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 دهیچک
هاي با بر ضد باکتري ،هاي بيمارستاني است. امروزه استفاده از داروهاي با منشأ گياهيطلب در ايجاد عفونتپاتوژن فرصت ،کلبسيلا پنومونيه :هدف و زمینه

هاي هاي توليدکننده بتالاکتامازهاي وسيع الطيف در جدايهکلبسيلا پنومونيهي يافته است. هدف از مطالعه حاضر تعيين ميزان فراواني اژهيومقاومت دارويي اهميت 

 .استها هاي اکاليپتوس و ازگيل بر اين باکتريباليني شهر رشت و بررسي اثر ضد ميکروبي عصاره

ها به ترتيب از روش اماز در اين جدايههاي بتالاکتهاي ادراري جدا شدند. توليد آنزيماز عفونت کلبسيلا پنومونيهجدايه  45در اين مطالعه تعداد ها: مواد و روش

سپس  ،گرفت ي قرارموردبررس PCRبا استفاده از پرايمرهاي اختصاصي به روش SHV  و TEM هايدابل ديسک ديفيوژن و ديسک ديفيوژن بررسي شد. وجود ژن

( و MICانتشار از چاهک و تعيين حداقل غلظت بازدارندگي ) هاي توليدکننده بتالاکتاماز به روشو ازگيل بر باکتري ميکروبي عصاره برگ اکاليپتوساثر ضد

 ها به روش براث ماکرودايلوشن بررسي گرديد.عصاره (MBCکشندگي ) حداقل غلظت

که در اين بودند SHV  و TEMهاي ( داراي ژن53%) PCRمولد بتالاکتاماز بودند. پس از انجام  ،جداسازي شده کلبسيلا پنومونيهمورد  45جدايه از  26 :نتایج

 165-250و 5/17-31هاي آبي و اتانولي اکاليپتوس و ازگيل به ترتيب بين عصاره MIC مثبت بودند.SHV و  TEMهاي جدايه ژن %11 و %42 ميان به ترتيب

 .استليتر گرم بر ميکروميلي 600-1000و  165-250به ترتيب بين  MBCگرم بر ميکروليتر و ميلي

عنوان يک تواند بهميکروبي دارند و ميخواص ضد ،هاي مقاوماکاليپتوس و ازگيل بر ضد باکتريهاي گياهي عصاره ،هاي اين مطالعه نشان داديافته گیری:نتیجه

 قرار گيرد. مورداستفادههاي ادراري بخصوص در درمان عفونت کلبسيلايي هايرهيافت در درمان عفونت

 

 TEM، SHV ،ازگيل ،اکاليپتوس ،بتالاکتاماز وسيع الطيف، کلبسيلا پنومونيه :کلیدی کلمات

 

 
 

 

 

 

 

مقدمه
هستند که در همه جاي  يطلبهاي فرصتپاتوژن کلبسيلاها

ويژه در سطح آب، فاضلاب، خاک و گياهان و سطوح طبيعت به

شوند غشاي مخاطي پستانداران ازجمله انسان و اسب يافت مي

متحرک،  رياي شکل، غهاي گرم منفي، ميله(. اين باکتري1)

ساکاريدي، هوازي اختياري، داراي کپسول پلياسپور، بي بدون

تا  3/0ها که اندازه آن انتروباکترياسه وادهضخيم متعلق به خان

دهند هاي موکوئيدي ميميکرومتر است و اغلب تشکيل کلني 6/0

(2.) 

، کپسول و پيلي O ،Kهاي ژنداراي آنتي کلبسيلا پنومونيه

است، همچنين داراي سيدوفورهاي فنولات مانند انتروباکتين و 

هاي ترين توکسين(. مهم3هيدروگزيمات مانند آئروباکتين است )

هاي حساس و پايدار به حرارت آن اندوتوکسين و انتروتوکسين

نشان  هاشود، بررسيگذاري مياست که بر روي پلاسميدها کد

ساکاريد خارج سلولي، دهند که يک همبستگي بين توليد پليمي

هاي ساکاريد کپسولي و حدت باکتريساکاريد و پليليپوپلي
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سمي، اين باکتري موجب سپتي (. 4توليدکننده وجود دارد )

هاي دستگاه باکتريمي، پنوموني، آنتريت نوزادان، مننژيت، عفونت

 کلبسيلا پنومونيه 1984ند. از سال شوهاي نرم ميادراري و بافت

هاي اکتسابي بيمارستاني و حامل عنوان عامل عفونتبه

 (.5شده است )هاي چندگانه شناختهمقاومت

ترين ترين و پرمصرفمجموعه داروهاي بتالاکتام، فراوان

ها هستند. يکي از داروهاي تجويزي عليه ميکروارگانيسم

نسبت به داروهاي بتالاکتام، هاي مهم پيدايش مقاومت مکانيسم

-Extended Spectrum B) توليد بتالاکتامازهاي وسيع الطيف

Lactamaseها با هيدروليز حلقه بتالاکتام در ( است که اين آنزيم

ها شده و منجر ساختار اين داروها مانع از فعاليت ضدميکروبي آن

سيع ها به داروهاي بتالاکتام وبه ايجاد مقاومت ميکروارگانيسم

هاي مولد بتالاکتاماز وسيع (. عفونت باکتري6شود )الطيف مي

ها باعث در بيمارستان ژهيوها بهالطيف در انتشار وسيع اين سويه

گردد و افزايش هزينه درمان و افزايش طول مدت بستري مي

يک نگراني بزرگ و در  ESBLامروزه وجود انتروباکترياسه مولد 

شود. بتالاکتامازهاي وسيع ميحال گسترش در دنيا محسوب 

پلاسميدها  کهييالطيف اغلب پلاسميدي هستند و ازآنجا

 ،يابنددر ميان انواع مختلفي از انتروباکترياسه انتقال مي يراحتبه

هاي پلاسميدي با هاي مقاومت منجر به ايجاد سويهتجمع ژن

هاي بيمارستاني ناشي شود و شيوع عفونتمقاومت چندگانه مي

 يادهندهباواسطه پلاسميدها خود انتقال لبسيلا پنومونيهکاز 

  و TEM هاياست که بتالاکتامازهاي وسيع الطيف مشتق از ژن

SHVشوند و اغلب است که روي پلاسميدهاي بزرگي حمل مي

 کهاي مختلفي از يهاي مقاومت به سويههمراه با ساير شاخص

(. در 7) ابندييانتقال مهاي انتروباکترياسه جنس يا ساير جنس

هاي مولد اين هاي اخير افزايش ميزان جداسازي سويهسال

شده است. اين باکتري به ها از نقاط مختلف جهان گزارشآنزيم

هاي وسيع الطيف و هايي که بتالاکتامازدليل اکتساب پلاسميد

کنند به آمينوگليکوزيدي را رمز مي ردهندهييهاي تغآنزيم

هاي وسيع الطيف ها ازجمله سفالوسپورينبيوتيکتيتعدادي از آن

اند. بدين ترتيب احتمال درمان و آمينوگليکوزيدها مقاوم

ها بسيار ضعيف بيوتيکتوسط اين آنتي کلبسيلاييهاي عفونت

ميکروبي جديد را ايجاب شده و ضرورت دستيابي به مواد ضد

 (.8کند )مي

ويکرد جامع به طب طور مکرر بر رسازمان بهداشت جهاني به

سنتي و گياهان دارويي و نيز ضرورت کاربرد علمي و اقتصادي 

مواد  ،عنوان يک منبع بالقوهدارد. گياهان دارويي به ديآن تأک

ميکروبي متنوعي دارند و داراي اثر سمي کم و يا فاقد اثر ضد

ها گزارش نشده است سمي هستند و بروز مقاومت نسبت به آن

(9.) 

 Eucalytus glubulusپتوس گلوبوس بانام علمي گياه اکالي

از گياهان بومي استراليا و  Myrtaceaceمتعلق به خانواده 

ترين گياهان دارويي است که از تاسماني است و يکي از معروف

ديرباز اثرات ضد ميکروبي آن موردتوجه بوده است. اکاليپتوس 

متر سخت و بادوام، با سازش بالا  100درختي با ارتفاع حدود 

ترين عامل محدودکننده نسبت به شرايط محيطي است، اما مهم

گياه دماي پايين است، به همين دليل در نواحي رشد اين 

محدودي از استراليا که بارش برف در آنجا زياد است، اکاليپتوس 

ها و ترپنوئيدها فنل(. اين گياه منبع غني از پلي10کند )رشد نمي

( به %80تا  %50سينئول ) 8و  1است و ترکيب اصلي برگ آن 

تول و کاژه بوتول نيز هاي اکاليپاست که به نام 018H10Cفرمول 

گيري به دست شود، شبيه کافور است که از طريق عصارهگفته مي

 Tannins, Saponins, Cardiac  آيد. عصاره اکاليپتوس حاويمي

Glycosides فلورگلوسينول، آلفاپنين، آلدهيدهاي فرار و سزکويي

(. 11ها با خواص دارويي است که در پزشکي کاربرد دارند )ترپن

اي از است، ميوه Mespilus germanicaازگيل بانام علمي درخت 

که از حدود سه هزار سال پيش تاکنون  انيسرخخانواده گل

طور خودرو در جنوب درياي خزر و در مناطق گيلان و مازندران به

 ،کند. ميوه ازگيل سرشار از قندمتر رشد مي 2-3رويد. حدود مي

گلوکز و ساکاروز  ،اسيدهاي آلي و تانن است. فروکتوز ،آمينواسيد

اند شدهعنوان قندهاي اصلي موجود در اين ميوه تشخيص دادهبه

ها در طي مراحل مختلف رسيدن ميوه متغير است. که مقدار آن

اسيدهاي چرب اصلي موجود در مزوکارپ ميوه ازگيل شامل 

، اما باشندياسيد ماسيد و لينولنيکپالمتيک اسيد، آلفالينولنيک

اسيد نيز در آن وجود دارد. اسيد و استئاريکمقاديري اولئيک

طور عمده از نوع اسيد اسيدهاي آلي موجود در ميوه ازگيل به

باشند. ازجمله اسيدسيتريک و اسيدتارتاريک مي ،ماليک

توان به ويتامين ث و گروه هاي موجود در اين ميوه ميويتامين

 .(12ب اشاره کرد )

هاي برگ ميکروبي عصارهامروزه انجام مطالعه بر روي اثر ضد

توليدکننده بتالاکتاماز  کلبسيلا پنومونيهاکاليپتوس و ازگيل بر 

گيرد. اکاليپتوس يکي از قرار مي يوسيع الطيف موردبررس

 ربازيترين گياهان دارويي است که اثر ضدميکروبي آن از دمعروف
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برگ آن بر روي طيف وسيعي از موردتوجه بوده است و عصاره 

ها باسيلوس و قارچ ،سالمونلا ،يرسينيا ،کلبسيلا ها مانند،باکتري
 (.13ميکروبي از خود نشان داده است )اثر ضد

هاي گيلان وجود داشته و ميکروبي به فراواني در جنگلاثر ضد

وجود خواص  کهيدر دسترس هستند، درصورت يآسانبه

هاي مقاوم به داروهاي نسل د باکتريها بر ضميکروبي آنضد

عنوان يک رهيافت تواند بهجديد با طيف اثر وسيع ثابت گردد، مي

خصوص درمان موضعي به کلبسيلاييهاي جديد در درمان عفونت

 هاي ادراري استفاده قرار گيرد.عفونت
 

  هامواد و روش

در اين مطالعه، از ها: آوری و شناسایی میکروبی سویهجمع

 نامهتيکميته اخلاق پژوهش و رضا هيدييبا تأ 1397تير تا بهمن 

ادراري باليني از مراکز  نمونه 269کتبي از بيماران، تعداد 

هاي رازي، پورسينا و قائم( درماني مختلف )بيمارستان-تشخيصي

هاي آوري گرديد. شناسايي فنوتيپي جدايهشهر رشت جمع

هاي اکسيداز، آميزي گرم و آزمونرنگ لهيوسبه کلبسيلا پنومونيه

هاي بيوشيميايي سيترات، تحرک و توليد کاتالاز، اوره آز و تست

 SIMکانکي و و کشت روي محيط مک TSIو  MR/VPاندول، 

 (.14)مرک، آلمان( صورت گرفت )آگار 

های بیوتیکی و شناسایی جدایهارزیابی حساسیت آنتی

ESBL  :انجام آزمايش حساسيت با روش فنوتیپی

و طبق  Kirbery Bauerبيوگرام( با استفاده از روش )آنتي

( CLSIدستورالعمل انستيتو استانداردهاي آزمايشگاهي و باليني )

Clinical and laboratory standards institute  استفاده از با

بر روي محيط کشت مولر هينتون آگار  Disk Diffusionروش 

(Muller Hinton Agar( انجام شد )15.)  از سوسپانسيون

ها بر روي محيط مولر باکتريايي معادل نيم مک فارلند جدايه

کلبسيلا هاي هينتون آگار کشت داده شد، سپس، حساسيت سويه
بيوتيکي )شرکت پادتن طب( هاي آنتينسبت به ديسک پنومونيه

، (30g)، سفتازيديم  (5g)(، سفيکسيم (30gپيمسفي

اسيد (، کلاونيک(30g، سفوتاکسيم (30g)سفرياکسون 

(10g) اسيد و همچنين دو ديسک ترکيبي با کلاونيک

منظور اسيد( بهاسيد، سفوتاکسيم/ کلاونيک)سفتازيديم/کلاونيک

متر بر روي محيط ميلي 20، بافاصله ESBLهاي شناسايي نمونه

. پس از کشت مولر هينتون آگار )مرک، آلمان( قرار گرفت

، قطر هاله وسيدرجه سلس 37ها در ساعته پليت 24انکوباسيون 

اختلاف  کهيگيري شد. درصورتها اندازهعدم رشد اطراف ديسک

هاي ترکيبي )حاوي کلاونيک اسيد( قطر هاله اطراف ديسک

 5نسبت به ديسک تنها )فاقد کلاونيک اسيد( بيشتر يا مساوي 

مثبت در  ESBLعنوان فنوتيپ متر بود، جدايه موردنظر بهميلي

 کلبسيلا پنومونيهنظر گرفته شد. در اين مطالعه از سويه استاندارد 

ATCC33591 عنوان کنترل مثبت و ديسک بهBlank  عنوان

 (.16کنترل منفي استفاده شد )

از کيت استخراج  DNAبراي استخراج : DNAاستخراج 

(High pure PCR Template Preparation kit) DNA  ساخت

بر اساس  DNAشرکت سينا ژن استفاده شد و مراحل استخراج 

 دستورالعمل کيت صورت گرفت.
تکثير منظور : بهPCR-Multiplex)پلي مراز ) يارهيواکنش زنج

( و از پرايمرهاي (SHV 471pb( و (TEM 861pb يهاژن

 (.1)جدول ( 17اختصاصي با توالي زير استفاده گرديد )

ميکروليتر آب مقطر دو بار تقطير،  25در حجم  PCRواکنش 

 (25mM)ميکروليتر بافر  PCR، 5/0 (10X)ميکروليتر بافر  5/2

2MgCl ،1  ميکروليترmM) dNTPs10( ،5/1  ميکروليتر از هر

/5U)مراز پلي Taq DNAميکروليتر آنزيم  1 ،(10pmol)پرايمر 

l
 الگو انجام شد. DNAميکروليتر  5/1و  (

دقيقه واسرشت ابتدايي در  3با شرايط دمايي  PCRواکنش  

چرخه شامل واسرشت  35درجه سلسيوس، سپس  95دماي 

دقيقه، اتصال در  1درجه سلسيوس به مدت  94شدن در دماي 

ثانيه، گسترش در دماي  30درجه سلسيوس به مدت  52دماي 

گسترش نهايي  تيدقيقه و درنها 1درجه سلسيوس به مدت  72

 دقيقه انجام شد. 5ه سلسيوس به مدت درج 72در دماي 

هاي تازه گياه اکاليپتوس و ازگيل در مهرماه در اين مطالعه برگ

 آوري شد.هاي حوالي شهرستان فومن جمعاز رويشگاه 1397

، جهت تهيه عصاره )آبي و اتانولي( از روش خيساندن ديپس از تائ

 SHVو  TEMهاي تکثير ژن منظوربهپرايمرهاي اختصاصي  -1جدول 

5 'GAGTATCAACATTTCCGTGTC 3'  TEM-F 

5 'TAATCAGTGAGGCACCTATCTC 3'  R 

5 'TCAGCGAAAAACACCTTG 3'  SHV-F 

5 'CCCGCAGATAAATCACCA 3'  R 
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از هر  گرم 50استفاده شد، به اين صورت که گياهان پودر شده و 

درصد  70ليتر اتانول ميلي 500ساعت در  48گياه به مدت 

ازآن با کاغذ صافي و قيف، صاف گشت. خيسانده شد و پس

 40آمده با استفاده از دستگاه تقطير در دماي دستهاي بهعصاره

 45درجه سلسيوس تغليظ شدند و سپس، روي بن ماري با دماي 

هاي با عصاره تيدرجه سلسيوس، حلال حذف گرديد. درنها

ليتر تهيه گرديدند که با استفاده از غلظت يک گرم بر ميلي

منظور تعيين ميکروني استريل شدند. به 45/0فيلترهاي ميکروبي 

MIC  وMBC ها، با روش انتشار چاهکي در آگار، بر روي عصاره

محيط مولر هينتون آگار و استفاده از کشت باکتري، از 

گرم از هر عصاره، با ميلي 5/0لند و مک فار 5/0سوسپانسيون 

ها که هاي متفاوت استفاده شد و کمترين رقت از عصارهغلظت

تر و يک چاهک قبل MICعنوان هاله عدم رشد داشتند، به

محاسبه گرديد، به روش  MBC عنوان متوقف کننده رشدبه

هاي مورد آزمايش تکرار و سپس سه بار با ماکردايلوشن در لوله

 (.18شدند ) ديروي محيط کشت مولر هينتون آگار تائکشت بر 

 ليوتحلهيبراي اين منظور از تجز آماری: لیوتحلهیتجز

هاي حاصل از آمار توصيفي )تعداد، درصد و نمودار( و آمار داده

استفاده شد  SPSSافزار استنباطي )آزمون کاي دو( به کمک نرم

 گرفته شد.ازنظر آماري با معنادار در نظر  >P 05/0و 

 نتایج  
در اين مطالعه های بالینی: جداسازی و تشخیص نمونه

هاي شهر ها و بيمارستاننمونه ادرار، از آزمايشگاه 269درمجموع 

اي گرم منفي، هاي ميلهجدايه از باکتري 45آوري شد. رشت جمع

لاکتوز در  رکنندهيهاي موکوئيدي و تخممتحرک با کلني ريغ

منفي  SH2مثبت، اندول و  VPمنفي،  MRکانکي، محيط مک

عنوان آز و سيتراتاز بههاي کاتالاز، اورهتوليد آنزيم تيباقابل

 شناسايي و موردمطالعه قرار گرفت. کلبسيلا پنومونيه
 

های ارزیابی حساسیت میکروبی و نتایج غربالگری گونه

( به روش EBLS) فیلاکتامازهای وسیع الطکننده بتاتولید

بيوتيکي با ارزيابي الگوي مقاومت آنتيدوبل دیسک دیفوژن: 

نشان داد که  کلبسيلا پنومونيهجدايه  45بيوگرام، از روش آنتي

 66/26سفرياکسون  بيوتيکبيشترين مقاومت نسبت به آنتي

 بيوتيکدرصد، مشاهده شد و بيشترين حساسيت نسبت به آنتي

جدايه  26درصد گزارش گرديد و درمجموع  66/66پيم يسف

، با روش دوبل ديسک ديفوژن EBLSتوليدکننده درصد(  77/57)

 (.2جداسازي گرديد )جدول 

: SHVو  TEMهای برای تشخیص حضور ژن PCRنتایج 

بر روي ژنوم  PCRهاي مذکور آزمون جهت تعيين حضور ژن

 CLSIهاي بيوتيکنسبت به آنتي کلبسيلا پنومونيه جدايه 45بيوتيکي در ارزيابي حساسيت آنتي -2جدول 

 بیوتیکآنتی

 حساس نیمه حساس مقاوم

 درصد تعداد درصد تعداد درصد تعداد

(33/13) 6 پيمسفي  9 (20) 30 (66/66) 

(22/22) 10 سفيکسيم  9 (20) 26 (77/57) 

(44/24) 11 سفتازيديم  10 (22/22) 24 (33/53) 

(66/26) 12 سفرياکسون  9 (20) 25 (55/55) 

(22/22) 10 سفوتاکسيم  10 (22/22) 25 (55/55) 

 (11/31) 14 (22/62) 28   (66/6) 3 سفتازيديم + کلاونيک اسيد

(66/6) 3 سفوتاکسيم + کلاونيک اسيد  30 (66/66) 12 (66/26) 
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 26انجام شد. از  کلبسيلا پنومونيههاي شده کليه جدايهاستخراج

هاي ( حامل ژن%53جدايه ) 24جدايه اين باکتري درمجموع 

TEM  وSHV  ( ژن %11جدايه ) 5بوده که از اين ميانTEM 

( نيز ازنظر %11جدايه ) SHV ،5( ژن %42جدايه ) 19مثبت، 

زمان هر دو ژن مثبت بودند )تصوير الکتروفورز محصول حضور هم

PCR هاي ژنTEM  وSHV  آمده است(. 1در شکل 

ها به روش عصاره ییاینتایج بررسی اثرات ضد باکتر

هاي آبي و اثر ضدميکروبي عصارهانتشار چاهکی در آگار: 

 کلبسيلا پنومونيهجدايه،  26اتانولي اکاليپتوس و ازگيل بر 

توليدکننده بتالاکتاماز وسيع طيف، به روش انتشار چاهک 

هاي گياهان ها به عصارهقرار گرفت. همه جدايه يموردبررس

 جادشدهياند و ازنظر قطر هاله عدم رشد اموردمطالعه حساس بوده

هاي بتالاکتام تفاوت بيوتيکهاي حساس و مقاوم به آنتيدر جدايه

 (.>P 05/0)داري مشاهده نشد معني

توسط عصاره آبي و  جادشدهيمتوسط قطر هاله عدم رشد ا

)آبي اکاليپتوس(،  05/21اليپتوس و ازگيل به ترتيب اتانولي اک

)آبي ازگيل( و  35/19)اتانولي اکاليپتوس(،  70/22

 متر بوده است.)اتانولي ازگيل( ميلي41/17

ها به روش براث عصاره MBCو  MICنتایج بررسی 

 ماکرودایلوشن:

حداقل ( و MICبيشترين، حداقل غلظت بازدارندگي رشد )

هاي آبي و اتانولي مربوط به ( در عصارهMBCغلظت کشندگي )

 (.3گياه ازگيل بوده است )جدول 

 

 گیریبحث و نتیجه
هاي طلب و دخيل در عفونتپاتوژن فرصت ،کلبسيلا پنومونيه

هاي مرتبط با سوند بيماران بستري و دستگاه ادراري و عفونت

يکي از  ،هاي دستگاه ادراريافراد در معرض خطر هستند. عفونت

ترين عامل هاي متفاوت است. مهمها در سنترين عفونتشايع

کلبسيلا  ،اشرشياکليعفونت مجراي ادراري در دنيا بعد از 
هاي درصد از عفونت 17تا  16است. اين باکتري در  پنومونيه

وسيع و نادرست  ،ادراري بيمارستاني نقش دارد. به دليل استفاده

 هاهاي آبي و اتانولي اکاليپتوس و ازگيل در نمونهعصاره MBCو  MICميانگين  -3 جدول

هاانواع عصاره اکالیپتوس ازگیل  

MBC MIC MBC MIC 
 بر گرمیلی)م

 میکرولیتر(

600 165 350 5/17  آبي 

 اتانولي 31 500 250 1000

 

 

 
 آگارز ژل يرو بر SHV و TEM ژن تکثير از حاصل PCR-Multiplex محصول الکتروفورز -1 شکل

 کنترل NTC. 10و  9هاي ستون در SHV (bp471) ژن حاوي نمونه .1شماره  ستون در TEM(861bp) ژن حاوي نمونه

جفت  ATCC33591. Ladder 100 bp) کلبسيلا پنومونيه)مثبت  کنترل 7 و 2هاي ستونو  12و  2هاي منفي در ستون

 .بازي
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ها مقاوم به درمان باکتري ،ها طي دو دهه اخيربيوتيکاز آنتي

ها موردتوجه قرارگرفته ناشي از آن ريومشده و افزايش آمار مرگ

هاي مقاوم به درمان اين فراواني و انتشار سويه است. با توجه به

که  هاي جانبي با عوارض ناخواسته کمترباکتري نياز به درمان

امري ضروري و  ،کندشانس ايجاد مقاومت درماني را کمتر مي

 (.2)نمايد حياتي مي

خالي از اشکال و  ،هاي باليني ادرارآوري نمونهاگرچه جمع 

هاي اوليه به بيماران در ا آموزش، ولي سعي شد بسختي نيست

گيري، اين مشکل تا حدودي مرتفع مورد نحوه استاندارد نمونه

در مقايسه با عفونت  کلبيسلاييگردد. از طرفي شيوع عفونت 

بر زمان يبررسگردآوري تعداد قابل جهيتر و درنتکم اشرشياکلي

عوامل ضدميکروبي در  هيترين مکانيسم مقاومت علمهم بود.

هاي بتالاکتام بيوتيکهيدروليز آنتي ،هاي گرم منفي مهمباکتري

هاي بتالاکتام است. در اين تحقيق سعي شده توسط آنزيم

هايي در جهت اثبات اثرات ضدميکروبي دو گياه بومي منطقه گام

 کلبسيلا پنومونيهموسوم به اکاليپتوس و ازگيل بر روي  ،گيلان

 کتاماز وسيع الطيف برداشته شود.مولد بتالا

صورت صورت پلاسميدي و گاهي بهها اغلب بههاي اين آنزيمژن

در ميان  يراحتکه پلاسميدها به يکوروموزومي هستند و از آنجائ

هاي تجمع ژن ،يابندانتقال مي هاانتروباکترياسه انواع مختلفي از

شوند؛ هاي با مقاومت چندگانه ميمنجر به ايجاد سويه ،مقاومت

چراکه در  ،ها ضروري استبنابراين تعيين الگوي اين سويه

هاي اپيدمولوژيک درمان مناسب کنترل و پيشگيري بررسي

از اهميت بسزايي  کلبسيلاناشي از  ،گيرهاي بومي و همهعفونت

 (.6)برخوردار است 

 کيو گسترش آن ستيخاصي ناين پديده محدود به مناطق 

خطر جدي در مناطق آسيايي، اروپايي، آمريکاي جنوبي و 

ها در کشورهاي ESBLآيد. شيوع واقعي آفريقايي بشمار مي

هاي مختلف و حتي در مناطق مختلف يک کشور تفاوت

هاي شيوع عفونت(. 19با يکديگر دارد ) ياملاحظهقابل

باواسطه پلاسميدهاي خود  پنومونيهکلبسيلا بيمارستاني ناشي از 

هاي مولد بتالاکتامازهاي وسيع است که ژن يادهندهانتقال

هاي ESBLهاي مربوط به ژن نيترعيکنند. شاالطيف را رمز مي

 SHVو  TEMشده، از کشورهاي غربي و آسيايي دو ژن گزارش

کنند که توسط اغلب هايي توليد ميآنزيم SHVو  TEMاست. 

توليد  کلبسيلا پنومونيه و اشرشياکلي و بيشتر، هاانتروباکترياسه

ترين عيشا SHVدهند که ها نشان ميبررسي (.20شوند )مي

ها، اين جدايه %11-73است و  کلبسيلاهاي بتالاکتاماز در جدايه

هاي ديگر در بسياري از جدايه TEMآنزيم را دارند. بتالاکتاماز 

(. 21است ) افتهيانتشار SHVهمراه با  يا ييتنها، بهکلبسيلا

ها يک معضل امروزه وجود بتالاکتامازهاي وسيع الطيف در باکتري

که پس طوريهگردد، بمهم بهداشتي در اکثر کشورها محسوب مي

ها مبني از کشف اولين بتالاکتاماز در اروپا، در حال حاضر گزارش

 (.22) گرددبر فراگير شدن آن در سراسر دنيا ارائه مي

( در شهرکرد 2010در مطالعه که توسط ترشيزي و همکاران )

داراي  کلبسيلا پنومونيههاي درصد سويه 2/20صورت گرفت، 

( ميزان 2011(. غفوريان و همکاران )23بودند ) ESBLآنزيم 

هاي جداشده از عفونت ESBLکلبسيلا پنومونيه مولد فراواني، 

درصد،  2/59هاي سه شهر ايران را دستگاه تنفسي در بيمارستان

درصد، نزديک  77/57اعلام نمود که بسيار به نتايج اين مطالعه با 

(. مطالعه مشابه ديگري که توسط پيماني و همکاران 24است )

هاي درصد جدايه 78/9( در قزوين انجام پذيرفت، 2012)

ديگري اي (. در مطالعه25بودند ) ESBLداراي  نيهکلبسيلا پنومو

هاي بعثت و امام رضا لشکري و همکاران، در بيمارستانکه توسط 

پنومونيه  کلبسيلاجدايه  100که از  صورت گرفت( 2013تهران )

داراي  درصد 26هاي دستگاه ادراري، عفونتاز  شدهکيتفک

ESBL 400ين ( از ب2013(. اکبري و همکاران )26) ندبود 

هاي ادراري از بيمارستان امام خميني پاتوژن جداشده از نمونه

ديسک ترکيبي براي توليد  يديياردبيل با استفاده از آزمون تأ

ESBL ،75/36 هاي بتالاکتاماز وسيع الطيف درصد را مولد آنزيم

کلبسيلا طور خاص ميزان شيوع براي گونه گزارش نمودند و به
نسبت به اين  جهييين گرديد، درنتدرصد تع 2/10 پنومونيه

هاي مولد اين تواند نشانه افزايش جدايهپژوهش کمتر است که مي

(، طي پژوهشي 2014عسگري و همکاران ) (.27آنزيم باشد )

مولد بتالاکتاماز در کلبسيلا هاي منظور بررسي شيوع جدايهبه

هاي مولد عنوان نمونهها را بهدرصد از جدايه 25شهر کرج، 

ESBL  کلبسيلا درصد،  92گزارش کردند که از اين تعداد
(. کريمي و 28بودند ) کلبسيلا اکسي توکادرصد،  8و  پنومونيه

مولد کلبسيلا هاي اي شيوع جدايه(، در مطالعه2017همکاران )

(. در مطالعه حاضر 29درصد گزارش دادند ) 22بتالاکتاماز را 

ه شد که نسبت به مشاهد ESBLهاي مولد درصد نمونه 77/57

هاي مولد ميزان حساسيت به نمونه مطالعات ديگر بيشتر است.

ESBL هاي ترکيبي، سفتازيديم و بيوتيکنسبت به آنتي

درصد و  88و  96سفوتاکسيم همراه با کلاونيک اسيد به ترتيب 
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درصد  94و  100 بي( به ترت2014همچنين کريمي و همکاران، )

ضر ميزان حساسيت نسبت به اين در پژوهش حا کهيبود، درحال

درصد بود که از دو  66/26و  11/31ها به ترتيب بيوتيکآنتي

مطالعه ديگر کمتر است که ممکن است، تفاوت نتايج مربوط به 

تفاوت جمعيت شهري و بيماران و يا عوامل ديگري که در 

 (.29و  28ها باشد )بيوتيکحساسيت نسبت به آنتي

بر اساس گزارش منتشره، فراواني  2005تا  2003هاي در سال

ESBL (. در 30درصد گزارش شد ) 19، کلبسيلاهاي در گونه

کلبسيلا هاي در سويه ESBL( بيشترين شيوع 2005، )يامطالعه
درصد  45جداسازي شده، از آمريکاي لاتين با فراواني  پنومونيه

شده است درصد در کانادا گزارش 5و کمترين ميزان فراواني 

کلبسيلا هاي ( بر روي جدايه2004(. در يک بررسي )31)
هاي هاي ادراري بيماران بستري در بخش، از نمونهپنومونيه

صد در 6/25ي بيمارستان مشخص گرديد، هاي ويژهمراقبت

در هندوستان  ESBLفراواني (. 32اند )بوده ESBLها مولد سويه

(. در کشورهاي اروپايي 33شده است )درصد گزارش 87تا  6از 

که در برخي طوريه، بميها هستنيز شاهد تنوع شيوع اين آنزيم

 40ها بيش از اين آنزيمفراواني هاي کشور فرانسه از بيمارستان

در آمريکا،  ESBLميزان هاي اخير الشده است و سدرصد گزارش

(. 34کانادا، چين و ايتاليا نيز افزايش چشمگيري داشته است )

شيوع اين  1997-2000هاي ديگر از مطالعات در سال يکيدر

درصد و در روسيه، ترکيه و يونان در دامنه  5/1ها در آلمان آنزيم

، از (. در اين مطالعه نيز31شده است )درصد گزارش 47تا  39

درصد ازنظر فنوتيپي مولد  77/57، کلبسيلا پنومونيهجدايه  45

ESBL اند.بوده 
را  SHVو  TEMهاي ( فراواني ژن2010يزدي و همکاران )

(. ناصحي و همکاران 35درصد، گزارش کردند ) 6/70و  1/87

 کلبسيلا پنومونيهرا، در  SHVو  TEMهاي ( فراواني ژن2010)

درصد  5/46و  4/67جداشده در بيمارستان لبافي نژاد تهران 

 TEM 11هاي (. در اين مطالعه فراواني ژن17) گزارش کردند

که کمتر از نتايج يزدي و همکاران و ناصحي و همکاران  درصد بود

درصد بودند که کمتر  SHV 42هاي فراواني ژنولي  بوده است،

شابه ناصحي و همکاران بوده از نتايج يزدي و همکاران و بسيار م

 است.

( حامل %53جدايه ) 24جدايه اين باکتري درمجموع  26از 

( ژن %11جدايه ) 5بوده که از اين ميان  SHVو  TEMهاي ژن

TEM  ،( ژن %42جدايه ) 19مثبتSHV ،5 ( نيز %11جدايه )

زمان هر دو ژن مثبت بودند. با توجه به شيوع ازنظر حضور هم

عنوان مخازن دارويي، استفاده از گياهان به گسترده مقاومت

ميکروبي بسيار موردتوجه قرارگرفته است. طبيعي عوامل ضد

 مطالعه حاضر نيز باهدف دستيابي به عوامل ضدميکروبي مؤثر بر
توليدکننده بتالاکتامازهاي طيف وسيع به بررسي اثر  هايکلبسيلا

ها پرداخته کتريميکروبي عصاره اکاليپتوس و ازگيل بر اين باضد

هاي گياهان ها به عصارهاست. در مطالعه ما همه جدايه

 (MIC)اند و حداقل غلظت بازدارندگي موردمطالعه حساس بوده

 -31 هاي آبي و اتانولي اکاليپتوس و ازگيل به ترتيب بينعصاره

گرم بر ميکروليتر ميلي 165-250ليتر و گرم بر ميکروميلي5/17

هاي آبي عصاره (MBC) يحداقل غلظت کشندگهمچنين است و 

گرم ميلي 165-250و اتانولي اکاليپتوس و ازگيل به ترتيب بين 

، در ليتر استگرم بر ميکروميلي 600-1000ليتر و بر ميکرو

عنوان مطالعات گذشته نيز عصاره گياهان اکاليپتوس و ازگيل به

ت. ميکروبي معرفي گرديده اسيک عصاره داراي خواص ضد

Osawa ( طي مطالعه2000و همکاران ) اي در ژاپن نشان دادند

داراي  E. gloulusهاي آمده از برگدستکه برخي از ترکيبات به

فعاليت ضدميکروبي با حداقل غلظت ممانعت از رشد باکتري 

اي زايي رودههاي بيماريليتر بر باکتريگرم در ميکروميلي 25/6

 .(36است )

Pattnaik ( در مرکز تحقيقات پزشکي 2005ران )و همکا

 12ميکروبي اسانس اکاليپتوس را براي اي هند فعاليت ضدمنطقه

اي گرم هاي ميلهاي گرم منفي و باکتريهاي ميلهجدايه باکتري

جدايه قارچ با حداقل غلظت ممانعت از رشد باکتري  10مثبت و 

ليتر گزارش ليتر در ميکروميلي25/0-10و 16/0-20به ترتيب 

( قطر هاله بازدارنده 2006و همکاران ) Srinivasan(. 37نمودند )

 32 سودوموناس آئروژنزااز رشد عصاره اکاليپتوس را براي باکتري 

مناسب  يعنوان يک ماده ضد باکترليتر گزارش و آن را بهميلي

کاليپتوس در اسانس ا ريدر يک مطالعه تأث (.38معرفي کردند )

قرار گرفت و نشان  يهاي مختلف موردبررسبرابر ميکروارگانيسم

ملاحظه داده شد که قطر هاله بازدارنده نسبت به شاهد بسيار قابل

و  استرپتوکوکوس پايوژنزهاي که اين هاله در سويهطوريهبود، ب

 22-48و  25-51به ترتيب مقدار استافيلوکوکوس اورئوس 

متر مشاهده ميلي 23-47اشرشياکلي هاي يهمتر و در سوميلي

(. در مطالعه ديگري اثر بازدارندگي عصاره متانولي 39شد )

شده متر گزارشميلي 15 سودوموناس آيروژينوزااکاليپتوس روي 

( نشان دادند که عصاره 2005(. ستاري و همکاران )20است )
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گرم ميکرو 2/32الکلي اکاليپتوس کامالولنسيس با غلظت معادل 

ميکروگرم بر  5/17ليتر و عصاره آبي آن با غلظت بر ميلي

هاي استاندارد از رشد جدايه يخوبتواند بهميکروليتر مي

(. اولين گزارش 13به عمل آورد ) يريجلوگسودوموناس آيروژنزا 

 P. tolaasiiاز اثر بازدارندگي عصاره متانولي اکاليپتوس بر روي 

متر است که اين ميزان اثر ميلي Aبا قطر هاله بازدارندگي 

ها مشاهده بازدارندگي در عصاره آبي اکاليپتوس و ديگر حلال

هاي اتانولي نگرديد؛ زيرا عصاره آبي فاقد هاله بازدارندگي و حلال

(. نتايج بررسي 40متر بوده است )ميلي 4و  3و استوني به ترتيب 

Babyi ( بر روي عصاره متانولي اک2004و همکاران ) اليپتوس

دهد که عصاره ميکروبي آن نشان ميکامالدولنسيس و اثرات ضد

هاي باکتري هياثرات ضدميکروبي قوي عل گونهنيمتانولي ا

دهد از خود نشان ميباسيلوس سرئوس  و باسيلوس سوبتليس

(41.) 

هاي عصاره (MIC)حداقل غلظت بازدارندگي در اين مطالعه 

گرم بر ميلي5/17-31آبي و اتانولي اکاليپتوس به ترتيب بين 

 (MBC) يهمچنين حداقل غلظت کشندگليتر است و ميکرو

گرم بر ميلي 165-250هاي آبي و اتانولي به ترتيب بين عصاره

هاي اين گياه به علت دارا بودن عصاره برگ، ليتر استميکرو

 ،ترکيب اکسيدي به نام سينئولمانند ، ترکيبات شيميايي مختلف

 ،هاي بيولوژيکي وسيع ازجمله خواص ضد سرطانيداراي فعاليت

ضد  ،اکسيدانييآنتو خواص ازدياد قند خون  ،درد ،التهاب

براي درمان  ،ويروسي است که به شکل سنتي قارچي و ،مالاريايي

هاي خاص مثل تب ناشي از مالاريا و تيفوئيد و درمان برخي تب

همچنين  ،ز التهابات پوستي مثل سوختگي و زخم کاربرد دارندا

اسهال  ،هاي مختلف اکاليپتوس براي درمان سلعصاره آبي گونه

درد مفصل و موارد مشابه در داروهاي غربي و  ،باکتريايي ،خوني

 طوربهرود و گياهان موجود در اين خانواده نيز شرقي به کار مي

يشي کاربرد دارند. آرالوازمايي و وسيعي در داروسازي، صنايع غذ

هاي گرم هاي اکاليپتوس بر روي طيف وسيعي از باکتريبرگ

در يک  (.36مؤثرند ) کلبسيلا هايمنفي و مثبت مانند گونه

عصاره متانولي برگ ازگيل در  ييايمطالعه، فعاليت ضد باکتر

و  استافيلوکوکوس اورئوس، اشرشياکليهاي مقابل باکتري

قرار گرفت که در بين  يموردبررس آئروژينوزاسودوموناس 

ميکروبي عليه سويه بيشترين فعاليت ضد شدهيهاي بررسسويه

 67/19در اطراف آن  جادشدهيبود که قطر هاله ا اشرشياکلي

( به بررسي اثر 2010اسدي و همکاران ) (.11متر است )ميلي

، اليشماني عصاره هيدروالکلي برگ ازگيل بر روي پروماستيگوت

در شرايط آزمايشگاهي پرداختند و دريافتند که با افزايش غلظت 

يابد و ها کاهش ميعصاره برگ ازگيل تعداد پروماستيگوت

عنوان يک داروي ضد تواند، بهعصاره برگ ازگيل مي جهيدرنت

 (.42مورداستفاده قرار گيرد ) ليشمانيا
هاي عصاره (MIC)حداقل غلظت بازدارندگي در اين مطالعه 

گرم بر ميلي 165-250آبي و اتانولي ازگيل به ترتيب بين 

به  (MBC) يهمچنين حداقل غلظت کشندگميکروليتر است و 

 ،ليتر استگرم بر ميکروميلي 600-1000ترتيب بين 

در  ،عنوان يک گياه دارويي و سنتيي ازگيل بهطورکلبه

 ،روزگاران دورگيرد و از قرار مي مورداستفادهکشورهاي آسيايي 

بوده و در طب سنتي از  موردتوجهخواص دارويي ازگيل بسيار 

درمان  ،معالجه اسهال اطفال ،اين ميوه در تقويت اعصاب

 ،ريزي رحمي، ورم رودهخون ،هاي داخلي مانند بواسيرخونريزي

هاي حساس استفاده تورم مخاط گلو و تقويت پوست ،زخم دهان

طبق مطالب موجود در کتب اسلامي جوشانده  (.12) شودمي

شود. سبب درمان سالک مي ،نيمه گرم يا خشک ،برگ ازگيل

کننده سيستم ايمني يکتحراکسيداني و ازگيل داراي خواص آنتي

و  استهاي ضد توموري داراي اثرات ضدميکروبي و فعاليت

در ارتباط با ترکيبات  شدتبهعملکردهاي دارويي ازگيل 

ها و ساير ترکيبات طبيعي کاروتن ،فلاوونوئيدها ،اريديساکپلي

نتايج حاصل از اين  (.11) استهاي مختلف آن موجود در بخش

از  کلبسيلا پنومونيههاي در جدايه ESBLپژوهش بيانگر فراواني 

هاي ادراري در شهر رشت است. با توجه به حساسيت اين نمونه

عه و نيز فراواني رويش هاي گياهي موردمطالها به عصارهجدايه

عنوان توانند، بهاين گياهان در منطقه اکاليپتوس و ازگيل مي

ميکروبي مؤثر در درمان منابع طبيعي در دسترس و از عوامل ضد

هاي ادراري موردتوجه قرار گيرند، ولي استفاده از اين عفونت

به دليل تداخل اثر عنوان جايگزين داروهاي شيميايي گياهان به

نيازمند انجام مطالعات  ،ها با عصاره گياهانبيوتيکني آنتيدرما

 بيشتر است.
 

 تشکر و قدردانی
دانشگاه آزاد اسلامي  يشناسستياز تمامي همکاران گروه ز

با واحد رشت به دليل همکاري صميمانه در اجراي اين پژوهش 

کمال تشکر  ،61330507931001شماره به  نامهانيپاکد ثبت 

 را داريم.و سپاسگزاري 
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Abstract 
 

Background & Objective: Klebsiella pneumonia is an opportunistic pathogen in nosocomial 

infections. Nowadays using plant-based drugs against drug resistant bacterial infections is gaining 

special importance. The aim of this study was to evaluate the prevalence of extended spectrum beta 

lactamase producing clinical isolates of Klebsiella pnemoniae and the antibacterial effects of aquatic 

and ethanol extracts of Eucalyptus and Medlar against these bacteria in Rasht. 

Materials & Methods: In this study, a total of 45 isolates of K. Pneumonia were collected from 

urinary tract infections. ESBL production was determined by the double disk diffusion and disk 

diffusion was tested and specific primers PCR method was used to detect TEM and SHV genes. To 

investigate inhibitory effect of Eucalyptus and Medlar leaf extracts against ESBLs harboring ESBL 

isolates, well diffusion method and broth macro dilution method was used to determine the 

minimum inhibitory concentration and minimum bactericidal concentration. 

Results: 26 Out of 45 isolates, 57% phenotypically recognized as ESBL producing and based on the 

results of PCR, the prevalence of SHV genes among ESBLs-positive isolates was 42% SHV and 11% 

TEM positive isolates were detected. MIC of Eucalyptus extracts ranged between 17/5 - 31mg/ml 

and Medlar extracts ranged between 165-250 mg/ml. MBC of Eucalyptus extracts ranged between 

600-1000mg/ml and Medlar extracts 500-1000mg/ml. 

Conclusion: The obtained results showed that Eucalyptus and Medlar extracts possess significant 

antibacterial activity against resistant bacteria. So these plant extracts may be used as an 

accomplishment in Klebsiella infection treatment, particularly in topical treatment of urinary tract 

infections. 
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