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چکیده

زمینه و هدف 
در  ونکومایسین  به  مقاومت  پیدایش  است.  مختلف  ترکیبات  و  اثبات شده  دارای خواص  نعناعیان  خانواده  به  متعلق  گیاهی  رزماري 
استافیلوکوکوس اورئوس به عنوان یک معضل جهانی مورد تأیید قرار گرفته است. هدف از این مطالعه بررسی دوز مؤثر عصاره متانولی برگ 

رزماري بر استافیلوکوکوس اورئوس مقاوم به ونکومایسین جدا شده از بیماران بیمارستان امام رضا مشهد می�باشد.
مواد و روش�ها 

تعداد 150 نمونه استافیلوکوکوس اورئوس از ابتدای آبان 1392 از بیمارستان امام رضا )ع( مشهد جمع�آوری شد که پس از بررسی به روش 
دیسک دیفیوژن و سنجش حداقل غلظت بازدارندگی مقاومت یک نمونه )0/6 درصد( به ونکومایسین تأیید شد. عصاره�گيري از رزماری به 

روش ماسراسیون انجام شد و سپس سنجش حداقل غلظت بازدارندگی و حداقل غلظت کشندگی بر اساس روش مرجع میکرودایلوشن براث 
انجام شد.

یافته�ها
نتایج این مطالعه نشان داد، حداقل غلظت بازدارندگی و حداقل غلظت کشندگی برای عصاره متانولی رزماری علیه استافیلوکوکوس اورئوس 

مقاوم به ونکومایسین به ترتیب برابر با 103 × 0/156 و 103 × 0/312 میلی�گرم بر میلی�لیتر می�باشد.
گیری نتیجه�

مقاوم شدن باکتري�ها نسبت به آنتي�بيوتيک�ها لزوم بکارگيري ترکيبات جديد با خواص ضدميکروبي را نشان مي�دهد. عصاره رزماری رشد 
استافیلوکوکوس اورئوس مقاوم به ونکومایسین را مهار می�کند، بنابراین پتانسیل استفاده در درمان را دارد.

کلیدواژه�ها
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■ مقدمه
از جامعه  ارگانیسم�های مقاوم برخاسته  مشکلات پیچیدۀ درمان 
به  که در حال حاضر در محیط�های مراقبتی پخش شده�اند، رو 
جایگزین  فکر  به  بشر  شده  باعث  مسأله  این   .)1( است  فزونی 
به جاي  با عوارض جانبی کمتر  کردن عوامل ضدمیکروبی مؤثر 
مواد با اثر کمتر و عوارض ناخواسته بیشتر نظیر گیاهان دارویی 
باشد )2(. استافیلوکوکوس اورئوس باکتری گرم مثبت و جزو فلور 
نرمال پوست و بینی افراد سالم می�باشد. این پاتوژن فرصت�طلب 
از شایع�ترین عوامل عفونت�های بیمارستانی به شمار می�آید )3(. 
پس از کشف پنی�سیلین، سویه�های مقاوم به سرعت ظاهر شدند و 
انتخاب آنتی�بیوتیک مناسب برای درمان عفونت�های استافیلوکوکی 
عنوان  به  متی�سیلین  آن  از  پس  شد.  محدود  پزشکان  برای 
آنتی�بیوتیک جدید علیه این پاتوژن بکار برده شد. اما مدت کوتاهی 
اورئوس  استافیلوکوکوس  اولین سویه  از معرفی متی�سیلین،  بعد 
مقاوم به متی�سیلین )MRSA( در سال 1961 در لندن گزارش 
شد که متأسفانه در آن زمان این مسأله مهم تا حدودی نادیده 
گرفته شد. در دهه�های اخیر افزایش چشمگیری در استافیلوکوکوس 
اورئوس�های مقاوم به متی�سیلین دیده شده است )4( به عنوان 
مثال، در ده سال اخیر شیوع MRSA در بسیاری از بیمارستان�ها به 
50 درصد رسیده است )5(. شیوع بالای MRSA، پزشکان را مجبور 
به استفاده از ونکومایسین کرد که یک آنتی�بیوتیک گلیکوپپتیدی 
کشف شده پیش از متی�سیلین است و علی رغم اثرات جانبی آن به 

عنوان درمان خط اول علیه MRSA تجویز می�شود )4(.
 )VRSA( اولین مورد استافیلوکوکوس اورئوس مقاوم به ونکومایسین
در سال 1997 در ژاپن گزارش شد )6(. همچنین در ده سال اخیر 
موارد محدودی از VRSA در نقاط مختلف دنیا دیده شده است 
)4(. با کشف سویه�های استافیلوکوکوس اورئوس که به ونکومایسین 
درمان  در  تعیین حساسیت ضدمیکروبی  آزمون  نقش  مقاومند، 

بیماری�های عفونی مهم و مهم�تر شد )7(.
اکلیل کوهی یا رزماري گیاهی1 متعلق به خانواده نعناعیان2، علفی با 
برگ�هاي سبز، معطر و نوك�تیز می�باشد )8(. در تجارب آزمايشگاهی 
اثر ضددرد، آنتی�اکسیدانی، ضدمیکروبی و ضدالتهاب آن به اثبات 
رسیده است )10-9(. در اسانس این گیاه موادي از قبیل بورنئول، 
لیمونن، کامفن، کامفر و ترکیبات دیگر گیاهی همچون اسیدهاي

فنولی از جمله اسیدروزماریک، اسیدکافئیک و اسیدکلروژنیک وجود 
دارند )11(.

در سال 2012 یک مورد VRSA جدا شده از مجرای تنفسی بیمار 
در مشهد با روش PCR تأیید شد )12(. در مطالعه دیگری از 160 
مورد استافیلوکوک اورئوس جدا شده از قسمت�های مختلف بدن 
بیماران هیچ مورد مقاوم به ونکومایسینی مشاهده نشد )13(. در 
مطالعه Okoh و همکاران )14( نتایج نشان داد که اسانس روغنی 
رزماری تنها در محدوده غلظت مشخصی اثرات ضدمیکروبی قابل 
باکتري�هاي مورد آزمایش داشته است. گلشنی و  بر  ملاحظه�اي 
همکاران در بررسی اثرات ضدمیکروبی عصاره متانولی برگ رزماری 
روی سویه�های بیماری�زا در شرایط آزمایشگاهی نشان دادند عصاره 
متانولی این گیاه بر استافیلوکوکوس اورئوس اثر مهاری دارد )15(. 
از آنجا که بر خلاف آنتی�بیوتیک�ها، عصاره�ها بصورت انتخابی عمل 
نمی�کنند بنابراین می�توان گفت تأثیری را که بر سویه�های غیرمقاوم 
به آنتی�بیوتیک دارند می�توانند روی سویه�های مقاوم نیز داشته 
باشند. به دلیل اهمیت جهانی این مسأله و عدم اطلاعات لازم در 
مورد شیوع مقاومت آن در این حوزه جغرافیایی، لزوم انجام چنین 

مطالعه�ای احساس شد.
هدف از این مطالعه بررسی دوز مؤثر عصاره متانولی برگ رزماري بر 
 )MIC( جدا شده از بیماران و تعیین حداقل غلظت مهاري VRSA

و کشندگی )MBC( آن می�باشد.

■ مواد و روش�ها
پزشکی  علوم  دانشگاه  آزمایشگاه میکروبیولوژی  پژوهش در  این 

مشهد انجام شد.

گیری گیاه آوری و عصاره� جمع�
گياه رزماري از منطقه پارک ملت شهر مشهد جمع�آوري و بعد از 
اخذ تأییدیه از دانشکده داروسازي مشهد و خشک نمودن برگ�های 
آن در مکانی تاریک، آسياب و عصاره�گيري به روش ماسراسیون 

انجام شد. 
براي انجام عصاره�گيري50 گرم پودر گياه خشک شده را به مدت 
48 ساعت در داخل 250 میلی�لیتر متانول 98 درصد ساخت شرکت 
Merk آلمان ریخته شد. نمونه بدست آمده از کاغذ صافي عبور  1 Rosmarinus Officinalis

2 Lumiaceae
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داده شد و پس از حذف حلال در پليت�هاي استريل جمع�آوري و 
خشک گرديد. در ادامه این مرحله، رقت 1 به 25 )40 ميلي�گرم در 
میلی�ليتر( از عصاره با حلال 5 درصد از DMSO1 و سرم فیزیولوژی 

استریل تهیه شد و در آزمون MIC مورد استفاده قرار گرفت. 

تهیه نمونه�ها و سوسپانسیون باکتریایی
از بین 13000 نمونه باکتریایی تعداد 150 نمونه استافیلوکوکوس 
اورئوس از ابتدای آبان 1392 تا مرداد 1393 از بیمارستان امام رضا 
)ع( مشهد جمع�آوری و سپس تست�های بیوشیمیایی و آنتی�بیوگرام 
دوباره در مورد آنها انجام شد تا از صحت کار اطمینان حاصل گردد. 
مقاومت به ونکومایسین به روش دیسک دیفیوژن و MIC تأیید شد 
)MIC ≤ 32 μg/mL( )16(. در مرحله بعد براي تهیه سوسپانسیون 

میکروبی، چند کلنی از کشت تازه و 24 ساعته باکتري مقاوم به 
ونکومایسین به محیط کشت مولر هینتون براث منتقل و کدورتی 
معادل با نیم مک فارلند )کدورت معادل 108 × 1/5 باکتري در هر 
میلی�لیتر( تهیه گردید. سپس با رقیق کردن آن به نسبت 0/01، 

کدورت 106 × 1/5 باکتري در هر میلی�لیتر بدست آمد.

سنجش حداقل غلظت بازدارندگی )MIC( و حداقل غلظت 
)MBC( کشندگی

تست حساسیت ضدمیکروبی بر اساس روش مرجع میکرودایلوشن 
و  بالینی  استانداردهای  مؤسسه  دستورالعمل  طبق  بر  براث 
آزمایشگاهی2 انجام شد. با استفاده از مولر هینتون براث، رقت�های 
 سریالی 2 برابر )از محدوده رقت 1 به 25 )104 × 4 ميلي�گرم در ليتر(

تا 1 به 12800 )103 × 0/078 ميلي�گرم در ليتر( تهیه و 200 
میکرولیتر از آن با حجم برابری از سوسپانسیون باکتریایی ترکیب 
گردید. سپس آزمایشات مشابه براي کنترل مثبت )محیط کشت 
حاوي باکتري و بدون عصاره( و کنترل منفی )محیط کشت بدون 
باکتري( نیز انجام شد. در ادامه میکروپلیت�ها به مدت 24 ساعت 
در گرم�خانه 37 درجه سانتی�گراد نگهداری شدند. بعد از 24 ساعت 
 )5 mg/ml( به هر چاهک 100 میکرولیتر رقت MIC براي ارزيابي
از محلول نمک تترازوليوم اضافه و پس از نيم ساعت گرم�خانه�گذاری 
برای  ارزيابي قرار گرفتند.  در دمای 37 درجه سانتی�گراد مورد 

تعیین MBC متعاقباً 10 میکرولیتر از چاهک�های قبل از چاهک 
MIC روی محیط مولر هینتون آگار کشت داده شد و در دمای 37 

درجه سانتی�گراد به مدت 24 ساعت گرم�خانه�گذاری شد، سپس 
MBC تعیین شد. آزمایش 4 بار تکرار و میانگین ارائه شد )17(.

■ یافته�ها
از 3 نمونه مقاوم به ونکومایسین به روش دیسک دیفیوژن، تنها مقاومت 
یک نمونه توسط MIC ≤ 32 μg/mL( MIC( تأیید شد. فعالیت 
 MIC ضدباکتریایی عصاره متانولی رزماری از طریق محاسبه میانگین
و MBC علیه استافیلوکوکوس اورئوس مقاوم به ونکومایسین به ترتیب 
 103 × 0/156 و 103 × 0/312 میلی�گرم بر میلی�لیتر بدست آمد. 

فعالیت ضدمیکروبی رزماری کاملًا وابسته به دوز استفاده شده بود، 
افزایش پیدا  نیز  بالا رفتن دوز، فعالیت ضدمیکروبی  با  بطوریکه 
می�کرد. چاهک�های صورتي رنگ نشان�دهنده زنده بودن باکتري و 
در نتيجه عدم خاصيت آنتي�بيوتيکي گياه در آن رقت بود )ردیف 
 اول از شکل شماره 1(. بطوریکه از دوز 104 × 4  تا 103 × 0/312
دوز در  نشد.  مشاهده  رشدی  هیچ  لیتر   میلی� بر  گرم   میلی�

103 × 0/078 میلی�گرم بر میلی�لیتر باکتری کاملًا رشد داشت 

تغییر رنگ مشاهده شد.  تترازولیوم  اضافه شدن نمک  از  و پس 
همچنین در کنترل مثبت، باکتری کاملًا رشد داشت و با اضافه 
ولی در  داد  تغییر رنگ  به رنگ صورتی  تترازولیوم  نمک  کردن 
کنترل منفی هیچ تغییر رنگی مشاهده نشد. مطالعه بر روی 40 
سویه غیرمقاوم نیز انجام شد و نتایج بدست آمده در نمونه مقاوم و 

نمونه های غیرمقاوم یکسان بود.

1 Dimethylsulfoxide
2 Clinical and Laboratory Standards Institute: CLSI

شکل شماره 1- آزمون میکرودایلوشن بر روی نمونه استافیلوکوکوس 
اورئوس مقاوم به ونکومایسین با 4 بار تکرار

0/078 ˟ 103

0/156 ˟ 103

0/312 ˟ 103

0/625 ˟ 103

1/25 ˟ 103

2/5 ˟ 103

5 ˟ 103

1 ˟ 104

2 ˟ 104

4 ˟ 104

 نمونه1   نمونه2   نمونه3   نمونه4
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■ بحث
متانولی  عصاره  مهارکنندگی  غلظت  حداقل  حاضر  مطالعه  در 
 رزماري روي باکتري استافیلوکوکوس اورئوس مقاوم به ونکومایسین
103 × 0/156 میلی�گرم بر میلی�لیتر و حداقل غلظت کشندگی آن 

103 × 0/312 میلی�گرم بر میلی�لیتر می�باشد.

برای  دسترس  در  ضدمیکروبی  عامل  ترین  مهم� ونکومایسین 
درمان عفونت�های جدی شکل گرفته توسط MRSA می�باشد، با 
اینحال کاهش حساسیت استافیلوکوکوس اورئوس به ونکومایسن 
است گزارش شده  از کشورها  بسیاری  در   VRSA  و جداسازی 

)20-4،18( در نتیجه پس از جداسازی سویه�های VRSA در ایالات 
پیدایش  برزیل،  و  آفریقای جنوبی  کره،  فرانسه،  آمریکا،  متحده 
مقاومت به ونکومایسین در این باکتری به عنوان یک معضل جهانی 

مورد تأیید قرار گرفت )21(.
استافیلوکوکوس  سویه   139 از  همکاران  و  صادری  مطالعه  در 
اورئوس 5 سویه )3/6 درصد( توسط روش MIC به ونکومایسین 
مقاومت نشان دادند. مقاومت این جدایه�ها توسط Etest نیز تأیید 
شد )19(. طبق مطالعه عسکری و همکاران 24 مورد VRSA تا 
سپتامبر 2012 در سرتاسر ایران گزارش شده است )4(. انوری، 
ترتیب به   2012 سال  در  همکارانشان  و  عظیمیان   دزفولیان، 

3، 1 و VRSA 1 را در شهرهای رشت، تهران و مشهد جدا کردند و 
نتایج حاصل از این مطالعات توسط PCR تأیید شد )12،22-23(. 
در مطالعه حاضر از 3 مورد VRSA توسط دیسک، تنها یک مورد 

توسط روش  MIC تأیید شد.
عمل  انتخابی  بصورت  آنتی�بیوتیک�ها  بر خلاف  گیاهی  ترکیبات 
نمی�کنند و عوارض جانبی کمتری ناشی از آنها مشاهده شده است 
و شاید بتوان گفت از این نظر نسبت به آنتی�بیوتیک�ها ارجحیت 
بر سویه�های مقاوم  را که  تأثیری  بنابراین همان  بیشتری دارند. 
دارند روی سویه�های غیرمقاوم نیز نشان می�دهند. نتایجی نزدیک 
به یافته�های حاصل از پژوهش حاضر توسط سایر پژوهشگران بدست 
اثبات می�رساند، بطوریکه  اثر ضدمیکروبی رزماری را به  آمد که 
در سال 2007 در بررسی�ای که روي اثرات ضد میکروبی اسانس 
رزماري توسط Fu  و همکاران انجام شد، مشخص شد حداقل غلظت 
مهارکنندگی برای استافیلوکوکوس اورئوس برابر با 0/125 میلی�گرم 

بر میلی�لیتر است )24(.
پژوهشگران  نتایج مطالعات دیگر  با  یافته�ها  نیز  موارد  برخی  در 

مغایرت داشت، بطوریکه گلشنی و همکاران در سال 2013 حداقل 
غلظت مهارکنندگی را برای استافیلوکوکوس اورئوس حدود 6/25 

میلی�گرم در میلی�لیتر گزارش دادند )15(. 
اسانس  ضدمیکروبی  اثرات  همکاران  و  دلال  سلطان  مطالعه  در 
روي  ماکرودایلوشن  یا  لوله  در  رقت�سازي  روش  توسط  رزماري 
MRSA  مورد ارزیابی قرار گرفت که MIC 1 به 40 میلی�گرم در 

میلی�لیتر و MBC 2/81  میلی�گرم در میلی�لیتر گزارش شد )25(. 
Rožman و همکاران اثر عصاره رزماري را روي گونه�هاي مختلف 

لیستریا بررسی نمودند و MIC، بین 625 تا 5000 میکروگرم در 
میلی�لیتر بدست آمد. همچنین در این مطالعه مشخص شد مقاومت 
لیستریا به عصاره رزماري، به عصاره انتخاب شده، گونه�هاي مختلف 

لیستریا و غلظت�هاي مختلف عصاره بستگی دارد )26(.
Tsai و همکاران با بررسی اثرات عصاره اتانولی و آبی عصاره رزماری 

بر روی استرپتوکوکوس سوبرینوس میزان MIC این گیاه را 1/42 
دیگری مطالعه  در   .)27( آوردند  بدست  میلی�لیتر  در   میلی�گرم 

Seydim و همکاران اثرات ضدمیکروبی رزماری را بر باکتری�های 

گرم مثبت استافیلوکوکوس اورئوس و باسیلوس سرئوس نشان دادند 
)28(. وجود برخی اختلاف�ها در نتایج حاصل از پژوهش�های مذکور 
نوع  به مکان رشد گیاه، میزان مواد مؤثر،  تفاوت�های مربوط  به 
میکروارگانیسم، عصاره، فصل برداشت و روش�های مختلف بررسی 

مربوط می�باشد.

گیری  ■ نتیجه�
مؤلفین به دلیل اهمیت جهانی این مسئله و عدم اطلاعات کافی 
در مورد شیوع مقاومت آن در این حوزه جغرافیایی، لزوم چنین 

مطالعه�ای را بر خود لازم دانستند.
بکارگيري  لزوم  آنتي�بيوتيک�ها  به  نسبت  باکتري�ها  مقاوم شدن 
عصاره  مي�دهد.  نشان  را  با خواص ضدميکروبي  ترکيبات جديد 
 VRSA متانولی گیاه رزماري می�تواند اثر باکتریوسایدی بر روي
داشته باشد و از آنجا که بر خلاف آنتی�بیوتیک�ها، عصاره�ها بصورت 
تأثیری  همان  گفت  توان  می� بنابراین  نمی�کنند  عمل  انتخابی 
دارند می�توانند  آنتی�بیوتیک  به  غیرمقاوم  را که روی سویه�های 
از آنجا که شرایط جهت  باشد.  نیز داشته  روی سویه�های مقاوم 
نبود، مهیا  مؤلفین  برای   PCR مانند  تکمیلی  تست�های   انجام 
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پیشنهاد می�گردد در مطالعات آینده از تست�های تکمیلی جهت 
تأیید یافته�ها استفاده شود. با توجه به اینکه نمی�توان تنها با یک 
نمونه در مورد خاصیت ضدمیکروبی و درمانی گیاه رزماری علیه 
سویه�های VRSA اظهار نظر نمود، انجام مطالعات بیشتری در این 

زمینه ضروری خواهد بود.

■ تشکر و قدردانی
مؤلفین از دانشکده داروسازی دانشگاه علوم پزشکی مشهد که در 
تأیید نمونه و عصاره�گیری و پرسنل بخش میکروبشناسی آزمایشگاه 
بیمارستان امام رضا )ع( و همچنین مسئولین محترم آزمایشگاه 
دانشکده پیراپزشکی مشهد کمال تشکر و قدردانی به عمل می�آورند.
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Abstract

Introduction and Aims 

Rosemary (Rosmarinus officinalis) belongs to Lumiaceae family and contains different properties and compounds. With 

emergence of Vancomycin resistance Staphylococcus aureus, it has been confirmed as a global issue. The aim of this study is 

the survey of methanolic extract of rosemary leaves on Vancomycin -resistant Staphylococcus aureus isolated from patients 

of Imam Reza hospital of Mashhad.

Materials and Methods

150 bacterial samples have collected from Imam Reza hospital of Mashhad at the beginning of 2013 November. One of them 

was being resistance to Vancomycin antibiotic by Disk Diffusion and MIC (Minimum Inhibitory Concentration). Extracting 

from Rosemary was performed by Maceration method. The MIC (Minimum Inhibitory Concentration) and MBC (Minimum 

Bactericidal concentration) has evaluated by reference method of Microdilution Broth.

Results

The result of this study demonstrated that the MIC and MBC for Methanolic extract of Rosemary on Vancomycin -resistant 

Staphylococcus aureus were 0.156×103 and 0.312×103 mg/ml respectively.

Conclusion

Bacterial resisting to antibiotics implies necessity of using of new compounds with antibacterial property. The methanolic 

extract of rosemary can inhibit the growth of Vancomycin resistance Staphylococcus aureus. Therefore it can be used as 

clinical purposes. 
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