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مقدمه
امروزه ،گس��ترش روزافزون مقاومت های دارویی درمیان باکتری ها  در 
کنار سمیت و عوارض جانبی داروهای موجود سبب شده است تا توجه 
بیش��تری به سمت داروهای مناسب تر با اثرات سمی و عوارض جانبی 
کمتر معطوف گردد و برای این منظور ، گیاهان دارویی نیز مورد توجه 

خاصی قرار دارند)1(.
استفاده از گیاهان دارویی به منظور درمان بیماری ها در انسان قدمتی 
طولان��ی دارد. تخمین زده می ش��ود که بی��ش از 10درصد از هزاران 
گونه گیاهی شناخته شده، کاربرد دارویی دارند. سازمان جهانی بهداشت 
برآورد کرده است که حدود 80درصد جمعیت جهان از گیاهان دارویی 
برای جنبه هایی از مراقبت های بهداشتی و یا درمانی خود استفاده می 
کنند)2(. نظر به اینکه گیاهان دارویی در کش��ور ما پراکندگی وسیعی 
دارد، لذا انجام مطالعات بر روی این گیاهان از نظر خواص ضدمیکروبی 
آنها زمینه مناس��بی را فراهم می کند که از نتایج این بررس��ی ها برای 
جایگزین نمودن داروهایی با منشاء طبیعی برای کنترل و درمان عفونت 
های باکتریایی اس��تفاده نمود)3(. آويشن شیرازی، یکی از این گیاهان 
داروئی است که نام علمی آنZataria multiflora  بوده ، متعلق به 
تیره نعناع و بومي مناطق جنوبي ايران می باش��د)4(. تیمول ، ترکیبی 

فنلی و مهم ترین ماده مؤثره آویشن است که به خوبی در الکل و حلال 
های آلی حل گردیده و اثرات ضد عفونی کننده عصاره الکلی آن به اثبات 

رسیده است)5(.
باکتری اشریشیا کلی، یک باسیل گرم منفی هوازی اختیاری از خانواده 
انتروباکتریاس��ه اس��ت که به عنوان یکی از میکروفلور طبیعی دستگاه 
گوارش انسان و بسیاری از حیوانات مطرح می باشد. با اینحال ، برخي 
از سويه هاي این باکتری قادر به ایجاد عفونت های گوارشی ، ادراری و 
حتی مواردی نظیر مننژیت هستند. اشریشیا کلی به عنوان مهم ترین 
عامل عفونت های ادراری خصوصا در بانوان مطرح می باشد)6(. امروزه، 
بسیاری از سویه های این باکتری با تولید آنزیم های بتالاکتاماز در برابر 
پنی س��یلین ها و سفالوسپورین ها مقاوم شده اند. در این میان ، آنزیم 
های بتالاکتاماز وسیع الطیف )ESBL( از اهمیت زیادی برخوردار می 
باشند)11-7(. مطالعات متعددی در مورد اثر اسانس و یا عصاره الکلی 
آویشن شیرازی  بر باکتری های مختلف اعم از باکتری های گرم مثبت 
نظیر اس��تافیلوکوکوس و لیستریا و یا باکتری های گرم منفی همچون 
اشریشیا، کلبسیلا، سالمونلا، شیگلا، سودوموناس و غیره صورت گرفته و  
نشان داده شده است که عصاره آویشن شیرازی در غلظت های خاصی 
قادر به مهار رشد و تکثیر این باکتری ها می باشد)19-12(. با توجه به 

ارزیابی اثر ضد باکتریائی عصاره الکلی گیاه آویشن شیرازی بر روی سویه های "مولد بتالاکتاماز وسیع الطیف" 
باکتری اشریشیا کلی جدا شده از عفونتهای ادراری در بیمارستان امام رضا)ع(
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مقدمه: باکتری اشریشیا کلی) E.coli (، شایع ترین  عامل مولد عفونت های ادراری خصوصا در بانوان می 
باشد که امروزه، بسیاری از سویه های آن در برابر آنتی بیوتیک ها، خصوصا آنتی بیوتیک های بتالاکتام مقاوم 
شده اند و تولید آنزیم های بتالاکتاماز در این امر، نقش بسزائی دارند. هدف از انجام این مطالعه، بررسی نقش 
عصاره الکلی آویشن شیرازی در مهار رشد سویه های مولد بتالاکتاماز وسیع الطیف)ESBL( باکتری اشریشیا 

کلی می باشد.
 µg/ml ،50 µg/ml ،25 µg/ml روش کار: پس از تهیه عصاره الکلی گیاه آویشن شیرازی، تأثیر غلظت های
 ESBL 400 این عصاره به روش انتشار از دیسک بر روی جدایه های مولد µg/ml  200 و µg/ml  ،100

اشریشیا کلی مورد بررسی قرار گرفت.
 یافته ها: با بررس��ی نتایج مشخص شد که اثر بازدارنده عصاره الکلی آویشن شیرازی بر روی رشد و تکثیر 
سویه‌های مولد ESBL اشریشیا کلی، در غلظت های µg/ml 100 و  µg/ml 400 بطور معناداری افزایش 

.)P>0.05(یافته است
نتیجه گیری: نتایج حاصل از این مطالعه نش��ان داد که عصاره الکلی گیاه آویش��ن ش��یرازی در ش��رایط 

آزمایشگاهی بر رشد سویه های اشریشیا کلی مولد ESBL اثرات مهارکنندگی قابل ملاحظه ای دارد. 
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این که تاکنون مطالعه ای در مورد تأثیر عصاره آویشن شیرازی بر روی 
سویه های مولد ESBL باکتری اشریشیا کلی صورت نگرفته و این سویه 
ها در محیط های بیمارستانی به سرعت در حال گسترش می باشند ، لذا 
مطالعه حاضر با هدف بررسی تأثیر عصاره الکلی آویشن شیرازی بر روی 
جدایه های این باکتری از نمونه های ادراری در بیمارستان امام رضا)ع( 

تهران صورت گرفته است.

روش کار
گیاه آویش��ن شیرازی از بخش گیاه شناسی دانشگاه تهران تهیه شد و 
با ش��ماره هِرباریومی PMP-319 به ثبت رسید. مراحل خشک شدن 
آویشن در محیطی تاریک و فاقد رطوبت صورت گرفت. برگ های جوان 
گیاه خش��ک شده توسط آس��یاب برقی به صورت پودر درآمد و جهت 
عصاره گیری از آن، از روش سوکس��له استفاده گردید. عصاره گیری در 
مج��اورت اتانول 85 درجه صورت گرفت. مخلوط حلال و گیاه توس��ط 
صافی از هم جدا شد و عصاره اولیه وارد دستگاه تقطیر در خلأ گردید. در 
نهایت پس از تبخیر اتانول ، عصاره آویشن تغلیظ شده به دست آمد)2(.

سویه های استاندارد اشریش��یا کلی ATCC 25922 )سویه کنترل 
 )ESBL س��ویه کنترل مثبت( ATCC 35218 و )منفی بتالاکتاماز
از س��ازمان پژوهش های علمی صنعتی ایران تهی��ه گردید. به منظور 
جداسازی اشریشیا کلی از نمونه های ادراری ارسال شده به آزمایشگاه 
بیمارس��تان امام رضا)ع(، تس��ت های تعیین هویت باکتری شناسی و 
بیوشیمیائی مربوطه ) ایندول، MR ، VP، سیترات، تخمیر لاکتوز بر 
روی محی��ط های مک کانکی آگار و EMB Agar  و نیز آزمون های

TSI  ( صورت گرفت.
س��یلین)10میکروگرم(،  آمپ��ی  بیوتیک��ی  آنت��ی  ه��ای  دیس��ک 
نیتروفورانتوئین)300میکروگ��رم(،  جنتامایس��ین)10میکروگرم(، 
سفتریاکسون)30 میکروگرم(، سفیکسیم)5 میکروگرم( و آمیکاسین)30 
میکروگرم( به منظور آنتی بیوگرام عمومی و دیسک های آنتی بیوتیکی 
سفوتاکسیم)30 میکروگرم(، سفوتاکس��یم/کلاوولانیک اسید)30و10 
میکروگرمی(، سفتازیدیم)30 میکروگرم(و سفتازیدیم/کلاوولانیک اسید 
)30 و 10 میکروگرمی( به منظور آزمون تأیید فنوتایپی سویه های مولد  

ESBL، از شرکت پادتن طب تهیه گردید.
جهت تأیید فنوتایپی سویه های اشریش��یا کلی مولد ESBL از روش 
دیسک ترکیبی استفاده شد. به این منظور ابتدا سوسپانسیون با کدورت 
معادل 0/5 مک فارلند از هر س��ویه اشریشیا کلی تهیه گردید و سپس 
بر روی محیط مولر هینتون آگار بطور یکنواخت کش��ت داده ش��د. در 
هر پلیت چهار دیس��ک سفوتاکسیم، سفوتاکس��یم/کلاوولانیک اسید، 

سفتازیدیم و سفتازیدیم/کلاوولانیک اسید قرار گرفت. 
پس از انکوباسیون 24 ساعته ، افزایش بیش از 5 میلی متری قطر هاله 
عدم رشد در اطراف دیسک های ترکیبی، به عنوان تأیید فنوتایپی سویه 

های مولد ESBL در نظر گرفته شد)8 و 9(.
جهت تهیه دیسک های کاغذی آغشته به عصاره الکلی آویشن شیرازی، 

ابتدا کاغذ صافی واتمن شماره دو ، توسط پانچ به اندازه دیسک های آنتی 
µg/ ، 25 µg/ml بیوگرام بریده شد و سپس دیسک ها در غلظت های
µg/ml  ، 100 µg/ml ،  50 ml 200 و  µg/ml 400 عصاره آویشن 
شیرازی در اتانول 80 درجه به مدت یک ساعت قرار گرفت و سپس در 

محیطی تاریک و فاقد رطوبت بطور کامل خشک گردید.
پس از تهیه کدورت معادل 0/5 مک فارلند از هر س��ویه اشریشیا کلی 
مولد بتالاکتاماز وسیع الطیف و پخش یکنواخت آن بر روی محیط کشت 
مولر هینتون آگار، دیسک های کاغذی آغشته به عصاره الکلی آویشن 
شیرازی، در وسط و سایر دیسک های مورد استفاده در آنتی بیوگرام با 
فواصل منظم در اطراف آن قرار گرفت. بعد از انکوباس��یون 24 س��اعته 
پلیت ها در دمای 37 درجه سانتی گراد، محیط کشت ها از نظر تشکیل 
هاله عدم رش��د باکتری در اطراف هر یک از دیسک ها، بررسی گردید 
و قطر هاله عدم رش��د هر س��ویه در حضور غلظت های مختلف عصاره 
آویش��ن شیرازی و سایر آنتی بیوتیک ها اندازه گیری شد. آنالیز آماری 
داده ه��ا با اس��تفاده از نرم اف��زار SPSS 20 و آزمون تحلیل واریانس 

)ANOVA( با سطح معناداری P>0.05 صورت گرفت.

یافته ها
از میان 80 نمونه ادراری ارس��ال ش��ده به آزمایش��گاه بیمارستان امام 
رضا)ع(، 20 سویه اشریشیا کلی پس از انجام آزمون های باکتری شناسی 
و بیوشیمیائی تأیید شد که در نهایت پس از انجام آزمایش های تأیید 
فنوتایپی، 9 سویه اشریشیا کلی مولد  ESBL )45 درصد کل سویه ها( 

شناسائی و جداسازی گردید.
نتایج آنتی بیوگرام سویه های مولد ESBL ) با سه بار تکرار ( نیز حکایت 
از این داش��ت که بیشترین میزان مقاومت آنها، در برابر آمپی سیلین و 

بیشترین مقدار حساسیت آنها، نسبت به آمیکاسین بوده است.

جدول1- مقایسه نتایج آنتی بیوگرام سویه های اشریشیا کلی 
ESBL مولد

درصد سویه های حساسقطر هاله عدم رشد )mm(آنتی بیوتیک
10 ± 4آمپی سیلین
288/8 ± 23جنتامایسین

178 ± 22نیتروفورانتوئین
344 ± 18سفتریاکسون
255/5 ± 16سفیکسیم

1100 ± 25آمیکاسین

میان اثر بازدارنده عصاره الکلی آویش��ن شیرازی در غلظت 50 نسبت 
به  µg/ml 25  و نیز غلظت 400 نس��بت ب��ه µg/ml 200 ، افزایش 
 معناداری مش��اهده نگردید، اما میان غلظت  µg/ml 100 نس��بت به 
غلظت‌های 25 و µg/ml 50  و همچنین غلظت 400 نس��بت به 100 

.)P>0.05(افزایش معناداری وجود داشت µg/ml
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جدول2- مقایس�ه نتایج حاصل از بازدارندگی رشد سویه های 
اشریشیا کلی مولد ESBL  در حضور غلظت های مختلف عصاره 

الکلی آویشن شیرازی

)µg/ml(غلظت عصاره آویشن)mm( قطر هاله عدم رشد

2510 ± 1

5012 ± 1

10018 ± 2

20021 ± 1

40024 ± 1
 

شکل 1- بررسی هاله عدم رشد یکی از سویه های بالینی مولد  
ESBL  در حضور غلظت های 25 ، 50 ، 100 ، 200 و 400 میکروگرم 

عصاره الکلی آویشن شیرازی

بحث و نتیجه گیری
آنتی بیوتیک های بتالاکتام شامل پنی سیلین ها، سفالوسپورین ها، مونوباکتام 
ها و کارباپنم ها، از جمله پرمصرف ترین داروهای ضد باکتریائی می باشند. این 
در حالی است که امروزه، بسیاری از سویه های باکتریائی در نتیجه جهش 
های ژنتیکی و یا بواسطه تولید آنزیم های بتالاکتاماز، در برابر این آنتی بیوتیک 
ها مقاوم شده اند. بتالاکتامازهای وسیع الطیف )ESBLs(، گروهی از آنزیم 
های بتالاکتاماز هستند که سبب مقاومت باکتری ها در برابر پنی سیلین ها، 
سفالوسپورین ها ) بویژه سفالوسپورین های نسل سوم ( و نیز مونوباکتام ها 
می گردند. چنین سویه هائی معمولا نسبت به کارباپنم ها  نظیر ایمی پنم و 
مروپنم حساس هستند که با مصرف بی رویه این آنتی بیوتیک ها نیز موارد 
مقاومت داروئی نسبت به آنها به تدریج در حال افزایش است. در میان باکتری 
های گرم منفی ،  اعضاء جنس های اشریشیا، کلبسیلا، پروتئوس، انتروباکتر، 
سراشیا، سیتروباکتر، سالمونلا، سودوموناس، بورخولدریا و آسینتوباکتر ، از 
جمله مهم ترین باکتری هائی هستند که قادر به تولید این نوع بتالاکتامازها 

می باشند)7 و 8(.
در پژوهش صورت گرفته توسط حقی و همکاران در سال 1392 در شهر 
زنجان، از مجموع 200 جدایه باکتری اشریشیا کلی، 33 درصد آنها مولد 
ESBL بوده اند. در این مطالعه، بیشترین مقاومت باکتری ها با فراوانی 
71/35 درصد در برابر آمپی سیلین و بیشترین حساسیت نیز نسبت به 

ایمی پنم با فراوانی 100 درصد گزارش گردیده است)9(.
در مطالعه نصرالهی و همکاران در فاصله سال های 89 تا 1390 در شهر 
گرگان، از مجموع 218 جدایه اشریش��یا کلی، 62 سویه )28/4 درصد( 
مولد  ESBLگزارش ش��ده اند)10(. در پژوهشی که توسط مهاجری و 
همکارانش در سال 1390 بر روی 200 سویه اشریشیا کلی جدا شده از 
عفونت های ادراری صورت گرفته، 87 درصد سویه ها مولد ESBL بوده 
اند. در این مطالعه، 97درصد سویه ها نسبت به آمیکاسین حساس و 77 

درصد در برابر آمپی سیلین مقاوم گزارش گردیده اند)11(. 
 ESBL در مطالعه حاضر نیز از میان 20 جدایه اشریشیا کلی، 45 درصد آنها مولد
بوده اند. تمامی سویه ها مقاوم به آمپی سیلین و حساس به آمیکاسین گزارش شده 
اند. تأثیر اسانس و یا عصاره آویشن شیرازی بر روی جدایه های اشریشیا کلی در 
مطالعات مختلفی مورد بررسی قرار گرفته است. از جمله این پژوهش ها می توان 
به مطالعه صورت گرفته توسط یعقوب زاده و همکاران در سال 1390 اشاره کرد. 
در این مطالعه، اثر دیسک های کاغذی آغشته به اسانس آویشن شیرازی بر روی 
سویه های اشریشیا کلی مولد شیگاتوکسین بررسی شده و میانگین قطر هاله عدم 
رشد باکتری در اطراف این دیسک ها، 28/15 میلی متر گزارش شده است)17(.

تاجیک و همکارانش نیز در س��ال 1391 نیز تأثیر فیلم های خوراکی زئین 
و مونورولین آغش��ته به اسانس روغنی آویشن ش��یرازی را بر روی سویه های 
انتروهموراژیک اشریشیا کلی مورد مطالعه قرار داده اند که در آن ، میانگین قطر 
هاله عدم رشد باکتری در حضور اسانس 3 درصد آویشن شیرازی، 11 میلی متر و 

در حضور اسانس 2 درصد آن، 9 میلی متر گزارش شده است)19(.
گودرزی و همکارانش بجای اسانس آویشن شیرازی، اثر عصاره آبی و الکلی 
آن را بر س��ویه های استاندارد و بالینی اشریشیا کلی انتروهموراژیک مورد 
بررسی قرار دادند. در این مطالعه، بجای دیسک های کاغذی و یا فیلم های 
خوراکی، عصاره آویشن از طریق چاهک های حفر شده در آگار انتشار یافت. 
µg/ 100 قطر هاله عدم رشد در مجاورت عصاره الکلی آویشن با غلظت

ml، 8 میلی متر و در مجاورت غلظت µg/ml 400 آن، 10 میلی متر 
گزارش گردید)18(.

در مطالعه حاضر، از دیسک های کاغذی آغشته به عصاره الکلی آویشن 
شیرازی استفاده شد که قطر هاله عدم رشد جدایه های اشریشیا کلی 
  ،100µg/ml در مجاورت عصاره الکلی آویش��ن با غلظت ESBL مولد
ح��دود 18 میلی متر و در مجاورت غلظت µg/ml 400 آن، حدود 24 
میلی متر بود. نتایج حاصل از این مطالعه نشان داد که تأثیر عصاره الکلی 
آویشن شیرازی در جلوگیری از رشد باکتری ها، بمراتب بیشتر از عصاره 
آبی و یا اسانس این گیاه بوده و استفاده از دیسک های کاغذی آغشته 
به غلظت های معین عصاره الکلی آن، نسبت به روش های حفر چاهک 

در آگار و یا استفاده از فیلم های خوراکی، نتایج بهتری به همراه دارد.
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Evaluation of Antibacterial effect of Zataria multiflora alcoholic extract on
Extended-spectrum beta-lactamase (ESBL) producing strains of E.coli

Isolated from urinary tract infections in the Imam Reza hospital
Farah nejad Z, Najafi Fard M, Dormanesh B, Nojoomi F*

Abstract
Introduction: Escherichia coli (E. coli), is the most common bacteria that cause urinary tract infections in women. Nowaday, many 
strains of E.coli have been resistant to beta-lactam antibiotics and bacterial Beta-lactamases, have an important role. The aim of this 
study was to investigate the role of thyme alcoholic extract on Extended-spectrum betalactamase (ESBL) producing strains of E.coli
Methods: After preparing the alcoholic extract of Zataria multiflora, concentrations 200 ,100 ,50 ,25 and 400 μg /ml of this extract on 
ESBL-producing isolates of E.Coli was investigated, by agar disk diffusion method.
Results: The results showed that the inhibitory effect of  Zataria multiflora alcoholic extract on the growth of ESBL-producing strains 
of E. coli in concentrations 100 and 400 μg /ml, was significantly increased .(P<0.05)
Conclusion: Based on this study results, the alcoholic extract of Zataria multiflora has considerable inhibitory effects on ESBL-
producing E. coli strains, in vitro.
Keywords: Zataria multiflora, Escherichia coli, ESBL, Urinary tract infection.
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