتيـك بـا اسـتفاده اثر ضد باكتريايي اوژنول، در اين مطالعه تجربي،  :روش كار
 تريـايي تركيبـينيز براي ارزيابي فعاليت ضـد باكو منحني زمان مرگ سهمي  يغلظت مهارروش مشخص شد و از كنندگي مهار

  استفاده شد.   
يد لاكتيـك بـه ستيك و اسول، اسيد ابر اساس نتايج بدست آمده، مقدار حداقل غلظت مهاركنندگي به تنهايي براي اوژن :هايافته

ا اسـيد تركيبي اوژنـول بـ كه حالت دادآن ها نشان  ميكروليتر بر ميلي ليتر بود و نتايج غلظت مهار سهمي 5و  5/2، 75/0ترتيب 
 لـت تركيبـي اوژنـول /با توجه به نتايج بررسي منحني زمان مرگ حا ) مي باشند.FIC < 0/1 >0/4هاي آلي بدون اثر متقابل (

  ساعت باعث از بين رفتن باكتري شد.  4اسيد لاكتيك در عرض 
ثر بـوده انـد و مـو  O157: H7 اشريشـيا كلـي اوژنول، اسيد استيك و اسيد لاكتيك در ممانعت از رشد باكتري :گيرينتيجه

ول و اسـيدهاي آلـي بـي ازاوژنـبنـابراين، اسـتفاده تركي استفاده از اسيد هاي آلي مي تواند ميزان مورد نياز اوژنول را كاهش دهد.
  .عنوان مواد ضدميكروبي طبيعي ميتواند جايگزين نگهدارنده هاي شيميايي در مواد غذايي گرددبه
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Abstract   

 
Background: Due to consumer concern about the negative side effects of chemical 
preservatives in food, recently increasing researches have been done to find 
effective natural antimicrobials. The aim of this study was to investigate the 
antibacterial activity of eugenol in combination with acetic and lactic acids against 
E. coli O157: H7. 
Methods: The antibacterial effects of eugenol, acetic and lactic acids were 
determined using minimum inhibitory concentration (MIC) methods. Fractional 
inhibitory concentration (FIC) and Time-Kill assays were also used to evaluate the 
combined antibacterial activity.   
 Results: Based on our results, eugenol, acetic and lactic acids inhibited the growth 
of E. coli O157: H7, and eugenol had the strongest effect against the bacterium. 
MIC values for eugenol, acetic acid and lactic acid were 0.75, 2.5 and 5 μl/ml 
respectively. FIC method showed that eugenol combina-tion with the organic acids 
had no interaction effects (1.0 >  FIC  >4.0). Time kill cureve showed that eugenol 
combined with lactic acid caused the death of E. coli O157: H7 in 4 h. 
Conclusion: Eugenol, acetic and lactic acids are effective in inhibiting the growth 
of E. coli O157: H7  Mean while, organic acids can reduce the required amount of 
eugenol. Then, combination of eugenol and organic acids could provide an 
alternative to chemical preservatives in foods. 
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  مقدمه

بـاكتري اشريشــياكلي يــك بـاكتري گــرم منفــي و از 
شـود. اعضاي مهم خانواده انتروباكترياسه محسـوب مـي

از اين باكتري پاتوژن مهم انسان و حيوان است كه يكي 
نژادهــاي مهــم اشريشــياكلي بنــام اشريشــياكلي مولــد 

  )EHEC- Enterohaemorrhagic ( ايخونريزي روده
E.coli (7ويــژه ســروتيپ بــهH 157O   مــي باشــد و بــا

157O مصرف آب و غذاي آلوده به باكتري اشريشـياكلي 
7H هـايي نظيـر كوليـت سبب ابتلاء انسان بـه بيمـاري

، ســندرم (Haemorrhagic Colitis) خــونريزي دهنــده
ـــم ـــكك  Haemolytic Uraemic)خـــوني هموليتي

Syndrome) بسـياري )1( شودهاي كليوي ميو آسيب .
هــاي هــاي عفــوني ناشــي از ميكروارگانيســماز بيمــاري

مختلف در سراسر جهان ناشي از مصـرف مـواد غـذايي 
هاي پاتوژن هسـتند كـه در بسـياري از آلوده به باكتري

هـاي اقتصـادي و جـاني جوامع انساني باعث ايجاد زيان
ها كنترل رشـد . يكي از راه)3 ،2( اي شده استگسترده

زا در مواد غذايي اسـتفاده از يهاي بيمارميكروارگانيسم
. در حـال )4( باشدها و مواد ضد ميكروبي مينگهدارنده

جوامـع  بيوتيكي در بـينهاي آنتيحاضر روبروز مقاومت
باشد و يافتن جايگزيني مناسـب بـا در حال افزايش مي

ــوردار  ــادي برخ ــت زي ــايين از اهمي ــانبي پ ــوارض ج ع
جامعه امروز تمايل بـه رونـد مصـرف  . از طرفي)5(است

ــدگي  ــبز"كنن ــدان "س ــن ب ــه  دارد. اي ــت ك معنااس
هاي سـبز توليدكنندگان مواد غذايي بايد به دنبال روش

 GRAS) (Generally( يا طبيعي جديد، براي غذاي امن
Regarded As Safe (باشــند. بنــابراين، اخيــرا توجــه 

به توسعه تركيبات ضد ميكروبي طبيعي جديد از  زيادي
ــي  ــت و ايمن ــود كيفي ــور بهب ــه منظ ــاهي ب عصــاره گي

 -4( . اوژنول)7 ،6( محصولات كشاورزي و صنعتي دارند
)   (متوكسـي فنـل)  -آليل روغنـي مـايع ، 	

اسـت كـه از  ، با آروماي مشخصروشن به زرد كم رنگ
. )8( جوانه و برگ ميخك و دارچين استخراج شده است

اي پاتيـك گسـتردهاوژنول داراي تركيبات فنولي آمفـي
فعاليت ضد باكتريايي عالي در برابـر طيـف باشد كه مي

ــم ــترده اي از ارگانيس ــد گس ــا مانن ــيا ه ــياشريش ، كل

ــوزا ــودوموناس ائروژين ــوس، س ــتافيلوكوكوس اورئ و  اس
. فعاليت ضد بـاكتري )13-9( دارد ليستريا مونوسيتوژنز

سـمي اسـت كـه آن از طريق اختلال در غشاي سيتوپلا
و  )14( نفوذپذيري غير اختصاصي را افزايش مـي دهـد

بيشتر حالت آب گريزي اوژنول آن را قـادر بـه نفـوذ در 
هاي گرم منفـي و كاريدي سلول باكترياغشا ليپوپلي س

نشـان داده ها كـرده اسـت. تغيير در ساختار سلولي آن
فعاليت  سالمونلا تيفيدر برابر  نيز اوژنولشده است كه 

ضد ميكروبي دارد كه به علت تعامل بـا غشـاي سـلولي 
باشـد. شـواهد اخيـر نشـان داده كـه گـروه باكتري مي 

هيدروكسيل در اوژنول با اتصال به پـروتئين هـا، باعـث 
 مـي شـود انتروبـاكتر ائروژنـزجلوگيري از اقدام آنزيمي 

)15(.  Modjinou ــال ــاران در س ــان  2016و همك نش
ــاكتري  ــد دو ب ــار رش ــث مه ــول باع ــه اوژن ــد ك دادن

ــوس ــتافيلوكوكوس اورئ ــياكلي و اس ــي اشريش ــردد، م گ
گيري پارامترهاي مختلـف اكسـيداتيو همچنين با اندازه

هـاي متنـوع اوژنول به دليل داشـتن گـروه افزودند كه 
 باشـدقدرت آنتي اكسيداني بالايي نيز مـيفنولي داراي 

)16( .Requena  اثــر ضــد 2019و همكــاران در ســال ،
حـاوي تركيبـات اوژنـول و  PHBVهاي باكتريايي فيلم

هاي غذايي (پنيـر، سـينه مـرغ، كارواكرول در ماتريكس
ليسـتريا و  اشريشياكليهاي خربزه) عليه باكتريكدو و 
را مورد تجزيه و تحليل قرار دادنـد، نتـايج ايـن   اينوكوآ

تحقيق نشان داد كه بيشـترين فعاليـت ضـد ميكروبـي 
در پنيـر و كـدو  اشريشـياكلياوژنول و كارواكرول عليه 

ليسـتريا هـا عليـه بوده اسـت و اثـر ضـد باكتريـايي آن
ها كمتر بوده است كه علت آن را در در اين غذا  اينوكوآ

دسترس بودن عوامل موثر و تركيبات فعال بـراي تـاثير 
فعاليت ضد باكتريايي را در يـك غـذاي خـاص تعريـف 

هــاي گيــاهي و . بــه طــور كلــي اســانس)17( انــدكــرده
ها با نفـوذ در ليپيـد غشـاء تركيبات مونوترپنيدهاي آن

سلولي و افزايش نفوذپـذيري در آن، سـبب اخـتلال در 
هاي حياتي وابسته به غشاي سلولي، خروج كليه فعاليت

ها، تركيبات حياتي و در نهايت مرگ سلول خواهـد يون
. اثرات سمي روي ساختار و عملكرد غشـا )19 ،18( شد

  .)20( باشدها ميتوجيه كننده فعاليت ضد ميكروبي آن
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اسيدهاي آلي مواد طبيعي هستند كه در ميـوه هـاي 
مختلف و محصولات تخميري يافت مي شوند و فعاليـت 
ضد ميكروبي عليه پـاتوژن هـاي ناشـي از مـواد غـذايي 

. اسيداستيك و اسيد لاكتيك متداول تـرين )21( دارند
 نگه دارنده مورد استفاده هستند. فـرآورده هـايي ماننـد

ترشي ها، ساوركرات (كلم ترش) و شيرهاي تخميري از 
طريق فعاليت هاي تخميري باكتري هاي اسيد لاكتيك 
مختلف تهيه مي شوند كه اسيد استيك، اسيد لاكتيـك 

 نند. اثرات ضـد ميكروبـيو ساير اسيد ها را توليد مي ك
بـه كمتـر از  pHاسيد هاي آلي بـه علـت كـاهش دادن 

حداقل مورد نياز بـراي رشـد و بازدارنـدگي متـابوليكي 
 ناشي از مولكول هاي تفكيـك نشـده اسـيد مـي باشـد

)22(.  
 1394تجربــي كــه در پــاييز ســال   در ايــن مطالعــه

، اثر ضد باكتريـايي غلظـت هـاي مختلـف صورت گرفت
ـــــول ( ، 093/0، 187/0، 375/0، 75/0، 5/1، 3، 6اوژن

، 5، 10ميكروليتر بر ميلي ليتر)، اسيد اسـتيك ( 046/0
ميكروليتر  039/0، 156/0، 312/0، 625/0، 25/1، 5/2

، 25/1، 5/2، 5، 10، 20بر ميلي ليتر) و اسـيدلاكتيك (
ميكروليتر بـر ميلـي ليتـر) بـه  156/0، 312/0، 625/0

آبگوشت مغز و قلـب جهـت  تنهايي و تركيبي در محيط
 MIC( (Minimum( تعيين حداقل غلظت مهاركنندگي

inhibitory concentration( حداقل غلظـت كشـندگي ،
)MBC ((Minimum Bactericidal Concentration، 

 FIC(  (Fractional inhibitory( غلظت مهاري سـهمي
concentration ( ــه روش اســتاندارد ميكرودايلوشــن و ب

  مورد بررسي قرار گرفت.) Time Kill(منحني مرگ 
 

  روش كار
اسـيد لاكتيـك  ، %100، اسـيد اسـتيك %99 اوژنول

) Merck-Germany( و دي متيـــل سولفوكســـيد 90%
 Brain Heart Infusionهـاي كشـت ميكروبـي محـيط

Agar-BHIA  وBrain Heart Infusion Broth- BHIB 
  .بودند Milano, Italia) شركت بيولايف( 

 :O157 كلـياشريشـيا  باكتري: مورد مطالعه باكتري
H7   از كلكسيون ميكروبي گروه بهداشـت مـواد غـذايي

  دانشكده دامپزشكي دانشگاه اروميه تهيه شد. 
ابتدا يـك گرانـول بـاكتري : تهيه ميزان تلقيح باكتري

ــه  O157: H7 كلياشريشــيا ــواز لول  Cryo( هــاي كراي

tube(  جهـت تهيـه مورد نظر در شرايط سترون خارج و
ميلي ليتر  10به سازي سويه ميكروبي كشت تازه و فعال

درجـه  37بـراث منتقـل شـد و در دمـاي  BHIمحيط 
قبـل از اسـتفاده بـه  . باكتريگرديدداري نگه سلسيوس

 -4. براي اين منظور شدطور متوالي دوبار تجديد كشت 
با لوپ برداشت كـرده و آگار را  BHIكلني باكتري از  5

 37و در  گرديـدبـراث منتقـل  BHIميلي ليتـر  10به 
. كشـت شـدساعت انكوبه  24به مدت  سلسيوسدرجه 

ـــا  ـــمپلر  دوم را ب ـــتفاده از س ـــر از  100اس ميكروليت
ميلـي ليتـر  10لولـه حـاوي  سوسپانسيون باكتري بـه 

BHI  بــه  سلســيوسدرجــه  37و در  انتقــال دادهبــراث
 20داري گرديـد. سـپس از كشـت ساعت نگه 20مدت 

ــا هــمســاعته  زدن مــداوم سوسپانســيون در دســتگاه ب
نانومتر با ميزان جذب  625اسپكتوفتومتر در طول موج 

تعداد باكتري مك فارلند)  5/0(استاندارد   13/0 -08/0
تنظـيم گرديـد و بـا دو بـار  cfu/ml 32810/0 معادل

تهيـه بـراث   HIBدر محيط كشت  610رقيق سازي به 
 .و اين عمل را هر بار قبل از هر آزمون تكرار شـد گرديد

هاي كشت بر اساس دستور كارخانه سازنده كليه محيط
  تهيه و با استفاده از دستگاه اتوكلاو سترون گرديد.

و  (MIC)تعيين حـداقل غلظـت مهاركننـدگي رشـد 
بـــه روش  (MBC) حـــداقل غلظـــت كشـــندگي 

 96ايــن روش از ميكروپليــت هــاي  در: ميكرودايلوشــن
ميكروليتـر  300خانه اي  با چاهك ته گرد  و با حجـم 

  رديف مي باشند،  استفاده شد.  8ستون و  12كه داراي 
، (DMSO)ابتــدا اوژنــول در دي متيــل سولفوكســيد 

اسيد استيك و اسيد لاكتيك در آب مقطر استريل حل 
اسـتريل ميكرومتر  22/0و توسط فيلتر ميكروبيولوژيك 

، اسـيد  µl/mL  6 شدند. بالاترين غلظت براي اوژنـول 
 µl/mL 20 و براي اسيد لاكتيـك   µl/mL  10 استيك

بـراث رقيـق سـازي   BHIبود. سپس بطور سريالي  بـا 
، اسـيد   µl/mL  046/0- 6 شدند. رنج غلظتي اوژنول 

 و براي اسـيد لاكتيـك   µl/mL 039/0- 10  استيك 
µl/mL   156/0- 20  بود. در هر چاهـك  ميكروپليـت

 µl5 بـراث و  BHIمحـيط كشـت  µl95 خانـه اي  96
از محلول استوك اوژنول،  µl100 باكتري ريخته شد، و 

اسيد استيك واسيد لاكتيك بـه اولـين چاهـك افـزوده 
 7از  رقــت هــاي ســريالي در  µl 100 شــدند، ســپس 

آخـرين سـتون بـه  بـه چاهك پي در پي انتقـال يافـت.
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و  افـزودهاز باكتري  µl5 براث و  BHIاز  µl 195 وسيله
بــه عنــوان شــاهد منفــي در نظــر گرفتــه شــد. از 

استفاده شد. حجـم اريترومايسين به عنوان شاهد مثبت 
بـود. سـپس ميكروپليـت  µl 200نهايي در هر چاهـك 

بوسيله پارافيلم پوشانده شد. به منظـور مخلـوط شـدن 
كروپليت شـيكر ميتمام محلول هاي درون چاهك ها از 

(BOECO, Germany)  با دور سرعت rpm  300 راي ب
درجـه  37ثانيه استفاده گرديد و سـپس در دمـاي  20

ساعت گرمخانه گذاري شد. بعد از  24بمدت  سلسيوس
اتمام گرمخانه گذاري كدورت يا عدم كدورت در چاهك 

. وبـراي تسـت  گرديـدها به صـورت چشـمي مشـاهده 
MBC فاف بودند و نشـان دهنـده از چاهك هايي كه ش

ميكروليتر برداشـته   5عدم رشد باكتري بودند به مقدار 
پـس از  آگار كشـت سـطحي داده شـد BHIو  بر روي 

درجـه سلسـيوس،  37ساعته در دمـاي  24انكوباسيون 
ها از لحاظ رشد و تشـكيل كلنـي بررسـي شـده و پليت

ها را بكشـد % از باكتري 9/99آخرين رقتي كه توانسته 
  . )23(در نظر گرفته شد MBCعنوان رقت هب

در ايـن آزمـايش اثـر : (FIC)غلظت مهـاري سـهمي 
تركيبي اوژنول، اسيد استيك و اسيد لاكتيـك در برابـر 

مـورد بررسـي قـرار   O157: H7 كليريشـيااش بـاكتري
گرفت. رنج غلظتي ايـن تركيبـات از دو برابـر بيشـتر از 

 MICتا حداقل چهار برابـر كمتـر از مقـدار  MICمقدار 
ــاي  ــد و چاهــك ه ــاكتري انتخــاب گردي ــن ب ــراي اي ب

 گرديد: آمادهخانه اي به شرح زير 96ميكروپليت 
 BHIميكروليتر  95در رديف اول، هر چاهك محتوي 

 cfu/ml  ميكروليتر باكتري (كه تعداد آن روي 5براث، 
ت ظـميكروليتـر  از غل 100تنظيم گشته اسـت) و  610

. درســتون اول، هـر چاهــك بـودهـاي مختلـف اوژنــول 
ميكروليتر بـاكتري  5براث،  BHIميكروليتر  95محتوي 

ميكروليتر از غلظت هاي مختلف اسيداستيك يا  100و 
ه چاهك ها اثر تركيبي اوژنول بـا . بقيبوداسيد لاكتيك 

اسيد استيك يا اسيد لاكتيك را نشان مي دهنـد. پـس 
ميكروليتر بـاكتري  5براث،  BHIميكروليتر  95محتوي 

 50ميكروليتر از غلظـت هـاي مختلـف اوژنـول و  50و 
ميكروليتر از غلظت هاي مختلف اسيد استيك يا اسـيد 

د و در ثانيه مخلوط شـ 30. سپس به مدت بودلاكتيك 
سـاعت نگـه  24به مـدت  سلسيوسدرجه  37انكوباتور 

داري گرديد و بـر اسـاس مشـاهدات چشـمي و ميـزان 

  تعيين گرديد. FICكدورت 
ــه  ــي ك ــاس روش ــر اس ــايش ب ــن آزم و  Murdockاي

ارائـه كردنـد انجـام گرفـت و  2006همكاران در سـال 
 FIC >75/0جز سينرژيست ها،  FIC > 5/0مطابق آن 

داراي  FIC < 75/0 > 0/1ت نســبي، سينرژيسـ 5/0 >
جـز  FIC < 0/4بي اثر،  FIC  < 0/1>0/4اثر افزايشي، 

  .)24( آنتاگونيست ها تقسيم گرديد
 Time Killبررسي منحني مرگ مواد ضـدباكتريايي 

Curve : ـــه اول ـــاكتري  MICدر مرحل  كلياشريشـــياب
O157: H7  سـري لولـه جداگانـه  5تعيـين گرديـد. در

اوژنول، اسـيد  MICسوسپانسيون ميكروبي حاوي رقت 
لاكتيك، اسيد استيك، اوژنول /اسـيد لاكتيـك، اوژنـول 

اسيد استيك و يك لوله فاقد تركيبات ضـد باكتريـايي /
-عنوان شاهد ساخته شد. در همان ابتدا تعداد باكتريبه

طـور جداگانـه بـه روش زيـر هاي موجود در هر لوله به
  شمارش شد:

وليتر به ميكر 900ميكروليتر از سوسپانسيون به 100
محيط پپتون واتر منتقـل شـده و پـس از رقـت سـازي 
سريالي آن، هر رقـت در پليـت بـر روي محـيط كشـت 

BHI هـاي موجـود آگار كشت داده شد و تعداد باكتري
ساعت بـا شـمارش  24در سوسپانسيون پس از گذشت 

  .)25(ها بدست آمدهاي رشد كرده در روي پليتكلني
ها ساعت تعداد باكتري 24و  8، 4، 2، 0هاي در زمان

ها به ثبت رسيد و در نهايـت بـر شمارش شد  تعداد آن
هاي، منحني مرگ بوسـيله آزمـون اساس تعداد باكتري

Tukey  نرم افزارSPSS  بدست آمد 16نسخه.  
  

  هايافته
: مـواد ضـدباكتريايي بـه تنهـايي MBCو  MICنتايج 

كمترين مقـدار از يـك تركيـب اسـت كـه  MIC اساسا
تواند به ميزان زيادي رشد يك ارگانيسـم را پـس از مي

گذشت يك دوره انكوباسيون مشخص مهار نمايد اما در 
حداقل ميزان غلظت لازم براي كشـندگي  MBCحالت 

نتايج اين مطالعه نشان داد كـه، باشد.  يك ارگانيسم مي
نسـبت بـه  MICدر اوژنول و اسيد استيك، مقدار كمتر 

MBC تر اين تركيبات در غلظت پاييندهد كه نشان مي
داراي خاصــيت باكتريواســتاتيك اســت و در غلظــت 
بالاتري داراي خاصيت باكتريوسيد اسـت امـا در اسـيد 

در يـك ميـزان مشـخص  MBCو  MICلاكتيك مقدار 
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اوژنـول اثـر ضـد طـور كلـي، معادل يكديگر بودنـد. بـه
باكتريايي قـوي تـري نسـبت بـه دو اسـيد آلـي دارد و 

سيد استيك  اثر ضـد باكتريـايي قـوي تـري همچنين ا
  .)1داشت (جدول نسبت به اسيد لاكتيك 

مـواد ضـد باكتريـايي بـه  FICتركيبي و  MICنتايج 
 FICتركيبـي و  MIC 2جـدول شـماره :صورت تركيبي

اوژنول در تركيب با اسيدهاي آلـي را نشـان مـي دهـد. 
MIC  اسيد استيك نسبت به اوژنـول  /تركيبي اوژنول/ 
. مقـادير را از خود نشان داد يقوي تر اثر لاكتيك اسيد
MIC  تركيبي اين مواد نسبت بهMIC  آن ها به تنهايي

نشان مي دهد كه،  نياز به غلظت هاي كمتري از اوژنول 
 :O157 كلياشريشيا و اسيد هاي آلي  براي مهار رشد 

H7  .مي باشد  
FIC  اسـيد اسـتيك و /تركيبات ضد باكتريايي اوژنول
اسيد لاكتيك نشان مي دهد كه اين تركيبـات  /اوژنول 

اشريشـيا بدون اثر متقابـل نسـبت بهـم عليـه بـاكتري 
  .هستند  O157: H7كلي

 Time بررسي منحني مرگ مـواد ضـدباكتريايينتايج 
Kill Curve :هـا بـراي اين روش يكـي از بهتـرين روش

ــاكتري ــين خاصــيت ب ــيتعي باشــد و يكــي از كشــي م
ها براي بدست آوردن ارتباط بـين مـواد ترين روشقوي

باشد كه وابسـته ها ميهاي باكتريضد باكتريايي با گونه
به زمان است و كشت تحت شرايط مناسـب در فواصـل 

هـاي گيرد، سپس درصد سلولزماني مختلف صورت مي
هــاي زنــده بــر اســاس مــرده نســبت بــه تعــداد ســلول

(CFU/ml) ــتفاده از روش شــمارش ســطحي د ــا اس ر ب
شود كه آيد. در اينجا تصور ميمقايسه با شاهد بعمل مي

اوژنول بعنوان يك تركيب ضدميكروبي از اسانس گياهي 

بدليل داشتن ساختار فنولي داراي فعاليت سطحي مـي 
هاي باكتري، مهـار باشد و موجب آسيب به غشاي سلول

هـــاي آن و يـــا تـــداخل بـــا توليـــد برخـــي از آنـــزيم
شوند و بـا راي رشد باكتري ميآمينواسيدهاي ضروري ب

شـود. از طرفـي اين مكانيسم باعـث مـرگ سـلولي مـي
بازدارندگي رشد باكتري مستقيما مربوط به غلظت اسيد 
تفكيك نشده در اسيدهاي ضعيفي مانند اسيد استيك و 

باشد، برخي اعمـال ضـروري سـلولي نظيـر لاكتيك مي
و  ها، انتقـال فعـال مـواد غـذاييدر باكتري ATPسنتز 

ــه وســيله غشــا ســلولي انجــام تنظــيم سيتوپلاســمي ب
توانند هاي اسيد تفكيك نشده ميگيرد، حال مولكولمي

هاي آزادانه از غشا عبور كنند. با انجام اين عمل مولكول
كمتـر كـه در آن  pHتفكيك نشده از محيط خارجي با 

تعادل به سمت مولكول تفكيك نشده اسـت بـه داخـل 
شـوند. بالاتري است وارد مـي pHسيتوپلاسم كه داراي 

بالاتر تعادل به سمت مولكول تفكيك شـده  pHدر اين 
يابد و بنابراين اسيد يـونيزه شـده و منجـر بـه تغيير مي

شـود كـه موجـب اسـيدي شـدن هايي ميتوليد پروتون
دروني خـود  pHشود. سلول جهت ثبات سيتوپلاسم مي

رانـدن  وسيله خنثي سازي و يـا بيـرونكند بهسعي مي
هاي نفوذ كرده بدرون خود را خارج نمايد اما اين پروتون

شـود زيـرا انـرژي مـورد عمل باعث كند شدن رشد مي
استفاده در اين عمل از ميزان انرژي مورد استفاده جهت 

كاهـد كـه ديگـر رشـد ممكـن نيسـت و رشد سلول مي
در يرابـر  2و  1نمـودار شـماره ميـرد. احتمالا سلول مي

تركيبات ضـد باكتريـايي مختلـف، بـاكتري  MICرقت 
هاي مختلف تغييـرات استاندارد را كشت داده و در زمان

شد و منحني رشد و مـرگ بـاكتري  ها بررسيتعداد آن

  O157: H7 كلياشريشيا  باكترياوژنول، اسيد استيك  و اسيد لاكتيك بر MBCتنهايي و هب MICنتايج  -1جدول 
 MIC(µl/mL) MBC(µl/mL) تركيب استفاده شده

  5/1 75/0 اوژنول
  5 5/2  اسيد استيك
  5 5  اسيد لاكتيك

  - µg/mL(  16( اريترومايسين
  

 O157: H7 كلياشريشيا  باكترياوژنول، اسيد استيك و اسيد لاكتيك بر FICتركيبي و MIC  -2جدول 
شاخص   FIC  (µl/mL) تركيبي MIC(B) تركيب استفاده شده  (A)  تركيب استفاده شده

(µl/mL)  
  عملكرد

A B 
  بي اثر  063/1  156/0 75/0 اسيد استيك اوژنول
  بي اثر  063/1  312/0 75/0 اسيد لاكتيك  اوژنول
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شـود  گونه كه مشاهده ميهمان در برابر آن بدست آمد.
انـد در حالت تركيبي مواد ضد ميكروبي طبيعي توانسته

 4ول/ لاكتيك اسيد پـس از تري  (اوژنمدت زمان كوتاه
سـاعت) باعـث  8ساعت و اوژنول/ لاكتيك اسيد پس از 

  شوند. 7H 157O اشريشياكليمرگ باكتري 
 

  گيريو نتيجهبحث 
هاي منتقله از غـذا يـك مشـكل عمـده و پـر بيماري

هاي منتقله از غذا به طـور گسـترده هزينه است. پاتوژن
در طبيعت يافت مي شوند و جلوگيري از ورود آن ها به 

گزارش ها حاكي از  .)26(هاي خام مشكل مي باشد غذا
اسـانس هـاي گيـاهي تركيبـات آن است كه بسياري از 

هاي داراي اثر بازدارندگي قابل توجهي بر ميكروارگانيسم
در اين راسـتا مطالعات بسياري  و )27( بيماريزا هستند
تركيبي  MIC ،بررسي اين نتايجدراست.  صورت گرفته 

 اوژنول با اسيد استيك و اسـيد لاكتيـك در مقايسـه بـا
غلظـت هـاي  ،كـهنشان دادتنهايي هب MICتست  نتايج

تركيب با اسيد هـاي آلـي بـراي مهـار  حالت اوژنول در
  كاهش يافت. O157: H7  كلياشريشيا 

و همكــاران در ســال  Kimاي كــه توســط در مطالعــه

  
  اوژنول، لاكتيك اسيد و اوژنول /لاكتيك اسيد MIC  در برابر رقت O157: H7 كلياشريشيا بررسي منحني رشد باكتري  -1نمودار 

  

  
  اوژنول، استيك اسيد و اوژنول /  استيك اسيد MIC  در برابر رقت O157: H7 كلياشريشيا بررسي منحني رشد باكتري -2نمودار 
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انجام گرديد فعاليت ضـد باكتريـايي اوژنـول بـر  1995
بررسـي شـد  7H157Oاشريشـياكلي و اشريشـياكليعليه 

اوژنول داراي فعاليت ضـد ميكروبـي كه نتايج نشان داد 
آن  MICها مي باشد و معني داري بر روي  اين باكتري

آن بـراي  MBCو  µg/mL 1000هـر دو بـاكتري  ايبر
ـــراي µg/mL 1000 اشريشـــياكلي اشريشـــياكلي   و ب

7H157o mL/µg 1000>   كــه بــا  )28(گــزارش كردنــد
  نتايج تحقيق حاضرتا حدي مطابقت دارد.

بيـان  2015و همكاران در سـال  Liدر تحقيق ديگر، 
اوژنـول در اتـانول  MBC 5%و  MICكردند كه، مقـدار 

 µg/mL 25/781 برابـر بـا اشريشـيا كلـيعليه باكتري 
اوژنول در  MBC 5%و  MICباشد و همچنين  مقدار مي

ا را برابـر بـ استافيلوكوكوس اورئوساتانول عليه باكتري 
µg/mL 50/156 29( تعيين كردند( .  

Pandima Devi  نشــان 2010و همكــاران در ســال ،
يف اوژنول فعاليت ضد باكتري عالي در برابر ط ،دادند كه

، كلياشريشــياگســترده اي از ارگانيســم هــا ماننــد 
ــودوموناس  ــوس، س ــتافيلوكوكوس آرئ ــوزا و اس آئروژين

  .)30(دارد ليستريامونوسيتوژنز
 هاي ديگر نيز اوژنول به عنوان  يك تركيبدر بررسي 

 31( معرفي شده اسـتاشريشياكلي ضد باكتريايي عليه 
  .)26 و

Jang  اثر اسيد اسـتيك را 2007و همكاران در سال ،
اسـيد  MIC  بررسي كردند،  7H157O اشريشياكليعليه 

ــا ــر ب ــتيك براب ــاكتري  ppm  2500اس ــن ب ــد اي از رش
تحقيـق حاضـر  MIC. اين يافته بـا )32( جلوگيري كرد
  يكسان است.

Piletti  نشـان دادنـد كـه،  2017و همكاران در سال
ــــون ــــق آزم ــــاي طب ــــوزن  MICه ــــار ديفي و آگ

ميلي مـول بـر ليتـر از  08/17هاي حاوي ميكروكپسول
ــول داراي  ــه اوژن ــالي علي ــايي ع ــد باكتري ــت ض فعالي
باشـند، در مـي اورئـوس استافيلوكوكوساشريشياكلي و 

  اشريشـياكليبـراي بـاكتري  MICاين تحقيـق غلظـت 
 استافيلوكوكوس اورئـوسو براي  µg/mL2500 برابر با 
µg/mL 625   گزارش گرديد، و بالاتر بودن مقدارMIC 

را بخاطر اينكه ميكروارگانيسمي گرم  اشريشياكليبراي 
 اسـتافيلوكوكوس اورئـوستـر از باشد و مقـاوممنفي مي

  .)33( اندبعنوان باكتري گرم مثبت دانسته
Sharma ــارا ــال و همك ــاري 2017ن در س ــر مه ، اث

سينامالدئيد به تنهايي و در حالـت تركيـب بـا اوژنـول، 
اسـتافيلوكوكوس تيمول و تيموكينون را عليـه بـاكتري 

ــديس  ــه اپيدرمي ــان داد ك ــايج نش ــد، نت ــه كردن مطالع
تواننـد تركيبات ضد ميكروبي در حالت تركيبي خود مي
سميت دوز مورد نياز عامل ضد ميكروبي را عليه رشد و 

ها كاهش دهند و همچنين بيـان كردنـد ميكروارگانيسم
ــول و  ــول، تيم ــينامالدئيد، اوژن ــات س ــام تركيب ــه تم ك

 اسـتافيلوكوكوس اپيدرميـديس تيموكينون عليـه رشـد
اند و حالت تركيبي سينامالدئيد با تيمـول اثـر موثر بوده

داشـته  اسـتافيلوكوكوس اپيدرميـديسسينرژيك عليه 
ل توجهي دوز مورد نياز در مقايسـه است و به ميزان قاب

با حالت سينامالدئيد بـه تنهـايي را كـاهش داده اسـت، 
همچنــين ســينامالدئيد در تركيــب بــا تركيبــات ديگــر 

باشـد و باعـث افـزايش وابسته بـه زمـان و غلظـت مـي
 -وسـيله فعاليـت بتـانفوذپذيري در غشـاي بـاكتري بـه
ــاكتري  ــر روي ب ــداز ب ــياكليگالاكتوزي ــويه  اشريش س

ML35P شمار شود كه دليلي براي مرگ ارگانيسم بهمي
  .)34( آيدمي

Zhou  نشـان دادنـد كـه 2007و همكاران در سـال ،
به عنوان يك بـاكتري گـرم  سالمونلا تيفي موريومرشد 

هينتـون بـراث حــاوي  -منفـي در محـيط كشـت مــولر
ــارواكرول،  ــول، ك ــيدEDTAتيم ــتيك ، اس ــيد اس ، اس

 mg/Lبا غلظت هاي به ترتيـب  سيتريك اسيدلاكتيك، 
400  ،µl/L 400  ،mg/L 300 ،2/0%   ، حجمي/حجمي

حجمي/حجمـي بـه طـور  %2/0حجمي/حجمي ،  2/0%
معني داري مهار شد و تمامي نتايج تركيبي تيمـول يـا 

 كاهش معنـي داري در رشـد استيك كارواكرول با اسيد
  را داشتند.سالمونلا تيفي موريوم 

Ahn  وShin  ـــال ـــاوتي از 1999در س ـــواع متف ، ان
اسيدهاي آلي كه اثرات مهاري ضـد ميكروبـي در برابـر 
ميكروارگانيسم هاي مختلـف دارنـد را گـزارش كردنـد. 
فعاليــت هــاي ضــدباكتريايي  اســيدهاي آلــي در برابــر 

،  كلياشريشـيا  پاتوژن هاي ناشي از مواد غذايي شـامل
ــوم ــالمونلاتيفي موري ــيتوژنز، س ــر  ليستريامونوس و ديگ

باكتري هاي توكسـين زا  در محصـولات غـذايي وجـود 
  .)36و  35( دارد

ــه ــال  Zhengاي در مطالع ــاران در س ، 2013و همك
دو حالت تركيبي اوژنول /  اسيد اسـتيك و  MICمقدار 

جداشـده از  انتروباكتراوژنول / اسيد لاكتيك عليه گونه 
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  .)27( بدست آوردند µg/mL 625 باسبزيجات را برابر 
Al- Rousan  ــاران در ســال ــيد 2018و همك ، از اس

157O  اشريشـياكلياستيك و اسيد سيتريك براي مهار 
7H ،در  استافيلوكوكوس اورئوسو  موريومسالمونلا تيفي

استفاده كردنـد، كـه در ايـن  (Tabbouleh) سالاد تبوله
هـاي مختلـف اسـيد مطالعه اثر ضـد ميكروبـي غلظـت

) %4/1و  %1() و اسيد سـيتريك %4/0و  %3/0استيك (
 %4/0همراه اسيد سيتريك به %1ها (و حالت تركيبي آن

%  3/0همـراه % اسيد سـيتريك بـه 4/1اسيد استيك و 
سـالمونلا ، 7H 157O اشريشـياكلياسيد اسـتيك) عليـه 

در سـالاد تبولـه  استافيلوكوكوس اورئوسو  موريومتيفي
درجه سليسيوس مـورد ارزيـابي  21و  10و  4در دماي 

ادند، با توجه بـه نتـايج نشـان دادنـد كـه، اسـيد قرار د
استيك نسبت به اسيد سيتريك اثر مهاري بيشتري بـر 

در دمـاي  7H 157O اشريشـياكليو موريوم سالمونلاتيفي
هاي اين دو باكتري درجه داشته است و حتي سلول 21

در تيمار با  7H 157O اشريشياكليو موريوم سالمونلاتيفي
ــتيك  ــيد اس ــ 4/0اس ــس از % ب ــب پ روز  7و  5ه ترتي

شناسايي نشده است، حالـت تركيبـي اسـيد اسـتيك و 
و موريـوم سـالمونلاتيفياسيد سـيتريك باعـث كـاهش 

به كمتر از سطح تشخيص بعـد از  7H 157O اشريشياكلي
درجه گرديده است، با اين حال،  21روز در دماي  3و  2

اســتافيلوكوكوس طــور قابــل تــوجهي ايــن تيمارهــا بــه
را در مقايسه با حالت كنتـرل كـاهش دادنـد و  اورئوس

خاظر نشان كردند كـه اسـيدهاي اسـتيك و سـيتريك 
ــي ــودگي م ــاهش آل ــث ك ــه باع ــالاد تبول ــد در س توانن

و  موريـــومســـالمونلا تيفـــي، 7H 157O اشريشـــياكلي
  .)37( گردند استافيلوكوكوس اورئوس

تـوان دميكروبي را ميفعاليت ضد باكتريايي عوامل ض
در شـرايط آزمايشـگاهي را ارزيـابي  Time Killبا روش 
ــرد ــرخلاف روش )25( ك ــن روش ب ، MBCو  MIC. اي

دهد تا سرعت فعاليت ضد باكتريايي تركيبـات اجازه مي
  .)38( تعيين گردد

Devi  نشــان دادنــد كــه،  2010و همكــاران در ســال
اثـر حجمي/حجمـي   %05/0و  MIC 4اوژنول در حالت

ضد باكتريايي قـوي بـر روي سـالمونلا تيفـي دارد و در 
را  سـالمونلا تيفـيدقيقه جمعيت باكتريـايي  60عرض 

دهد كـه در غير فعال كرد. علاوه بر اين، نتايج نشان مي
معرض طولاني مدت قرار گرفتن با اوژنول باعـث باعـث 

  .)30( گرددمرگ كامل اين باكتري مي
 2013و همكاران در سال  Yeاي كه توسط در مطالعه

 ODانجــام گرفــت، منحنــي مــرگ را بوســيله آزمــايش 
Value  براي دو تركيـب ضـد ميكروبـي سـينامالدئيد و

ــه  ــارواكرول علي ــت  اشريشــياكليك ــاعت  12در حال س
دهـد كـه اثـر انكوباسيون بررسي كردند. نتايج نشان مي

به  تركيبي سينامالدئيد /  كارواكرول در مقايسه با حالت
 باشد و حالـتتر ميقوي اشريشياكليها عليه تنهايي آن

  .)39( تري داردعتركيبي روند كاهشي سري
دهد كه تركيبات ضـد نتايج اين مطالعه هم نشان مي 

 باكتريايي در حالت تركيبي به ويژه اوژنـول /  لاكتيـك
اسيد سرعت و زمان مهار رشد باكتري را به طـور قابـل 
توجهي كاهش دادند كه اين زمان براي حالت اوژنـول / 

  ساعت بود. 4لاكتيك اسيد در عرض 
اي ها فعاليت ضد ميكروبـي گسـتردهتركيبات اسانس

ــيار ــد و در بس ــردن دارن ــين ب ــبب از ب ــوارد س ي از م
شـوند، بـدون اينكـه ها مـيها و ويروسها، قارچباكتري

اثرهاي نامطلوبي بر سلامت مصرف كننده داشته باشند. 
ها فعاليـت ضـدالتهابي، آنتـي همچنين تركيبات اسانس

اكسيداني و بسـياري خـواص فارمـاكولوژيكي بـا دامنـه 
 هـايعنـوان فـرآوردهها را به وسيع دارند كه كاربرد آن

اوژنـول اثـر سازد در ايـن بررسـي، طبيعي دوچندان مي
نشـان  O157: H7 كلـياشريشـيا  قوي بر روي بـاكتري

 داد. بنابراين با توجه به عوارض منفـي و شـناخته شـده 
ل هاي شيميايي، تركيبات اسانس مانند اوژنـودارندهنگه

 هـا باشـد و همچنـينمي تواند جايگزين خوبي براي آن
ه دارنـداوژنول و اسيد هاي آلي مي توانند به عنوان نگـه

 طبيعي مواد غذايي  در برابر اين بـاكتري پـاتوژن مـواد
تواند هاي آلي ميغذايي استفاده شوند و استفاده از اسيد
   ميزان مورد نياز اوژنول را كاهش دهد.

  
  تقدير و تشكر

  -2اين مطالعه نتايج حاصل از پايان نامه به شماره  د 
دانشگاه اروميه مي باشد. بدين وسيله نويسـندگان  470

مراتــب ســپاس خــود را از همكــاري مســئولين محتــرم 
دانشكده دامپزشكي دانشگاه اروميه و همچنين به دليل 

  دارند.تامين بودجه پژوهشي اين مطالعه اعلام مي
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