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چكيده
. تواند به ال ـ فرم تبديل شودها مي گليسين و برخي از هورمونسيلين، تاثير عواملي مانند پني     بروسلا تحت

اشكال ال باكتري ممكن است در طول بيماري و يا بروسلوز نهفته ايجاد شوند و در عودهاي مجدد بيماري و 

. انتقال آن دخيل باشند

Allium)     سير  Sativum L.)در اين . باشده آليسين مهمترين ماده ضدميكروبي آن مي گياهي دارويي است ك

بررسي پس از استخراج عصاره كلروفرمي سير و تعيين ميزان كمي آليسين، حداقل غلظت بازدارنده از رشد 

(MIC)كشي  و باكتري(MBC)تنسيس  بر روي بروسلا مليRev1 و بروسلا آبورتوس S19اثر .  تعيين شد

هاي مختلف هاي كمتر از بازدارنده، اثر زمان و دما در تاثير غلظتسلا در غلظتعصاره بر مورفولوژي برو

عصاره بر روي بروسلا و اثر ضدميكروبي عصاره در حضور سوكروز بر روي باكتري مورد مطالعه قرار 

 خود گيرد و اثر كشندگيگرفت و نشان داد كه اثر ضدميكروبي آليسين بر روي بروسلا تحت تاثير دما قرار نمي

هاي كمتر از همچنين اشكال ال باكتري در غلظت. دهدرا در همان دو ساعت اول بر روي باكتري نشان مي

. بازدارنده عصاره جدا نشدند

ضدميكروبي بروسلا، ال ـ فرم، آليسين، :واژگانگل
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...بررسي اثر عصاره كلروفرمي 

مقدمهمقدمهمقدمهمقدمه
بــه شــكل      بروســلا بــاكتري گــرم منفــي هــوازي،  

 حيوانـات و انسـان      كوكوباسيل و عامل بروسـلوز در     
]. 1[است 

ســيلين، گليســين و       بروســلا تحــت تــاثير پنــي   
تواند بـه شـكل ال ـ فـرم     هاي استروييدي ميهورمون

ها نشان داده اسـت كـه بروسـلاها بـا           بررسي. درآيد
نقص در ديواره سلولي بهتر از باكتري طبيعـي باعـث           

برخـي از ايـن   . شوندها مينابودي و انهدام مونوسيت   
تواننـد از   ها قابل فيلتـر شـدن هسـتند و مـي           فرم –ل  ا

]. 2، 3، 4. 5[فيلترهاي باكتريولوژيك عبور كنند 
     اشكال ال بروسلا ممكن است در طول بيماري فعـال و           

هـايي وجـود دارد     گـزارش . يا بروسلوز نهفته ايجاد شوند    
تواننـد در اثـر تبـديل      هاي بروسلا مي  كند گونه كه ثابت مي  

ال ـ فرم و سپس بازگشت به فرم طبيعي به گونـه   شدن به 
دو نــوع پــروتئين بانــد شــونده بــه . ديگــري تبــديل شــوند

ــي ــيلين پن ــه(PBP)س ــام  ب ــلا PBP2 و PBP1ن  در بروس
 هـا در پـاتوژنز بـاكتري نقـش          PBP. شناسايي شده است  

PBP1كننـده بـراي فعاليـت        به عنـوان كامـل     PBP2. دارند

لا بـه ال ـ فـرم نقـش دارنـد       ها در تبديل بروسPBP. است
]7 ،6 ،5 ،4 .[

Allium)     سير  Sativum L.)     بـا داشـتن تركيبـات آلـي 
ــيع،    ــدميكروبي وســ ــرات ضــ ــوگرددار داراي اثــ گــ

كننـــده سيســـتم ايمنـــي و اثـــرات ضدســـرطان، فعـــال
آليسـين كـه در اثـر عمـل آنـزيم          . باشـد ضدانعقادي مـي  

ه شــود، مهمتــرين مــاد  آلئينــاز از آلئــين ايجــاد مــي   
]. 8، 9، 10، 11[ميكروبي سير است ضد

     اشكال ال توانايي بازگشت به فرم طبيعي بـاكتري را دارا           
لـوز از          باشند بنابراين مي  مي تواننـد در چرخـه انتقـال بروس

.حيوان به انسان و ساير پستانداران نقش ايفا كنند
     يافتن مـواد جديـد ضـدميكروبي بـدون اثـرات سـوء             

لـذا هـدف    . اي برخورداراست  اهميت ويژه  براي انسان از  
اين تحقيق بررسي جامع اثـر ضـدميكروبي آليسـين بـر            

. تغييرات مرفولوژي و فيزيولوژي بروسلا است

هاهاهاهامواد و روشمواد و روشمواد و روشمواد و روش
تنسـيس،  هاي بروسلا ملي   سويه :هاي بروسلا تهيه سويه 

Rev1 و آبورتـــوس S19از انســـتيتو رازي تهيـــه شـــد  .
ي محيط آبگوشتي و آگاردار ها پس از كشت بر روباكتري

هاي تاييدي در محيط بروسلا براث      بروسلا و انجام تست   
ــرول، در 15حـــاوي  ــد گليسـ ــه -70 و -20 درصـ  درجـ

]. 12[گراد براي كارهاي بعدي نگهداري شدند سانتي
تهيه عصاره كلروفرمي بـر     : تهيه عصاره كلروفرمي سير   

اســاس روش كــار منــابع انجــام گرفــت كــه شــامل تهيــه 
اره آبي سير، افـزودن كلروفـرم بـه عصـاره آبـي در           عص

 تقطيـر در خـلا در       دكانتور و جدا نمودن فـاز كلروفرمـي،       
گـراد بـراي حـذف كلروفـرم و        درجه سانتي  45-55دماي  
سازي عصاره كـه بـه صـورت يـك عصـاره زرد             خالص

]. 13،14[آيد دست ميمايل به سبز با بوي تند سير به
مقــدار كمــي آليســين :تعيــين مقــدار كمــي آليســين

وسيله كروماتوگرافي با كـارايي     موجود در عصاره به   
 با روش كـار ذكـر شـده در فارماكوپـه            (HPLC)بالا  

طـور خلاصـه شـامل      بـه ]. 15[انگلستان انجام گرفـت     
 درجــه 55 ســاعت ســير در 12خــرد و انكوبــه كــردن 

گراد، آسـياب و حـل كـردن آن در آب مقطـر كـه              سانتي
ليتـر از اسـيد    ميلـي 25حلول رويي را با ليتر از م  ميلي 10

فرميك و متانول مخلوط نموديم و ازمـايع رويـي جهـت            
اســـتاندارد داخلـــي . اســـتفاده كـــرديمHPLC انجــام  

 در  (BPB)گرم بوتيـل پاراهيدروكسـي بنـزوات         ميلي 20
بـا  . باشـد يك ليتـر از حجـم مسـاوي آب و متـانول مـي             
محاســبه اســتفاده از فرمــول زيــر مقــدار كمــي آليســين 

:شودمي

درصد آليسين= 

m1 = مقدار ماده مورد آزمايش بر حسب گرم
s1 = سطح زير منحني آليسين

m2 =  مقدارBPBبر حسب گرم 
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شاپوري و همكاران

s2 =  سطح زير منحنيBPB

 از  : عصاره بـر روي بروسـلا      MBC و   MICتعيين  
Hbدرصـد   1محيط مولر هينتون براث و آگار حـاوي         

شناسـي  نداردهاي ميكـروب  برابـر اسـتا   ) هموگلوبين(
 و  (MIC)براي تعيين حداقل غلظت بازدارنده از رشـد         

ايـن  .  استفاده شـد   (MBC)كشي  حداقل غلظت باكتري  
بــا تلقــيح ) مــاكرو(لــه لــوبررســي بــه روش رقــت در 

CFU/ml105 × 5    هاي هاي حاوي رقت  لوله باكتري به
 درجـه  37 روز در 4مختلف عصاره و انكوباكسـيون تـا    

اكسيدكربن انجـام    درصد دي  7-10اد به همراه    گرسانتي
هـا بـر روي پليـت كشـت و در       در هر روز از لوله    . گرفت

]. 9[همان شرايط گرماگذاري شد 
: بررسي اثر ضدميكروبي عصاره در حضور سـوكروز       

 داراي  Hb درصـد    1در اين مرحله از مولر هينتـون بـراث          
ي هـا پـس از تهيـه رقـت      .  مولار استفاده شد   5/0سوكروز  

هـا  له باكتري، لوCFU/ml105 × 5له و تلقيح  عصاره در لو  
3 به مدت 2CO درصدي 7-10گراد با   درجه سانتي  37در  

 هر روز يك كشـت بـر روي مـولر      روز گرماگذاري شدند،  
ها در همـان    شد و پليت   داده مي  Hb درصد   1هينتون آگار   

]. 16،17[شدند  روز انكوبه مي5شرايط به مدت 
هاي كمتر از بازدارنـده عصـاره       ر غلظت بررسي اث 

لــه حــاوي  دو ســري لــو:بــر مورفولــوژي بروســلا
هاي مختلف كمتر از بازدارنده عصـاره در مـولر          رقت

CFU/ml105 × 5 با تلقيح    Hb درصد   1هينتون براث   
هــا حــاوي لــهيــك ســري از لــو. بــاكتري تهيــه شــدند

37 مولار بودند، هر دو سـري لولـه در           5/0سوكروز  
دـند  انكوبـه  2CO درصـد  7-10گراد با   ه سانتي درج . ش

هـ        24 و   4هاي  در زمان  ذـاري از لول اـ بـر     ساعت بعد از گرماگ ه
اـكتري             دـ ب اـر مناسـب بـراي رش اـي روي محيط بروسلا آگ ه

 ـفرم با غلظت آگار    مولار 5/0درصد و حاوي سوكروز 7/0ال 
دـت    CO2 درصد   7-10گراد،   درجه  سانتي   37كشت و در      به م

ــر شـدـه  همچنـيـن در زمـاـن.  انكوبـهـ شـدـند روز10 هـاـي ذك
دـ    گسترشي از هر لو  هـ گردي هـ بـر روي لام تهي اـ پـس از   لام. ل ه

اـفرانين    فيكس كردن در حرارت خيلي ملايم و رنگ        آميزي با س
]. 3،9،16،17[مورد مطالعه قرار گرفتند 

هاي مختلـف  بررسي اثر زمان و دما در تاثير غلظت       

هـاي   سري لوله از رقت     دو :عصاره بر روي بروسلا   
 با  Hb درصد   1مختلف عصاره در مولر هينتون براث       

يـك سـري   .  باكتري تهيه شـد CFU/ml105 × 5تلقيح  
7-10بـه همـراه   (گـراد   درجه سـانتي  37ها در   لهاز لو 

 درجـــه 4و ســـري ديگـــر در دمـــاي ) 2COدرصـــد 
4،  2،  1هاي صـفر،    در زمان . گراد نگهداري شد  سانتي

هاي هر دو سـري بـر روي پليـت          لهاز لو  ساعت   24و  
2CO درصد7-10گراد با  درجه سانتي  37كشت و در    

]. 9، 16، 17[ روز انكوبه شد 5به مدت 

نتايجنتايجنتايجنتايج
HPLCتعيين مقدار كمي آليسين به روش 

     با جايگزين اعداد به دست آمده در فرمول صفحه 
گرم درصد گرم سير  ميلي76/1پيش ميزان آليسين 

.به گرديدمحاس

بـا  :  عصاره بـر روي بروسـلا  MBC و  MICنتايج  
عنـوان   عصـاره بـه    11:160توجه بـه جـدول شـماره        

MIC   عنوان   آن به  1:80 وMBC       بـراي هـر دو سـويه 
بـا توجـه بـه مقـدار كمـي          . آيـد بروسلا به دسـت مـي     

1:160آليسين به دست آمده غلظت آليسـين در رقـت           
ليتـر و در    يلـي  ميكروگـرم بـر م     128عصاره برابر بـا     

. ليتر است ميكروگرم بر ميلي218 عصاره 1:80رقت 
 نتايج  : اثر ضدميكروبي عصاره در حضور سوكروز     

ــماره     ــدول ش ــده در ج ــر ش ــر   2ذك ــه اث ــان داد ك  نش
ضدميكروبي عصاره در حضـور سـوكروز نيـز هماننـد      

. باشد ميMBC و MIC براي 1نتايج جدول شماره 
ــت  ــر غلظ ــر از بازد اث ــاي كمت ــر  ه ــاره ب ــده عص ارن

هـاي تهيـه شـده از    در مطالعـه لام : مورفولوژي بروسـلا  
ــت   ــه رقـ ــاره، در 1:10000 و 1:1000، 1:500سـ 4 عصـ

 عصــاره بيشــترين 1:1000 و 1:500ســاعت اول دو لولــه 
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...بررسي اثر عصاره كلروفرمي 

به باكتري طبيعيتر بود و نسبت مشخصRev1سويه اين اشكال در مـورد     . اشكال آتيپيك را از خود نشان دادند      
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شاپوري و همكاران

 عصاره بر روي بروسلا عصاره بر روي بروسلا عصاره بر روي بروسلا عصاره بر روي بروسلاMBC و  و  و  و MIC نتايج  نتايج  نتايج  نتايج ----1111ول شماره ول شماره ول شماره ول شماره جدجدجدجد

9لوله 8لوله 7لوله 6لوله 5لوله 4لوله 3لوله 2لوله 1لوله رل
نت

ك
ت

ثب
م

1:2560 1:1280 1:640 1:320 1:160 1:80 1:40 1:20 1:10 - رقت عصاره

+ + + + - - - - - + S19رشد 

+ + + + + - - - - + S19رشد در ساب كالچر روي پليت

+ + + + - - - - - + Rev1رشد 

+ + + + + - - - - + Rev1روي پليتكالچررشددرساب

 اثر ضدميكروبي عصاره در حضور سوكروز اثر ضدميكروبي عصاره در حضور سوكروز اثر ضدميكروبي عصاره در حضور سوكروز اثر ضدميكروبي عصاره در حضور سوكروز----2222جدول شماره جدول شماره جدول شماره جدول شماره 

5لوله 4لوله 3لوله 2لوله 1لوله مثبتكنترل

1:320 1:160 1:80 1:40 1:20 - رقت عصاره

+ - - - - + S19رشد 

+ + - - - + S19د در ساب كالچر روي پليت رش

+ - - - - + Rev1رشد 

+ + - - - + Rev1رشد در ساب كالچر روي پليت 

هـاي طبيعـي    برخي از آنها از اندازه بـاكتري      . گردتر بودند 
 سـاعت   24هاي بعد از    در بررسي گسترش  . بزرگتر بودند 

اين اشكال در هر دو سـري      . دست آمد نيز نتايجي مشابه به   
هـاي بـدون سـوكروز و داراي سـوكروز مشـاهده            لـه واز ل 

يـط بروسـلا آگـار           . شدند  درصـد   7/0در رشد بر روي مح
يـم مـولار تـا          يـچ      10حاوي سوكروز ن يـون ه  روز انكوباس

 ـفرم جدا نشد با خصوصيات كلونيكلوني . هاي اشكال ال 
: هاي مختلف عصاره  اثر زمان و دما در تاثير غلظت      

دهنـد كـه اثـر     نشـان مـي  4 و 3نتايج جـداول شـماره    
ضدميكروبي عصاره بر روي بروسلا تحت تاثير دمـا         

گيرد و عصاره اثر ضـدميكروبي خـود را در   قرار نمي 
. دهد ساعت اول نشان مي2همان 
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...بررسي اثر عصاره كلروفرمي 

گرادگرادگرادگراد سانتي سانتي سانتي سانتي37373737هاي عصاره در دماي هاي عصاره در دماي هاي عصاره در دماي هاي عصاره در دماي  اثر زمان در تاثير رقت اثر زمان در تاثير رقت اثر زمان در تاثير رقت اثر زمان در تاثير رقت----3333جدول شماره جدول شماره جدول شماره جدول شماره 

1:160رقت عصاره 1:80 1:40 1:20 صفر

 سويهرشد روي پليت در زمان ـ

+ + + + + S19-صفر

+ + + + + Rev1–صفر 

+ + + + + S19– ساعت 1

+ + + + + Rev1– ساعت 1

+ - - - + S19– ساعت 2

+ - - - + Rev1– ساعت 2

+ - - - + S19–ساعت 4

+ - - - + Rev1– ساعت 4

+ - - - + S19– ساعت 24

+ - - - + Rev1- ساعت 24

گرادگرادگرادگراد سانتي سانتي سانتي سانتي4444هاي عصاره در دماي هاي عصاره در دماي هاي عصاره در دماي هاي عصاره در دماي  اثر زمان در تاثير رقت اثر زمان در تاثير رقت اثر زمان در تاثير رقت اثر زمان در تاثير رقت----4444جدول شماره جدول شماره جدول شماره جدول شماره 

1:160رقت عصاره 1:80 1:40 1:20 صفر

 سويهرشد روي پليت در زمان ـ

+ + + + + S19-صفر

+ + + + + Rev1–صفر 

+ + + + + S19– ساعت 1

+ + + + + Rev1– ساعت 1

+ - - - + S19– ساعت 2

+ - - - + Rev1– ساعت 2

+ - - - + S19–ساعت 4

+ - - - + Rev1– ساعت 4

+ - - - + S19– ساعت 24

+ - - - + Rev1- ساعت 24

بحثبحثبحثبحث
 و MICدهـد كـه    نشـان مـي    1     نتايج جدول شماره    

MBC  بــراي دو ســويه يكســان اســت و عصــاره در 
نكته مهم در   . ميكروبي دارد هاي پايين هم اثر ضد    رقت

مورد اين اثر ضدميكروبي با توجه بـه نتـايج جـداول           
شود كـه اثـر ضـدميكروبي عصـاره       مي 4 و   3شماره  

گيرد و عصاره اين اثـر را در        تحت تاثير دما قرار نمي    

كنـد  گراد حفـظ مـي     درجه سانتي  37 و   4هر دو دماي    
ن يك  عنواكه يكي از مزاياي عصاره در استفاده آن به        

. رودماده نگهدارنده به شمار مي
دهنـد كـه     همچنين نشان مـي    4 و   3     جداول شماره   

ــاكتري  و MBCهــاي كشــي در غلظــتعصــاره اثــر ب
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شاپوري و همكاران

بيشــتر از آن را در دو ســاعت اول بــر روي بروســلا 
 و بـالاتر ايـن اثـر را         1:20هاي  در رقت . دهدنشان مي 

ــي ــاس    م ــاعت اول تم ــك س ــان ي ــي در هم ــوان حت ت
ايـن نتيجـه نيـز      . ها با عصاره مشـاهده نمـود      كتريبا

هـاي آن را    استفاده از عصاره سير و ساير فـرآورده       
از تـاثير   . كندعنوان مواد نگهدارنده، بيشتر تاييد مي     به

تـوان در درمـان   سريع آليسين بـر روي بروسـلا مـي    
بـا توجـه بـه مشـكلات رژيـم          . بروسلوز نيز بهره برد   

 عودهـاي مجـدد واثــرات   درمـاني بروسـلوز از جملـه   
هــا، بيوتيــكســوء ناشــي از مصــرف بلندمــدت آنتــي 

هاي آن را حـداقل     توان استفاده از سير و فرآورده     مي
البته بايد اذعـان    . درماني پيشنهاد نمود  در كنار شيمي  

داشت كه اثر ضدميكروبي سـير محـدود بـه بروسـلا            
هـاي گـرم    نيست و بر روي طيف وسـيعي از بـاكتري         

هـــا، هـــا، ويـــروس مايكوبـــاكتريومفـــي،مثبـــت و من
]. 14، 18، 19[ها نيز موثر است ها و قارچياختهتك

     در بررسي اثر ضـدميكروبي عصـاره كلروفرمـي         
جـدول  (سير بر روي بروسـلا در حضـور سـوكروز           

نشان داديم كه اين اثر ضـدميكروبي تحـت         ) 2شماره  
ــرار نمــي  ــاثير ســوكروز محــيط ق ــردت ســوكروز . گي

عنوان يكي از تركيبات مهم در بالا بـردن      ولار به  م 5/0
شود تا بدين وسـيله     فشار اسمـزي محيط شناخته مي    

هــاي بــا نقــص در ديـــواره سلـولـــي دچـــار بــاكتري
شوك اسمزي و ليز نشـده و بتوانـد در محـيط رشـد              

اين بررسي نشان داد كه آليسين تنها با مكانيسم         . كند
شـود زيـرا   مـي شوك اسمزي باعث نابودي بروسـلا ن  

اگر عصاره با اثر در ديـواره سـلولي و ايجـاد شـوك              
شـد بايـد در حضـور       اسمزي باعث مرگ باكتري مـي     

بـرد،  سوكروز كـه فشـار اسـمزي محـيط را بـالا مـي             
دست آمده در   نتايج به ] . 16[كردند  ها رشد مي  باكتري

هاي كمتر از بازدارنده عصاره نشـان داد        مورد غلظت 

د اشـكال غيرطبيعـي بروسـلا       كه عصاره باعـث ايجـا     

شــود امــا چنــين اشــكال آتيپيكــي توانــايي ايجــاد مــي
هاي ال ـ فرم بر روي  هايي با مشخصات كلونيكلوني

ها را محيط آگار نرم مناسب براي جداسازي ال ـ فرم 
ــد ــي   . ندارن ــايي بازگشــت اشــكال غيرطبيع ــدم توان ع

بروسلا توسط آليسين اين مورد را يك بار ديگر تاييد         
كند كه آليسين يكي از مـواد ضـدميكروبي قـوي و            مي

زيـرا بـا توجـه بـه     . مناسب براي حذف بروسلا اسـت  
اهميــت اشــكال ال بروســلا در مــوارد عــود مجــدد و  

تواند استفاده از اين ماده در درمـان     انتقال بيماري مي  
ــي  ــرح مـ ــلوز را مطـ ــد بروسـ ــا ]. 7[كنـ ــم يـ مكانيسـ

ن و عصـاره  هاي فعاليت ضدميكروبي آليسـي    مكانيسم
طور دقيق مشخص نشـده اسـت ولـي چنـدين           سير به 

تـداخل در   . شـود مكانيسم در اين رابطه پيشـنهاد مـي       
 يكـي   SHهاي حاوي گروه    ها و پروتئين  عملكرد آنزيم 

. باشدها مياز اين مكانيسم
-SHطور غيرقابل برگشت باعـث مهـار        آليسين به 

ــه  NADPپروتئازهــا و الكــل دهيــدروژناز وابســته ب

هـاي پسـتانداران    رسـد كـه سـلول     نظر مي به. شودمي
يكـي از   . نسبت به اثرات شديد آليسين مقـاوم هسـتند        

علــت وجــود گلوتــاتيون در داخــل دلايــل مقاومــت بــه
توانـد فعاليـت    باشد كـه مـي    هاي پستانداران مي  سلول

عبـارت  بـه . آليسين وارد شده به سلول را خنثـي كنـد         
سيع ضـدميكروبي آليسـين     ديگر يكي از دلايل طيف و     

بدون داشتن اثرات سـوء بـر روي ميزبـان بـه همـين              
كـه تـداخل در عملكـرد       آنچه مهم است اين   . دليل است 
ــروتئين ــروه  پ ــاوي گ ــاي ح ــرين  SHه ــي از مهمت  يك
البته . باشدهاي فعاليت بيولوژيكي آليسين مي    مكانيسم
بـرداري  هاي ديگري مانند ممانعـت از نسـخه       مكانيسم
mRNA،هــا و ســنتز ثير بــر روي ســنتز پــروتئين تــا

DNA19، 20، 21، 22[اند  نيز پيشنهاد شده .[
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