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  1/5/85 : مقاله، پذیرش4/2/85: دریافت مقاله
Øی یافتن مواد ضد میکروبی هاي جدید محققین در پ به دلیل مقاومت روز افزون باکتري هاي بیماریزا به آنتی بیوتیک : مقدمه  

 خواص ضد باکتریایی  هدف از انجام این مطالعه، بررسی.ثر هستندؤگیاهی به عنوان جایگزین آنتی بیوتیکهاي غیر م أبا منش
  . می باشدلی گیاه آویشن شیرازي بر روي سویه هاي بالینی واستاندارد اشریشیا کلی انترو هموراژیکالک عصاره آبی و

Ø85گرم دردسی لیتربه اتانول 10 گیاه پس ازخشک شدن به طور جداگانه به میزان  جوانهايبرگ  : مواد و روش ها  
ابتدا به  خواص ضد باکتریایی عصاره ها. خراج شدند سپس عصاره ها به روش تقطیر در خلاء استه،درجه وآب مقطر اضافه شد

 گی وکشندگیر محاسبه و حداقل غلظت مهار کننددر هر میلی لیت روش رقت در لوله تعیین و سپس وزن خشک عصاره ها
 هینتون آگار اضافه ومیانگین قطر هاله هاي -ت ها به چاهک هاي حفر شده در محیط مولرظ معادل این غل.آنها بدست آمد

ه ضد باکتریایی در عصاره هاي آبی و الکلی مؤثربه منظورشناسایی مواد  .دم رشد براي عصاره ها و سویه ها مقایسه گردیدع
  .از روش کروماتوگرافی با صفحه نازك استفاده گردید

Øی گرم در میل 78/0 در غلظت .غلظت هاي معینی ازعصاره الکلی داراي خواص ضد باکتریایی قابل توجهی بود : یافته ها
همچنین  .سویه بود و از این نظر سویه ها با هم تفاوتی نداشتندسه اثر کشندگی بر روي هر  میلی لیتر داراي اثر مهاري و

  این در حالی بود که عصاره آبی در هیچکدام ازغلظت ها بر روي .ثیر عصاره  با کم شدن غلظت آن در چاهک ها کم می شدأت
  . نبودمؤثری و بالین سویه هاي استاندارد

Øرازي داراي اثرات چشمگیري بر روي سویه هاي اشریشیا کلی انترو هموراژیکیشن شیعصاره الکلی آو : نتیجه گیري 
  .می باشد ولی معرفی آن به عنوان یک ترکیب ضد باکتریایی نیاز به تحقیقات وسیع تري دارد

 ییگیاهان دارو ، اشریشیا کلی انترو هموراژیک،آویشن شیرازي :واژه هاي کلیدي
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  مقدمه
 معرفی یی به عنوان یک گیاه دارو رسما16ً آویشن از قرن

 .)2، 1 (شده ودر تمام فارماکوپه هاي معتبر ثبت شده است
  2راسته لامیلها 1آویشن یا آویشم گروهی از گیاهان تیره نعناع

  : جنس است3می باشد که شامل 
جنوب ایران موجود که گونه اي از آن در : 3جنس زاتاریا  -1

  .است وبه آویشن شیرازي یا پهن برگ معروف است
  .آویشن باریک برگ گونه اي از آن است: 4جنس زیزیفورا  -2
 گونه از آن گزارش 17 .که بسیار متنوعند: 5جنس تیموس  -3

 6گونه ولگاریس.  متعلق به ایران است آنها گونه14شده که 
باغی و یا آویشن   یا آویشن 7از این جنس به نام آویشن

  .)1 (معمولی است
گاهی از اسانس آن .آویشن اثرات  ضدعفونی کننده دارد

بعنوان داروهاي ضد تشنج وضد روماتیسم ، از طعم تند و گرم 
 و از اثرات ضد عفونی کننده آن در صنایع ییآن در صنایع غذا

بهداشتی در تهیه صابونهاي معطر یا در فرمول خمیر دندانها و 
اسانس آن   .)5، 2 (اي دهان شویه استفاده می شودمحلوله

.  بوي مطبوع و طعم تند دارد،مایعی زرد رنگ  یا زرشکی  است
ه آن بوده و ترکیب مؤثرتیمول ترکیبی فنلی  و مهمترین ماده 

آن کارواکرول است که به خوبی در الکل و حلالهاي دیگر مهم 
گیاه در  در طی رشد آلی حل می شوند و این مواد عمدتاً

  از برگهاي گیاه به صورت . برگهاي جوان ذخیره می شوند
عصاره الکلی آن . دم کرده  براي التیام سرفه استفاده می شود

داروهاي متعددي از مواد . اثر ضد عفونی کننده و خلط آور دارد
 ییدر بازارهاي دارو... ه آن به صورت شربت،پماد،قطره و مؤثر

مییان که نوعی خلط آور است در  شربت تی.دنیا عرضه می شود
  ).4، 3 ( داردییایران تهیه و مصرف دارو

 انسانی زاي  باکتري بیماري8کاشریشیا کلی انتروهموراژی
بیماري ناشی از . است که از طریق اغذیه آلوده منتقل می شود

این باکتري به صورت انفرادي و اپیدمی در نقاط مختلف دنیا 
عبارتند از نشانه هاي بیماري علائم و ). 6 (گزارش می شود

 در .شدید اسهال، تهوع ،کولیت خونریزي دهنده و دل پیچه هاي
مواردي این بیماري به صورت سندرم همولیتیک اورمیک  بویژه  

 که در شوددر کودکان بروز می کند و موجب نقص کلیه ها می 
دوره نقاهت . )7( صورت عدم درمان به مرگ منتهی می گردد

  .)8(  روز گزارش شده است14 روز و گاهی تا 1-6 بیماري بین
عامل اصلی ایجاد بیماري سم وروتوکسین است که توسط 

چون باکتري  .این باکتري در شرایط مساعد تولید می شود
 از طریق اغذیه آلوده منتقل می شود ، لذا روشهاي طبخ عمدتاً

 در جلوگیري از شیوع بیماري نقش ییو نگهداري مواد غذا
  . ایفا می کندمهمی

ده بر  مختلف به عنوان مواد نگهدارنییمیایاثرات مواد ش
هموراژیک مورد مطالعه قرار گرفته روي رشد اشریشیا کلی انترو

 نقش یی و گیاهان نیز به عنوان افزودنی هاي غذا)9( است
  .مهمی در بازدارندگی فلور میکروبی دارند

ن بر روي مهار در این تحقیق اثر عصاره هاي الکلی وآبی آویش
  .رشد اشریشیا کلی انتروهموراژیک مورد بررسی قرار گرفته است

  1   مواد و روش ها
  گیري عصاره

یید از باغ کشاورزي مرکز أگیاه آویشن شیرازي پس از ت
تحقیقات جهاد کشاورزي استان تهران به محل انجام تحقیق در 
گروه باکتري شناسی دانشکده پزشکی دانشگاه تربیت مدرس 
انتقال داده شد و پس از خشک کردن کامل گیاه در محل 

ها  هاي جوان گیاه از سایر قسمت تاریک و بدون رطوبت، برگ
  .)10(  خرد گردید و سپس کاملاًشدهجدا 

 تهیه عصاره آبی و الکلی

شن به طور یهاي جوان گیاه خرد شده آو  گرم از  برگ10 
جه و آب مقطر  در85لیتر هیدرواتانول   میلی100جداگانه به 

                                                
1. Lamiaceae 2. lamhiales  
3. Zataria 4. Ziziphora 
5. Thymus 6. Vulgaris 
7. Thyme 
8. Entro Hemorrhagic Escherichia Coli (EHEC) 
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 ساعت بر روي دستگاه چرخاننده به 72اضافه گردید و به مدت 
 .1آرامی مخلوط گردیده تا استخراج به خوبی صورت گیرد

سپس مخلوط حلال و گیاه توسط صافی از هم جدا تا 
 اولیه وارد دستگاه تقطیر ةعصار.  بدست آید2هاي اولیهه عصار

تیگراد حلال آنها به  درجه سان80در خلاء گردیده و در دماي 
مدت یک ساعت به آرامی تبخیر گردید و عصاره تغلیظ شده 

   .)11( بدست آمد
  ها تعیین وزن خشک عصاره

پذیري آن وزن خشک  جهت استاندارد کردن روش و تکرار
 بدین صورت که براي هر عصاره به طور .ها تعیین گردید عصاره

وزن  حساس  خالی توسط ترازوي دیجیتالیلوله  جداگانه سه
لیتر به   میلی1هاي آبی و الکلی  سپس از هر کدام از عصاره. شد

 50ها در   ساعته لوله24 پس از انکوباسیون .هر لوله اضافه شد
 خشک شده، سپس سه لوله گراد عصاره ها کاملاً درجه سانتی

 با کم کردن  توزین گردیده وها مجدداً مربوط به هر کدام از عصاره
 میانگین وزن خشک عصاره هاي آبی و ،الیوزن لوله هاي خ

 .)11( لیتر بدست آمد الکلی در میلی

  هاي مورد آزمایش سویه
در این تحقیق از دو سویه استاندارد و بالینی اشریشیاکلی 

سویه استاندارد اشریشیاکلی . انتروهموراژیک استفاده شد
 بیمارستان  از مرکز رفرانسATCC 33150انتروهموراژیک  

هر . تهیه شد ایران  سویه بالینی از انستیتو پاستور وبوعلی
  آزمایش هاي پس از تعیین هویت نهایی توسطدوسویه

هاي   به روش انتشار در آگار توسط دیسک،بیوشیمیایی
 تعیین حساسیت ،بیوتیک ساخت شرکت پادتن طب آنتی

جهت انجام آزمایشات حساسیتی و رسیدن  .شدند دارویی 
اندارد و فاز رشد لگاریتمی، از  دوسویه فوق باکتري به تعداد است

فارلند در محیط   مک5/0سوسپانسیون باکتریایی با کدورت 
 هینتون براث تهیه و سپس از هر لوله روي محیط جامد -مولر

هاي زنده و فعال در هر  کشت داده شد تا تعداد باکتري
   .)12( ها مشخص گردد لیتر از سوسپانسیون میلی

  ٢     هاي رقتی سیت به روش سریالبررسی کمی حسا 
در این روش جهت تعیین نسبی حداقل غلظتی که باعث 

 و حداقل غلظتی که باعث مرگ (MIC) 3ها  مهار رشد باکتري
گردد، از عصاره آبی و عصاره تغلیظ شده   می(MBC) 4ها باکتري

 در محیط  ..... و 32/1 ,16/1, 8/1، 4/1, 2/1هاي رقتی الکلی سریال
ها به  سپس به هر کدام از رقت. گردید  هینتون براث تهیه -مولر

باکتري فعال اضافه  5×105 ،لیتر محیط مایع ازاي هر میلی
محیط کشت حاوي (ها از کنترل مثبت   در کنار لوله.گردید

محیط کشت بدون ( منفیو کنترل ) باکتري، بدون عصاره
 ساعت در 24ها به مدت  در نهایت لوله. استفاده گردید) باکتري

  .گراد انکوبه و سپس نتایج قرائت گردید  درجه سانتی37
هاي عصاره آبی و الکلی، آخرین  براي هر کدام از رقت

) عدم رشد(رقتی که در آن هیچگونه  کدورتی مشاهده نگردید 
هاي بدون  از تمام لوله  در نظر گرفته شد وMICبه عنوان 

. ت داده شد آگار کش براثونت هین-کدورت روي محیط مولر
درصد از % 9/99ها که قادر به مرگ  آخرین رقتی از عصاره

ها در نظر   عصارهMBC به عنوان ،هاي زنده اولیه بود باکتري
  .)11-12( گرفته شد

  ها  براساس وزن خشک عصارهMBC و MICتعیین 
لیتر،  ها در هر میلی با توجه به وزن خشک عصاره

ها تعیین  ی عصاره نسبMBC و MICهایی که به عنوان  رقت
 در نتیجه به منظور .ها تبدیل شد گردید به مقادیر وزنی عصاره

 به وسیله ترازوي حساس مقادیر MBC و MICتعیین دقیق 
 به روش سریال رقتی، از پودر MBC و MICوزنی معادل با 

 هینتون براث -لیتر از محیط مولر  میلی1ها توزین و در  عصاره
باکتري به هر لوله اضافه  5×105 همانند روش قبل  .حل شد

 مقادیر  درجه سانتیگراد37 ساعته در 24وپس از انکوباسیون 

                                                
1. Macceration method 
2. Crude extract 
3. Mean Inhibitory concen tration 
4. Mean Bactriocidal concentration 
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MIC و MBC بر حسب میلی گرم در میلی لیترعصاره ها 
  .)11( براي هر سویه تعیین گردید

  MBC و MICهاي عدم رشد براي مقادیر   تعیین قطر هاله
به حجم هایی  هاي عدم رشد، چاهک براي تعیین قطر هاله

 )mm 4قطر(  هینتون آگار- میکرولیتر بر روي محیط مولر100
به طورجداگانه براي هر عصاره  حفر شده و با حفظ شرایط 

 5/0هاي حساسیتی، از سوسپانسیون  استاندارد درانجام  تست
اي بر  سفرهمک فارلند هر سویه به طور جداگانه به  روش کشت 

 و MIC معادل با  سپس مقادیر. کشت داده شد،روي محیط
MBCها   بدست آمده در روش هاي قبل در درون چاهک

هاي عدم   قطر هاله، ساعت انکوباسیون24ریخته شد وپس از 
  .)13(  رشد به طور دقیق اندازه گیري شدند

 همؤثربررسی مواد 

 ه ضد باکتریایی در عصاره هايمؤثربه منظور شناسایی مواد  
 (TLC)فی با صفحه نازكآبی و الکلی از روش کروماتو گرا

ساخت شرکت  در این روش از صفحات سیلیکاژل .استفاده شد
  مقادیر  ت استفاده گردید ومرك آلمان به عنوان فاز ثاب

لیتر از عصاره هاي آبی و الکلی به طور جداگانه روي  میکرو5
 ا از ماده ه در کنار عصاره.صفحات سیلیکاژل قطره گذاري شد

   10 گرم در 10(  درجه96تانول احل شده در کارواکرول 
فاز متحرك به کار  . به عنوان شاهد استفاده گردید)میلی لیتر

اتیل   و برده شده در این روش مخلوطی از دو حلال تولوئن
 ،بود که پس از اشباع شدن تانک از فاز متحرك) 7/93 (استات

صفحات لکه گذاري شده در درون تانک حلال قرار گرفته وپس 
 کروماتوگرام ها از ط، دقیقه در دماي محی30-45 از گذشت

به .  خشک گردیدند،در یک جریان هواي خنک تانک خارج و
منظور آشکار کردن باندهاي مختلف مواد از معرف وانیلین 

استفاده %) 30لی لیتر اسید  می100گرم در 1(سولفوریک اسید 
ها  کروماتوگرام ، که پس از اسپري صفحات با معرف مذکورگردید

درجه سانتیگراد قرار گرفته و پس از 105به مدت کوتاهی در فور 
  .)14( فرایند آشکارسازي باندها مورد مقایسه قرار گرفتند

  
سمت (کروماتوگرام حاصل ازعصاره الکلی آویشن  -1شکل شماره 
   درصد94) سمت چپ(درکنارکارواکرول تجاري) راست
  یافته ها

 هاي استاندارد و بالینی نتایج حاصل از آنتی بیوگرام سویه
دو سویه از نظر که با برخی از آنتی بیوتیک هاي رایج نشان داد 
   .)1جدول( تست هاي آنتی بیوگرام تفاوت چندانی ندارند

ازعصاره هاي آبی والکلی پس از تغلیظ در دستگاه تقطیر 
میلی لیتر عصاره غلیظ بدست آمد که در 3در خلاء در نهایت 

 روش سریال رقتی  و وزن خشک بهMBC وMIC تعیین 
  .عصاره از آنها استفاده گردید

 هیچکدام ،به روش سریال رقتیMBC وMIC در تعیین 
قادر به مهار رشد  )حتی رقت صفر(از رقت هاي عصاره آبی 

 ولی در این روش .)3جدول(  استاندارد و بالینی نبودسویه هاي
 و کتري هاو مرگ با  باعث مهار رشد64/1عصاره الکلی در رقت 

 مؤثربر روي سویه استاندارد و بالینی MBC وMIC به عنوان 
  .با هم تفاوتی نداشتندMBC وMIC سویه از نظر  دو و بود

  آبی  به ترتیبمیانگین وزن خشک عصاره هاي الکلی و
 میلی گرم در میلی لیتربود که با توجه به این اوزان  50 و 80
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   . هاي وزنی تبدیل شدرقت هاي مختلف عصاره ها  به پارامتر
 ،780/0 ،56/1، 12/3، 25/6، 5/12،              25 بر این اساس مقادیر

میلی گرم  از  پودر خشک شده عصاره الکلی و 195/0  و390/0
   312/0  و625/0 ،25/1، 5/2، 5 ،10 ،20 ،40مقادیر 

میلی گرم  ازپودر خشک شده عصاره آبی توزین و به چهار 
 هینتون براث -میلی لیتر محیط مولر  1سري لوله حاوي 

  . باکتري ازسویه هاي استاندارد و بالینی اضافه گردید5×105و
بر اساس وزن خشک عصاره الکلی  MBC وMIC در تعیین

  و MIC  از پودر خشک شده عصاره به عنوانμg/ml780مقادیر
 
 

MBCمطابق و  ه بدست آمد که نتایج مذکور دقیقاً براي هر دو سوی
  میانگین قطر  ).2جدول( نتایج حاصل از سریال هاي رقتی بود مؤید

  

هاله عدم رشد بر حسب میلی متر در رقت هاي مختلف عصاره 
الکلی نشان داد که با افزایش غلظت عصاره در چاهک ها هاله 

استاندارد نسبت به سویه عدم رشد افزایش پیدا میکند و سویه 
  ).4جدول(شد میبابالینی به صورت نامحسوس حساس تر 

بین قطر هاله هاي عدم رشد در طی چهارماه آزمایش  
اختلاف معنی داري مشاهده نشد که بیانگر پایداري عصاره ها 

  .در دماي محیط و یخچال می باشد 
 جهت حصول اطمینان از نتایج بدست آمده براي عصاره هاي

 او داده ه آبی و الکلی، آزمایشات فوق براي هر سویه سه بار تکرار
  .تجزیه وتحلیل شدSPSS با استفاده از نرم افزار 

  

  رایج  نتایج حاصل از آنتی بیوگرام سویه هاي استاندارد و بالینی با برخی از آنتی بیوتیکهاي-1 شماره دولج
 (mg) آنتی بیوتیک

  
  سویه

  پنی سیلین
10  

 اگزاسیلین
1  

  سیپروفلواکساسین
5  

  تتراسیکلین
30  

  جنتامایسین
10  

سفتی 
  زوکسیم

30  

  آمیکاسین
30  

-سولفامتوکسازول
  تریمتوپریم

75/30  
 R R S IM S IM S S سویه استاندارد

 R R S IM S IM S S سویه بالینی
R =مقاوم  S =حساس  IM =نیمه حساس  

  
  مختلف عصاره الکلی) mg/ml(مقایسه رشد سویه ها در مجاورت با غلظت هاي  -2 شماره دولج

  (mg/ml)غلظت 
  سویه

5/12     25/  6    12/3     56/1        780/ 0  
MIC&MBC 

390/ 0  195/0  

        +         +  -          -         -        -        -    سویه استاندارد
        +         +  -          -         -        -        -    سویه بالینی

  رشد باکتري (+)  عدم رشد باکتري) - (
  

  مختلف عصاره آبی)  mg/ml (سویه ها در مجاورت با غلظت هايمقایسه رشد  -3 شماره جدول
  (mg/ml)غلظت 

  سویه
40  20  10  5  5/2 25/1  625/0  

  -        -         -       -      -      -           -    سویه استاندارد
  -         -         -        -      -      -      -    سویه بالینی

   باکتريرشد (+)  عدم رشد باکتري) - (
  

  مختلف عصاره الکلی  میانگین قطر هاله عدم رشد بر حسب میلی متر در غلظت هاي-4شماره  جدول
  (mg/ml)غلظت 

  سویه
5/12  25 /6  12 /3  56/1  780/0 390/0  195/0  

  9  11  13  17  19  21  23 سویه استاندارد
  8  10  12  16  18  20  22 سویه بالینی

  نتیجه گیري
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در .ز مورد استفاده قرار می گرفته اند گیاهان دارویی از دیربا
دهه اخیر به دلیل بروز مقاومت هاي دارویی به این منابع به عنوان 

بسیاري از گیاهان به صورت  .مخازن طبیعی توجه شده است
به  و خوراکی در جیره غذایی انسان ودام استفاده روزمره دارند

ن و نوع میزا. صورت تجربی ثابت شده است که اثرات سوءندارند
متابولیتهاي موجود در اندام هاي مختلف گیاه بر حسب شرایط 

ثره گیاهان ؤ بر این اساس ارزیابی مواد م.اکولوژیکی متفاوت است
داروئی بر حسب مناطق جغرافیائی تحت کشت آنها ضروري به نظر 
می رسد که از جمله آنها  گونه هاي آویشن است که تحت شرایط 

  .)2 (ثره آنها تغییر می کنداقلیمی متفاوت مواد مو
نشان  1ار کی ساینگو  ان ساینگ  مطالعات2002درسال

دادکه اسانس گیاه آویشن بر روي انترو هموراژیک اشریشیا کلی اثر 
از بین ترکیبات اسانس بکار رفته تیمول و  .بازدارندگی دارد

ثر نام برده شده است واین عوامل بر ؤکارواکرول به عنوان عوامل م
  در . )15 (باکتري هاي گرم مثبت و گرم منفی اثر دارندروي 

  

ثره آویشن بر روي ؤتحقیق ما نیز اثر عصاره الکلی حاوي مواد م
آنچه که از بررسی  .انترو هموراژیک اشریشیا کلی به اثبات رسید
   مطالعاتی است که تحقیقات انجام شده در دست است عمدتاً

د اما در تحقیق حاضر  اثرات روي اسانس آویشن انجام گرفته ان بر
ر گرفت و نشان داده شد که مواد عصاره الکلی وآبی مورد توجه قرا

 در ترکیبات اصلی گونه TLC) روش(ثره تیمول وکارواکرول ؤم
آویشن شیرازي پرورش داده شده در باغ گیاه شناسی جهاد 

و می تواند به عنوان منبع  کشاورزي استان تهران نیز وجود دارد
 )1شکل  (.ی مورد استفاده قرار گیردداروی

اگرچه کاربرد بالینی عصاره ها و اسانس هاي گیاهی در 
شرایط خاص امکان پذیر است اما به نظر می رسد کاربرد بالینی 
آویشن شیرازي مستلزم مطالعات وتحقیقات بیشتري در زمینه 

م عمل این متابولیت ها بویژه درزمینه باز دارندگی عوامل سمکانی
نتایج این بخش انتشار (کروبی و بروز اشکال مقاوم باکتریایی می

  3       .مطالعه گسترده تري انجام شود )نیافته است

                                                
1. Singh N, Singh RK 
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