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 نتهای بیمارستانی بویژه عفوایجاد کننده عفونت ترین عواملمهمعنوان یکی از کلبسیلا پنومونیه به  مقدمه: 
ها مخصوصاً بیوتیکهای مقاومت این باکتری به آنتی. یکی از مکانیسمباشدمطرح میها پس از جراحی زخم

شوید کوهی  ثیر عصاره گیاهأبررسی ت هدف:. باشدهای افلاکس می، وجود پمپسیپروفلوکساسین
(Grammosciadium platycarpum Boiss. & Hausskn.)  روی بیان ژن پمپ افلاکسبر oqxA  در

، در این مطالعه تجربی روش بررسی: باشد.می پنومونیه کلبسیلا بیوتیکآنتیبالینی مقاوم به  هایسویه
د و شپنومونیه جداسازی کلبسیلا  هایایزوله و آوری شدهای شهر تهران جمعبالینی از بیمارستان هاینمونه

شناسایی  PCRبا روش  oqxAپمپ افلاکس  های مقاوم به سیپروفلوکساسین و حاوی ژنسویهبه دنبال آن 
با  شوید کوهی های تیمار شده با عصاره گیاهدر سویه oqxAبیان ژن پمپ افلاکس شد. در انتها، میزان 

ایزوله کلبسیلا پنومونیه  50تعداد در این مطالعه،  نتایج:مورد بررسی قرار گرفت.  Real Time PCRروش 
نمونه( مقاوم به سیپروفلوکساسین  35درصد ) 70یوتیکی نشان داد که بجداسازی شد و نتایج حساسیت آنتی

 Realنتایج .های کلبسیلا پنومونیه مقاوم مشاهده شدسویه نمونه( از 15درصد ) 43 در oqxAژن  بودند و

Time PCR  نشان داد که بیان ژنoqxA داری داشتندمعنی بیان کاهش ی تیمار شده با عصارههادر سویه. 
که عصاره گیاه شوید کوهی باعث مهار بیان پمپ افلاکس در  نتایج این مطالعه نشان داد یری:گنتیجه
توان از عصاره این گیاه به عنوان کاندید دارو می با مطالعات بیشترشود و های کلبسیلا پنومونیه میسویه

 استفاده نمود.
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 مقدمه. 1

نی، پنومو عامل و منفی باکتری گرم ،پنومونیه کلبسیلا
 نیترمهم از یکیو  یدستگاه ادرار یهاعفونت س،یسپس

. است یمارستانیبی هاعفونت جادیشده در ا ییعوامل شناسا
به علت  یماریب جادیا در هیپنومون لایکلبس یباکتر تیقابل

و  دهیچیپ یاعمال جراح جهینت در زبانیکاسته شدن دفاع م
 باشدیم دایمتفاوت رو به ازد یداروها مصرف زیو ن یطولان

در افراد با ضعف  هیپنومون لایکلبس یباکتر کهیی و از آن جا
 شیافزا نیبنابرا [.1] کندیم جادیا یماریب یمنیا ستمیس
یم یباکتر نیدر ا هاکیوتیبینسبت به آنت مقاومت زانیم

 تیاهم با توجه به[. 2] دیبه حساب آ یجد دیتهد تواند
به عنوان  یمارستانیبی هادر عفونت یکیوتیبیمقاومت آنت

کشور مطرح بوده  سلامت بخش یبرا یمشکل جد کی
سراسر جهان تحت  یهامارستانیب را در مارانیاست و ب

را به خود  یادیز یهایقربان سالانه و دهدیقرار م ریثأت
بر کشور  یفراوان یدرمان یهانهیهز و اختصاص داده است

طى سال نیاى در کشور چدر مطالعه .[3] کندیم لیتحم
در  پنمی میبه ا تیحساس زانیم ،2002 تا 1996هاى 
با وجود [. 4] گزارش شده استدرصد  100 تا 94 لایکلبس

مقاومت  شرفتیگزارش از پ نیچند ر،یاخ یهادر سال ن،یا
اما  ،وجود داشته است یگرم منف یهاپاتوژن در پنمی میبه ا
ی هافونتدر ع هایباکتر نیمورد نحوه انتشار و منبع ا در

یآنت دیتول[. 5] وجود ندارد یادیاطلاعات ز یمارستانیب
در درمان  آنها از هیرویو استفاده ب دیجد یهاکیوتیب
 یکیوتیبیآنت یهامقاومت جادیباعث ا ییایباکتر یهایماریب

ر حال حاضر، [. د6] است هشد متفاوت یهاسمیبا مکان
ای تجویز ترین فلوروکینولون برسیپروفلوکساسین شایع

های اخیر، شیوع مقاومت به در سال و دارویی است
های گرم منفی بویژه کلبسیلا در باکتریها فلوروکینولون

در بین [. 7] طور چشمگیری افزایش یافته است بهپنومونیه 

عنوان  ین دارای بیشترین تأثیر بهسها، سیپروفلوکساکینولون
منفی و مثبت های گرم بیوتیک نسل دوم روی باکتریآنتی

است و به این ترتیب، مقاومت نسبت به این عوامل باعث 
 مطالعات انجام. شودهایی در انتخاب درمان مناسب مینگرانی

شده در نقاط مختلف جهان نتایج متفاوتی از مقاومت به 
 که در مطالعه طوری اند؛ بهسیپروفلوکساسین را نشان داده

Paterson های کلبسیلا پنومونیه هو همکاران د بر روی سوی
های درصد ایزوله 5/5شده از بیماران مبتلا به باکتریمی،  ایزوله

 [.8] ایجادکننده باکتریمی، مقاوم به سیپروفلوکساسین بودند
های مختلفی جهت مقاوم شدن به طور کلی مکانیسم

های کلبسیلا پنومونیه به سیپروفلوکساسین وجود دارد سویه
ها ممانعت از تجمع دارو درون سلول که یکی از مکانیسم

های افلاکس [. پمپ9باشد ]های افلاکس میبوسیله سیستم
ها را به محیط خارج پمپ بیوتیکمواد سمی مانند آنتی

های های افلاکس یکی از تواناییکنند و دارا بودن پمپمی
[. به 10ها است ]بیوتیکاین باکتری برای مقاوم شدن به آنتی

های افلاکس باکتریایی بر اساس ترادف و مپطور کلی پ
گیرند و شباهت اسیدهای آمینه در پنچ گروه اصلی قرار می

های افلاکس از نظر بالینی به طور مؤثری در ارتباط با پمپ
  Nodulation Division(RNDهای پمپ افلاکس )گروه

در  باشند که با آزادسازی انرژی نیرو محرکه پروتونمی
 هایپمپ میان [. از11بیوتیک نقش دارند ]آنتیخارج کردن 

پمپ افلاکس توان به می RNDبه خانواده  دفعی متعلق
oqxA  اشاره کرد که وجود آن در کلبسیلا پنومونیه گزارش

 برابر مقاومت در جادیها عامل اپمپ نیا[. 12شده است ]
 کلوسان،یتر لیاز قب ییدهایوسایها و بنولونیفلوروک

 نیهمچن[. 13هستند ] بروماید ومیدیو ات نیدیکلروهگز
 )سدیم دودسیل سولفات( که SDS تحمل در برابر شیافزا

 و خمیردندان شامپو مثل موادشیمیایی خانگی از بسیاری در

 oqxAافلاکس  پمپ یحاو یهاهیدارد، در سووجود 
 یهااز پمپ[. این پمپ افلاکس، 14گزارش شده است ]
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 ی کلبسیلا پنومونیههاهیسو یاتمقاومت ذ کننده جادیا یاصل

 [.15است ] بویژه سیپروفلوکساسین هافلوروکینولون علیه

ها سبب مقاومت به ننولویعلاوه بر مقاومت به کپمپ  این
ها و بتالاکتام م،یمتوپریتر نیکلیتتراسا کل،یکلرامفن
 که هاننولویفلوروک جهیدر نت[. 16] شودیهم م دهایماکرول

از  ناشی هایعفونت در درمان مناسب نتخابیا آیدمی به نظر
افزایش  بسیاری، هایدر گزارش پنومونیه باشد اما کلبسیلا
شده  گزارش های فوقبیوتیکآنتی به نسبت باکتری مقاومت
ها به در درمان انسان یمسئله مشکلات جد نیا[. 17است ]
. را محدود کرده است یدرمان یهاآورده و انتخاب وجود

 در مختلف هایپمپ فعالیت های تشخیصوشر یکی از

 در که صورت این است، به هااز مهارکننده ها استفادهباکتری

 درنتیجه و شودمتوقف می پمپ حضور مهارکننده، فعالیت

مورد  یمدنظر در باکتر کیوتیبیآنت MICباعث کاهش 
[. تاکنون از مواد شیمیایی مانند کرونیل 18شود ]می مطالعه

جهت مهار پمپ  (CCCP)لروفنیل هیدرازین سیانید ک
کردند که بر روی فسفوریلاسیون افلاکس استفاده می

اکسیداتیو و شیب گرادیانتی نیرو محرکه پروتون غشا اثر 
[. همچنین 19گذاشته و باعث مهار پمپ افلاکسی شود ]

های محققین جهت های گیاهی یکی از انتخاباخیراً عصاره
 [.20باشد ]لاکسی میبررسی اثرات ضدپمپ اف

 با نام علمی  در این مطالعه، برای اولین بار، شوید کوهی
 

(Grammosciadium platycarpum Boiss. & Hausskn.) 
به عنوان عامل مهارکننده پمپ افلاکس مورد مطالعه قرار 

باشد و از می Apiaceaeجزء خانواده  گرفت. این گیاه
رمان سرماخوردگی و توان به دخواص دارویی این گیاه می

ها، آرامش اعصاب، درمان ناراحتی سینه پهلو، مرهم زخم
[. با توجه به اثرات درمانی 21معده و باد شکم اشاره کرد ]

این گیاه، هدف از این مطالعه بررسی اثرات ضدپمپ 
های بالینی افلاکسی عصاره گیاه شوید کوهی بر روی ایزوله

 باشد.مونیه میبیوتیک کلبسیلا پنومقاوم به آنتی

 ها. مواد و روش2
 های بالینی کلبسیلا پنومونیهآوری و تشخیص سویهجمع .2.1

نمونه بالینی  200در این مطالعه تجربی، ابتدا تعداد 
های مختلف شامل ادرار، تراشه، خون و زخم از بخش

های بالینی آوری شد. نمونههای شهر تهران جمعبیمارستان
ه بلاد آگار و مک کانگی آگار کشت بر روی دو محیط پای

 24داده شده و پس از رشد مجدداً پاساژ داده شدند. پس از 
گراد، توسط درجه سانتی 37ساعت انکوباسیون در دمای 

های شناسی و بیوشیمیایی، ایزولههای میکروبآزمایش
کلبسیلا پنومونیه مورد بررسی و تشخیص قرار گرفتند. بعد 

های های گرم منفی، آزمونه باسیلاز تهیه لام و مشاهد
بیوشیمیایی معمول نظیر کشت در محیط لیزین 

، اوره، سیترات و تست SIM ،TSI ،MRVPدکربوکسیلاز، 
اکسیداز برای تأیید کلبسیلا پنومونیه انجام شد. سپس 

درجه  -70و گلیسرول در  TSBها در محیط باکتری
 .خیره شدندگراد برای انجام مراحل بعدی مطالعه ذسانتی
 

ها نسبت به بیوتیکی ایزولهبررسی حساسیت آنتی .2.2
 هابیوتیکآنتی

، به کلبسیلا پنومونیههای پس از شناسایی و تأیید سویه
 multidrugهای مقاوم به چند دارو )منظور شناسایی سویه

resistantهای بیوتیکها نسبت به آنتی( حساسیت سویه
بر اساس استاندارد  مختلف با روش دیسک دیفیوژن

(Clinical and Laboratory Standards 

Institute)CLSI   مورد بررسی قرار گرفت، به طوری که
گیری شده و متر اندازههای عدم رشد با میلیاندازه قطر هاله

ها مقایسه شد و سویه CLSIهای استاندارد مرجع با اندازه
[. حساسیت 22بندی شدند ]دسته مقاوم و حساس طبقه 2به 

های های کلبسیلا پنومونیه نسبت به دیسکایزوله
میکروگرم(، سیپروفلوکساسین  10بیوتیکی سفتازیدیم )آنتی

 10میکروگرم(، تتراسایکلین ) 25میکروگرم(، کلیندامایسین ) 5)
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میکروگرم(،  10متوپریم سولفامتوکسازول )میکروگرم(، تری
میکروگرم(،  10)میکروگرم(، آمیکاسین  10سیلین )آموکسی

میکروگرم( و ایمی  30میکروگرم(، کلرامفنیکل ) 10جنتامایسین )
 Muller( در محیط کشتMAST, UKمیکروگرم( ) 2پنم )

Hinton agar .مرک، آلمان( بررسی شد( 

 
 oqxAافلاکس  پمپو بررسی وجود ژن  DNA استخراج .2.3

کلروفرم انجام شد. به  -به روش فنل  DNAاستخراج 
لاصه، به رسوب تهیه شده از کشت سویه مدنظر، به طور خ

 ;Tris-Hcl, pH7.4میکرولیتر بافر لیز ) 600ترتیب 

EDTA 50 mM ،13  میکرولیتر سدیم دودسیل سولفات
(SDS 25% ،)3  میکرولیتر پروتئینازK (20 mg/ml )

گراد به مدت یک درجه سانتی 60اضافه نموده و در دمای 
میکرولیتر محلول  600نبال آن ساعت قرار داده شد. به د

تهیه  1:24:25ایزوآمیل الکل )به نسبت  -کلروفرم -فنل
شده( افزوده شده تا یک فاز شیری رنگ یکنواخت تشکیل 

دقیقه سانتریفیوژ  5به مدت  rpm 13000شود. سپس با دور 
های جدید انتقال داده شده و فاز بالایی )فاز آبی( آن به لوله

ر تکرار شده و به منظور رسوب شد. این مرحله دوبا
DNA هم حجم فاز آبی اتانول سرد و خالص به همراه ،

( اضافه نموده و به مدت 1Mمیکرولیتر استات سدیم ) 1/0
گراد قرار داده شد. بعد درجه سانتی -20ساعت در دمای  2

دور( نموده و  13000دقیقه  5از آن، نمونه را سانتریفیوژ )
شک کردن و حل کردن در بافر رسوب حاصله را پس از خ

مورد استفاده قرار داده شد و درنهایت برای  DNAبه عنوان 
 1تأیید صحت استخراج ژنوم از الکتروفورز ژل آگاروز 

 [.23درصد استفاده شد ]
های باکتریایی حاوی شناسایی مولکولی سویهبه منظور 

توسیط  PCRاستفاده شد. واکنش  PCR از oqxAژن 
میکرولیتری شامل  25در حجم  TECHNEترموسایکلر 

 X 10میکرولیتر از بافر 5/2میکرولیتر آب دیونیزه،  4/18

PCR 50، یک میکرولیتر بافر mM MgCl2 یک میکرولیتر از ،
10 mM dNTPs ،5/0 میکرولیتر از پرایمرهای رفت  

5 GGCAAGAGCCAAAACGCAGG 3  و برگشت
5GGGGCGTCATTTGGTG- 3 دارای غلظت  

20 pmol ،1/0 میکرولیتر از آنزیم Taq DNA polymerase 
مورد نظر انجام شد. واکنش  DNAو یک میکرولیتر از 

PCR  درجه  94دقیقه در دمای  5سیکل به صورت  30در
گراد، یک درجه سانتی 94گراد، یک دقیقه در دمای سانتی

 72دقیقه در دمای گراد، یک درجه سانتی 55دقیقه در دمای 
گراد درجه سانتی 72دقیقه در دمای  3د و گرادرجه سانتی
،  (EDTAدرصد بافر1در ژل آگارز  PCRانجام ش 
الکتروفورز شدند و  45"برای  95در ولتاژ  (اسیدبوریک

 gelآمیزی شده و با دستگاه سپس با اتیدیوم بروماید رنگ

doc  با کمکبررسی شدند. اندازه قطعات تکثیر شده
ladder100bp  لون( مقایسه و مشخص شدند)شرکت سیناک. 

های پرایمرهای مورد استفاده در این مطالعه با استفاده از توالی
های افزارو با استفاده از نرم NCBIبه دست آمده از پایگاه 

Generunner  وOligo7  طراحی شدند و در انتها پرایمرهای
 blastطراحی شده با اطلاعات توالی نوکلئوتیدی موجود در 

kGene Ban .مقایسه و تأیید شد 
 

 گیریآوری گیاه و عصارهجمع .2.4
گیاه شوید کوهی از مرکز ذخایر زیستی ایران با کد 

یه و در شرایط بهینه و ته IBRC P1006139هرباریومی 
 داری شد. برای تهیه عصاره به روش ماسراسیونمناسب نگه

 300گرم از گیاه را وزن کرده و  40یا خیساندن، ابتدا میزان 
درصد را به گیاه اضافه نموده و به مدت  80لیتر از اتانول میلی
قرار داده شد.  RPM 90ساعت در دستگاه شیکر با دور  24

ساعت از کاغذ صافی و فیلتر سر  24بعد از مدت زمان 
سرنگ برای فیلتر کردن استفاده شد و در داخل انکوباتور در 

ل آن به طور کامل گراد قرار داده تا الکدرجه سانتی 37دمای 
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[. عصاره سنتز شده داخل شیشه ساعت اضافه و 24تبخیر شود ]
پس از خشک شدن وزن خشک عصاره با وزن کردن به دست 

لیتر محیط میلی 1آمد. پس از تعیین وزن خشک عصاره در 
صورت استوک مورد کشت یا سرم فیزیولوژی حل شد و بدین

آماده و برای  mg/ml 1000استفاده در این مطالعه با غلظت 
 های مورد نیاز تهیه شد.های بعدی از این استوک غلظتآزمون
 

 Minimum Inhibitoryتعیین حداقل غلظت مهاری .2.5

Concentration (MICعصاره گیاه ) 
سازی در بر اساس روش رقیق MICآزمایش 
 بررویعصاره ( micro dilution methodمیکروپلیت )

 پنومونیه انجام و عصاره در های بالینی کلبسیلاسویه
ها به داخل چاهک 1000تا  mg/ml 6/15های غلظت

( تا MHBریخته و با محیط کشت مولر هینتون براث )
 5ها با مقدار میکرولیتر رسانده شد. همه چاهک 195حجم 

ها با غلظت نیم مک میکرولیتر از کشت میکروبی سویه
ترین غلظت به عنوان کم MICفارلند اضافه شد. مقدار 

شود. لازم به ذکر است مهارکننده رشد باکتری محسوب می
، از چاهک حاوی باکتری فاقد MICکه جهت تعیین غلظت 

عصاره به عنوان کنترل منفی و از چاهک حاوی باکتری 
و عصاره به  ATCC 25923 استاندارد کلبسیلا پنومونیه

استفاده شد. به منظور حذف اثرات عنوان کنترل مثبت 
های حاوی محیط کشت ورت ناشی از عصاره، چاهککد

 MICهای مختلف عصاره )برای تست به اضافه غلظت
 [.25شد ] استفاده شده است( در نظر گرفته

 
 بررسی اثرات ضدپمپ افلاکسی عصاره .2.6

به منظور بررسی اثرات ضدپمپ افلاکسی عصاره گیاه 
 استفاده شد. در Real Time PCRشوید کوهی، از روش 
های حاوی پمپ ، ابتدا سویهRNAابتدا، جهت استخراج 

های زیر حد کشندگی با غلظت oqxAافلاکس 

(SubMIC عصاره به مدت )ساعت تیمار شدند. به  24
با استفاده از کیت استخراج بر  RNAدنبال آن، استخراج 

به طور خلاصه ابتدا طبق دستورالعمل انجام گرفت. 
)سیناژن(  RNXده از محلول های باکتریایی با استفاسلول
میکرولیتر  200مقدار  RNAجهت جداسازی  سپس

 RPMها در دور کلروفرم به مخلوط اضافه شد. نمونه

سانتریفیوژ شد.  C˚ 4دقیقه و در دمای  15به مدت  15000
آبی در بالای ویال، آلی در پایین ، پس از سانتریفیوژ سه فاز

فاز آبی بالایی و  در RNAو فاز میانی ایجاد شد. مولکول 
در فازهای میانی و پایینی وجود دارند، به  DNAپروتئین و 

، DNAهمین دلیل برای جلوگیری از آلودگی با پروتئین و 
فاز شفاف بالایی به آرامی به ویال جدید منتقل شد. هم 
حجم فاز رویی انتقال یافته، ایزوپروپانول سرد به آن اضافه 

دقیقه در یخ  15ن، به مدت شد و بعد از خوب مخلوط کرد
دقیقه و  15مدت  RPM  15000ها در دورانکوبه شد. نمونه

 1سانتریفیوژ شد. فاز رویی دور ریخته شد و  ºC 4در دمای 
درصد به آن اضافه شو مخلوط جهت کنده  75لیتر اتانول میلی

شدن رسوب از ته ویال، به مدت چند ثانیه ورتکس شد. 
 ºC 4در دمای  RPM 7500ه در دور دقیق 8ها به مدت نمونه

سانتریفیوژ شد. محلول رویی دور ریخته شد و رسوب حاصله 
حل  DEPCمیکرولیتر آب حاوی  30پس از خشک شدن در 

 مورد استفاده گرفت. cDNAشده و جهت سنتز 
 Quanti Tectبا استفاده از کیت cDNAدر ادامه، سنتز 

Reverse Transcription kit کا( انجام )کیاژن، امری
میکرولیتر  2به همراه  RNAمیکرولیتر  10گرفت. ابتدا 

 RT ،2میکرولیتر بافر آنزیم  4پرایمر رندوم هگزامر، 
میکرولیتر  1مولار(، میلی 10) dNTPمیکرولیتر مخلوط 

 میکرولیتر آنزیم  1واحدRNase (20  ،)آنزیم مهارکننده 
M-MuLV RT (200  به همراه آب مقطر دوبار )واحد

میکرولیتر اضافه شد. سپس مخلوط  20تقطیر تا حجم نهایی 
دقیقه  5واکنش در دستگاه ترموسایکلر منتقل شد و به مدت 
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 42گراد، یک ساعت در دمای درجه سانتی 25در دمای 
گراد درجه سانتی 70دقیقه در دمای  5گراد و درجه سانتی

ه سنتز شده به عنوان الگو برای مرحل cDNAقرار داده شد. 
های  cDNAبعد مورد استفاده قرار گرفت. در انتها، غلظت 

غلظت شدند. به استخراج شده توسط نانودراپ تعیین 
پمپ افلاکس از  oqxAمنظور بررسی ارزیابی بیان ژن 

( با استفاده qRT-PCRکمی ) Real Time PCRروش 
، Applied Biosystemمسترمیکس حاوی سایبرگرین )

 20مواد مورد استفاده در حجم انگلستان( انجام گرفت. 
 cDNA ،10میکرولیتر از  2میکرولیتر مسترمیکس شامل 

میکرولیتر از  10پیکومول از پرایمرهای رفت و برگشت، 
 ABIمسترمیکس حاوی سایبر گرین بود که در دستگاه َ

step one ت برنامه دمایی مورد استفاده در امریکا انجام گرف
qPCR  95دقیقه،  10د به مدت گرادرجه سانتی 90شامل 

درجه  60دقیقه دمای  1ثانیه،  15گراد درجه سانتی
سیکل انجام شد. همچنین ژن  40گراد بود که در سانتی
gmk  کنترل داخلی )گوانیلات کیناز( به عنوان

(Housekeeping[ مورد استفاده قرار گرفت )در انتها 24 .]
لازم محاسبه شد.  ΔΔCтتوسط روش  oqxAبیان نسبی ژن 

 oqxAبه ذکر است پرایمرهای مورد استفاده در این قسمت 
3’-GGCAAGAGCCAAAACGCAGG  -/F 5  و

oqxA R-5’- GGGGCGTCATTTGGTG -3’  و
 -’GMK F5همچنین 

TATCAGGACCATCTGGAGTAGG -3’  و
GMK-R 5’- CATCAACTTCACCTTCACGC-

برای مقایسه با  gmkاز ژن کنترل  oqxAبود. برای ژن  ’3
بیان ژن هدف برای هر ایزوله استفاده شد. سپس برای  میزان

محاسبه میزان بیان ژنی و رسم نمودارهای مربوطه از 
افزار ها با نرم CTصورت که استفاده شد، بدین Restافزار نرم

مشخص و مقدار بیان ژن هدف محاسبه شد. آنالیز میزان بیان 

ه استاندارد در مقایسه با سوی mRNAگیری نسبی بیان با اندازه
 انجام گرفت. (ATCC 25923) کلبسیلا پنومونیه

 
 تجزیه و تحلیل آماری .2.7

 SPSSافزار محاسبه آماری این مطالعه با استفاده از نرم
با آزمون  Real Time PCRهای انجام شد و داده 21نسخه 

( و تفاوت One way ANOVAآنالیز واریانس یک طرفه )
های کنترل و تیمار شده با ونههای هدف، بین نمبیان ژن

محاسبه شد.  Tukey‘s HSD post-hoc testروش آماری 
از آمار توصیفی  MICبیوگرام و های آنتیبرای تحلیل داده

)فراوانی، درصد، میانگین( استفاده شد و در بخش استنباطی 
های ارتباط بین متغیرهای بررسی شده از طریق آزمون

از نظر  P < 05/0 تفاده شد وتست اس tضریب بررسی نظیر 
 دار در نظر گرفته شد.آماری معنی

بر اساس مقایسه  Real Time PCRهای آنالیز داده
های چرخه آستانه انجام شد. در این مطالعه، اختلاف چرخه

های های مورد آزمایش )سلولآستانه به دست آمده از نمونه
های تیمار های کنترل )سلولتیمار شده با عصاره( و نمونه

، ΔΔCtنشده با عصاره( محاسبه و با استفاده از فرمول 
  ΔΔCt–2( از طریق gmkهای هدف به ژن مرجع )نسبت ژن

 محاسبه شد. که فرمول محاسبه آن به شرح زیر است:
 

ΔCt = Ct target-Ct reference 

ΔΔCt=ΔCt test sample-ΔCt control sample 
Relative expression: 2 –ΔΔCt 

 

 . نتایج3

های کلبسیلا پنومونیه از جداسازی و تشخیص سویه .3.1
 های بالینینمونه
نمونه بالینی  200مجموع  در ،ماه 6مطالعه طی  این در

آوری های شهر تهران جمعادرار، زخم و خون از بیمارستان
آمیزی گرم، محیط رنگهای میکروبی از تست شد. با استفاده
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 MRVP، 50سیداز و تست ، اکEMB ،SIM ،TSIکشت 
 شدند. جداسازی ایزوله کلبسیلا پنومونیه

 

 بیوتیکیتعیین حساسیت آنتی .3.2
های بیوتیکی سویهدر این مطالعه ارزیابی الگوی مقاومت آنتی

کلبسیلا پنومونیه نشان داد که بیشترین مقاومت نسبت به 
رصد(، د 80درصد(، جنتامایسین ) 90سیلین )های آمپیبیوتیکآنتی

درصد(، تتراسایکلین و تری متوپریم )به  80سیپروفلوکساسین )
 55درصد( و کمترین مقاومت مربوط به ایمی پنم ) 70و  80ترتیب 

سویه  50سویه از میان  15درصد حساس( بودند. همچنین تعداد 

بودند.  (MDR)درصد( دارای مقاومت همزمان به چند دارو  30)
 آمده است. 1ها در جدول بیوتیکتیها به آنمیزان مقاومت سویه

 

 oqxAنتایج تکثیر ژن  .3.3
در  oqxAبه منظور بررسی وجود ژن پمپ افلاکس 

های کلبسیلا پنومونیه جداسازی شده و مقاوم به چند سویه
دارو و سیپروفلوکساسین، از پرایمرهای اختصاصی این ژن 

هده در ژل الکتروفورز مشا bp 140استفاده شد و وجود باند 
 15های مقاوم به سیپروفلوکساسین تعداد شد. از میان سویه

 (.1بودند )شکل  oqxAدرصد( دارای ژن  43نمونه )

 های مختلف.بیوتیکهای کلبسیلا پنومونیه به آنتیمیزان مقاومت و حساسیت سویه. 1جدول 

بیوتیکآنتی  
های مقاومسویه های حساسسویه   

 درصد تعداد درصد تعداد
زیدیمسفتا  35 70 15 30 

 20 10 80 40 سیپروفلوکساسین
 20 10 80 40 تتراسایکلین

پنمایمی  25 55 25 50 
متوپریمتری  35 70 15 30 

 42 21 58 29 آمیکاسین
سیلینآمپی  45 90 5 10 

 20 10 80 40 جنتامایسین
 24 12 76 38 کلرامفنیکل

 30 15 70 35 کلیندامایسین
 

 
: 10: کنترل منفی، 9به سیپروفلوکساسین، های مقاوم : نمونه8تا  1به سیپروفلوکساسین. شماره  های مقاومدر سویه oqxAثیر ژن نتایج تک .1شکل 

 DNA 100 bpمارکر 
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های مقاوم به عصاره گیاه شوید کوهی علیه سویه MICنتایج  .3.4
 سیپروفلوکساسین

مثبت  نیهمقاوم به سیپروفلوکساسین کلبسیلا پنومو هایسویه
لیتر از گرم در میلیمیلی 1000-6/15های تحت تأثیر غلظت

ساعت قرار گرفتند. نتایج نشان داد  24عصاره گیاه در مدت زمان 
-MIC mg/ml 500ای از های مختلف دارای محدودهکه سویه

-sub)های زیر حد مهارکنندگی بودند و همچنین غلظت 25/31

MIC)  طوری که غلظت عصاره نیز تعیین شد، بهsubMIC  یک
 (.2در نظر گرفته شد )جدول  MICتر از غلظت پایین

 
های مقاوم به در سویه oqxAبررسی بیان ژن  .3.5

 از عصاره subMICهای سیپروفلوکساسین در غلظت

های مقاوم به دارو پس از تیمار ایزوله ،oqxAبیان نسبی ژن 
مورد  Real TimePCR، توسط روشsubMICهای با غلظت

 Real Time واکنش cDNAمطالعه قرار گرفت. پس از سنتز 

PCR  با پرایمرهای اختصاصی ژنoqxA  .صورت گرفت
نشان داده  2های مورد نظر در شکل نمودار حاصل از تکثیر ژن

شده است. تکثیر اختصاصی قطعات ژنی مورد نظر، عدم جفت 
ر ژن شدن پرایمرها و عدم تکثیر قطعات غیراختصاصی برای ه

(. در این مطالعه 3با استفاده از منحنی ذوب تعیین شد )شکل 
-subهای تیمار شده با غلظت در سویه oqxAمیزان بیان ژن 

MIC  (. 4عصاره گیاه به طور معناداری کاهش یافته بود )شکل
ها و کاهش سویه MICداری بین میزان همچنین ارتباط معنی

 (.P < 05/0وجود نداشت ) oqxAبیان ژن 

 ونیههای کلبسیلا پنومعصاره گیاهی در سویه MICنتایج  .2جدول 

 MIC (mg/ml) Sub-MIC (mg/ml) شماره سویه

3  5/26 ± 0/0   25/31 ± 0/0  

5  25/31 ± 0/0   62/15 ± 0/0  

9  25/31 ± 0/0   62/15 ± 0/0  

13  251 ± 0/0   5/26 ± 0/0  

14  005 ± 0/0   502 ± 0/0  

16  502 ± 0/0   251 ± 0/0  

18  005 ± 0/0   502 ± 0/0  

19  5/26 ± 0/0   52/13 ± 0/0  

20  251 ± 0/0   5/26 ± 0/0  

22  251 ± 0/0   5/26 ± 0/0  

28  5/26 ± 0/0   52/13 ± 0/0  

31  502 ± 0/0   251 ± 0/0  

33  502 ± 0/0   251 ± 0/0  

37  251 ± 0/0   5/26 ± 0/0  

39  5/26 ± 0/0   52/13 ± 0/0  

ATCC700603  502 ± 0/0   251 ± 0/0  
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 های باکتریایی تیمار شده با عصارهلولدر س gmkو ژن  oqxAهای ژننمودار تکثیر  .2شکل 

 
 )رنگ قرمز(. 33/82در دمای  gmkسبز( و ژن  )رنگ 91/83در دمای  oqxAهای ژننمودار منحنی ذوب  .3شکل 
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تی هستند و بیان های مختلف دارای میزان بیان متفاوشود سویههای تیمار شده با عصاره. همانطور که مشاهده میدر سویه oqxAبیان ژن میزان  .4شکل 

و اعداد محور افقی شماره  (Fold expression)دهند کاهش یافته است )اعداد محور عمودی میزان بیان ژن را نشان می (gmk)نسبت به ژن مرجع  oqxAژن 
 (.05/0P  ،**: 01/0  P ،*** 001/0P   :n=3 :*)بیان شده است.  (gmk)دهد. به صورت چند برابر شدن بیان در مقایسه با ژن کنترل شان میها را نسویه

 . بحث4
های کلبسیلا در سویه بیوتیکینتیآمقاومت به طور کلی، 

گرچه [. ا26] عامل عمده شکست درمان است پنومونیه
ها، یک صفت ذاتی است اما در مقاومت دارویی در باکتری

بیوتیکی نتیآبسیاری از موارد نیز این پدیده در اثر فشار 
. غشاء [27] دشوها کسب میه و بوسیله ارگانیسمایجاد شد

های پروتئینی های گرم منفی شامل کانالپیچیده باکتری
که در انتقال تعداد زیادی از مواد غذایی و  باشدمیمتنوعی 

 ،هادر میان این انتقال دهنده [.28] ترکیبات سمی نقش دارند
 های افلاکس وابسته به انرژی وجود دارند و نقشپمپ

مهمی در هموستازی سلول و دفع ترکیبات سمی دارند که 
ها را از درون سلول به محیط بیوتیکمواد سمی مانند آنتی

بنابراین باعث کاهش تجمع داخل  ،کنندخارج پمپ می
  oqxABافلاکس[. پمپ 29] دشونها میبیوتیکسلولی آنتی

 باعث که هستند ترشحی هایپمپ تریناز جمله مهم
شوند، به می هافلوروکینولون به لبسیلا پنومونیهک مقاومت

پمپ افلاکس باعث این افزایش بیان یک  طوری که،
ممانعت از ایجاد تجمع داخل سلولی در حد آستانه مورد 

امروزه  .[30] دشومی هابیوتیکآنتینیاز برای فعالیت 
های جدید برای درمان محققان در حال جستجوی راه حل

ها، م به دارو هستند که یکی از این راه حلهای مقاوباکتری
در این مطالعه ما  .[31] های گیاهی استاستفاده از عصاره

برای اولین بار از عصاره گیاه شوید کوهی جهت از بین 
سیپروفلوکساسین های کلبسیلا پنومونیه مقاوم به بردن سویه

بودند، استفاده شده است. در  oqxAکه دارای پمپ افلاکس 
به  های کلبسیلا پنومونیه مقاوممطالعه ابتدا سویهاین 

توسط روش  oqxA سیپروفلوکساسین دارای پمپ افلاکس
PCR  تعیین هویت شدند. در مرحله بعدی پس از تیمار
 SubMICهای مقاوم به سیپروفلوکساسین با غلظت سویه

عصاره گیاه مدنظر، به منظور بررسی اثرات ضدپمپ 
توسط  oqxAپمپ افلاکس  افلاکسی عصاره، بیان ژن

رسی قرار گرفت. هم مورد بر Real-Time PCRروش 
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 Sub MICها با غلظت نتایج نشان داد پس از تیمار سویه
به عنوان ژن  gmkدر مقایسه با ژن  oqxAعصاره، بیان ژن 

دهنده اثرات داری داشتند که نشانمرجع کاهش بیان معنی
تاکنون  د.باشگیر ضدپمپ افلاکسی عصاره میچشم

در  oqxAهای مطالعات مختلفی در جهت بررسی وجود ژن
های مقاوم به سیپروفلوکساسین کلبسیلا پنومونیه و سویه

میکروبی عصاره مختلف در اثرات ضد همچنین بررسی
های باکتریایی بالینی به انجام رسیده است. علی سویه

 100را در  oqxAهاشمی و همکاران وجود پمپ افلاکس 
ایزوله بالینی کلبسیلا پنومونیه را مورد مطالعه قرار دادند. 
نتایج این مطالعه نشان داد که میزان شیوع ژن پمپ افلاکس 

oqxA 50  درصد بود و میزان بیان ژنoqxA های در سویه
های برابر بیشتر از سویه 3/2مقاوم به سیپروفلوکساسین 

شهبازی و همکاران،  [.32حساس به سیپروفلوکساسین بود ]
های بالینی در سویه را oqxAافلاکس میزان وجود ژن پمپ 

کلبسیلا پنومونیه مورد مطالعه قرار دادند. نتایج این مطالعه 
 100در  oqxAافلامس نشان داد که میزان شیوع ژن پمپ 

باشد درصد می 46سویه بالینی کلبسیلا پنومونیه به میزان 
[33 .]Mohammad Bokaeian  و همکارانش در سال

 Withaniaبرگ گیاه  اثرات ضدمیکروبی عصاره 2014

somnifera های بالینی مقاوم به دارو را بر روی ایزوله
کلبسیلا پنومونیه مورد مطالعه قرار دادند. نتایج این مطالعه 

 ppm 250های نشان داد که عصاره برگ این گیاه در غلظت
. نتایج به دست آمده کنندگی داردخاصیت مهار ppm 63و 

از تحقیق حاضر نشان داد که عصاره گیاه شویدکوهی در 
لیتر علیه میلی میکروگرم در 25/31 - 500های غلظت
های مقاوم به دارو کلبسیلا پنومونیه دارای خاصیت سویه

ها با غلظت زیرحد مهارکنندگی بوده و در اثر تیمار سویه
 کاهش oqxAپمپ افلامس مهارکنندگی عصاره بیان ژن 

 [.34معناداری نسبت به ژن مرجع داشتند ]

گرفته با مطالعه ما، نقطه تشابه تمامی مطالعات صورت 
های در سویه oqxAمیزان مشابه شیوع ژن پمپ افلاکس 

که در بیشتر  باشدبالینی مقاوم به دارو کلبسیلا پنومونیه می
اند. درصدی را گزارش داده 50تا  40مطالعات شیوع بین 

مچنین بیشتر مطالعات، اثرات ضدمیکروبی و ضدافلاکسی ه
دهد و یکی از دلایل عصاره گیاهان مختلف را نشان می

تواند به دلیل های مختلف، میعصاره MICاختلاف غلظت 
های کلبسیلا الگوی متفاوت مقاومت میکروبی سویه

پنومونیه، شرایط جغرافیایی متفاوت رشد گیاه مدنظر و 
 ت ثانویه متفاوت در عصاره گیاه باشد.همچنین ترکیبا

 
 گیری. نتیجه5

شوید  گیاهعصاره ست که این این مطالعه بیانگر انتایج 
 هایسویهدر  oqxA پمپ افلاکس روی بیان ژن کوهی

ثیر داشته و باعث کاهش بیان این ژن أکلبسیلا پنومونیه ت
عملکرد ضعیف این  باعث oqxAکاهش بیان ژن  .دشومی

جلوگیری  هابیوتیکنتیآه و از تراوش زیاد شدها پمپ
توان در آینده با مطالعات بیشتر از این میبنابراین  .دشومی

 باکتریال استفادهداروی مناسب آنتیکاندید عنوان ه بعصاره 
، بیوتیکینتیآمت وهمیت مقاابا توجه به و از طرفی  کرد

نتیآمت ومقای لگوامقایسه ی افلاکس، هامطالعه سایر پمپ
 د.شومید پیشنهای افلاکس هاپمپن بیاط تباار وبیوتیکی 

 

 مشارکت نویسندگان
، انجام کار تحقیقاتی و شکفائزه محمدپور بی

، سوپروایزر، طراحی پروژه فاطمه اشرفیگاهی، آزمایش
نوشتن مقاله و ویرایش  ،سهیلا مرادی بیدهندی تحقیقاتی،

طراحی ، حسن نوربازرگان، آن، امیر میرزایی، نوشتن مقاله
 زمایشگاهی.آانجام کارهای  و حقیقاتیپروژه ت
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Research Article 

The impact of Grammosciadium platycarpum Boiss. & Hausskn. extract on oqxA 
efflux pump gene expression in antibiotic resistant clinical isolates of Klebsiella 

pneumoniae using real time PCR 
Faezeh Mohammadpour Bishak1, Fatemeh Ashrafi1,*, Soheila Moradi Bidhendi1, Amir 

Mirzaie2, Hassan Noorbazargan3,* 

1 Department of Biology, Tehran North Branch, Islamic Azad University, Tehran, Iran 
2 Department of Biology, Roudehen Branch, Islamic Azad University, Roudehen, Iran 
3Department of Biotechnology, Faculty of Advanced Technologies in Medicine, Shahid Beheshti University 

of Medical Sciences, Tehran, Iran 

ARTICLE INFO  ABSTRACT 

Keywords: 

Grammosciadium platycarpum 

Boiss. & Hausskn. 

Klebsiella pneumoniae 

oqxA efflux pump 

 Background: Klebsiella pneumoniae is one of the most important causes of 

nosocomial infections, especially wound infection after surgery. One of the 

mechanisms of antibiotic resistance in K. pneumoniae strains, especially 

ciprofloxacin, is the presence of efflux pump. Objective: The aim of this study 

was to evaluate the anti-efflux activity of Grammosciadium platycarpum Boiss. & 

Hausskn. extract on the expression of oqxA efflux pump in K. pneumoniae strains 

which were resistant to antibiotics. Methods: In this experimental study, clinical 

specimens were collected from hospitals in Tehran and the K. pneumoniae strains 

were isolated. Subsequently, ciprofloxacin-resistant strains containing the oqxA 

efflux gene were detected using PCR. Finally, the gene expression of oqxA efflux 

pump in the strains treated with G. platycarpum extract was investigated using 

Real Time PCR. Results: In this study, 50 K. pneumoniae strains were isolated 

from clinical specimens and the results of antibiotic susceptibility showed that 

70% (35 strains) of isolates were resistant to ciprofloxacin and oqxA gene was 

observed in 43% (15 strains) of ciprofloxacin resistant K. pneumoniae strains. 

Moreover, Real Time PCR results showed that the expression of oqxA gene in the 

strains which are treated with extract, down-regulated significantly. Conclusion: 

The results of this study showed that the G. platycarpum extract can inhibits the 

expression of the oqxA efflux pump in K. pneumoniae strains, and with further 

studies, the G. platycarpum extract can be used as a candidate for the drug design. 
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