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  10/7/96 تاريخ تصويب:                                           19/1/96تاريخ دريافت: 
   چكيده
ه اشند، ببهاي بيمارستاني ميكننده عفونتترين عوامل ايجاديكي از مهم استافيلوكوكوس اورئوسهاي مقاوم به دارو سويه مقدمه:

  هاي دارويي دارد. در اين باكتري نقش بسزايي در ايجاد مقاومت norBطوري كه پمپ افلاكس 
) و اثرات ضدپمپ Anthemis atropatanaهدف از اين مطالعه بررسي تركيبات فيتوشيميايي عصاره گياه بومي بابونه ( هدف:

  باشد.   مي ورئوساستافيلوكوكوس اهاي باليني آن بر روي ايزوله norBافلاكسي 
در اين مطالعه تجربي، ابتدا عصاره گياه بابونه با استفاده از روش ماسراسيون تهيه و تركيبات فيتوشيميايي آن با  روش بررسي:
مقاوم به  استافيلوكوكوس اورئوسسويه باليني  50در  norBد. به دنبال آن وجود پمپ افلاكس شتعيين  GC/MSاستفاده از روش 

ها با غلظت زيرحدكشندگي عصاره بررسي شد. در انتها، پس از تيمار سويه PCRوش فنوتيپي كارت ويل و ژنوتيپي دارو به ر
)SubMIC( اثرات ضدپمپ افلاكسي ،norB  آن با روشReal Time PCR .ارزيابي شد  

به  دهنده عصاره مربوطشكيلنشان داد كه بيشترين تركيبات ت GC/MSآناليز فيتوشيميايي عصاره با استفاده از روش  نتايج:
Dodecane )8/9٪(  وTridecane  )4/6٪چنين نتايج روش كارت ويل و هم. باشد) ميPCR  سويه باليني،  50نشان داد كه از ميان

 Real Time PCRعصاره، نتايج  SubMICها با غلظت نهايت به دنبال تيمار سويهد. درهستن norBسويه داراي پمپ افلاكس  10
  ها نشان داد. را در سويه norBان ژن پمپ افلاكس كاهش بي
تواند به عنوان يك منبع طبيعي دارويي رسد اين گياه ميدست آمده در اين مطالعه، به نظر ميه با توجه به نتايج ب گيري:نتيجه

  پتانسيل استفاده در صنايع دارويي را داشته باشد.
  norB ،Real Time PCR، پمپ افلاكس ساستافيلوكوكوس اورئوگياه بابونه،  واژگان:گل
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  مقدمه
گياهان دارويي از ديرباز در علم پزشكي جهت از بين بردن 

هاي ناشي از آن مورد استفاده قرار ميها و بيماريباكتري
گرفتند و تحقيقات وسيعي براي يافتن تركيبات موجود در 

هاي ي گياهي از زمانيها و مواد داروگياهان دارويي، فراورده
شده است. نكته حائز اهميت اين است كه درصد  قديم انجام

هاي گياهي به عنوان منبع تركيبات دارويي جهت گونه كمي از
. ]1[ اندهاي ميكروبي مورد استفاده قرار گرفتهدرمان بيماري
ها زاي بيمارستاني كه به اغلب درمانهاي بيمارييكي از باكتري

است.  فيلوكوكوس اورئوساستامقاوم شده است، باكتري 
يك باكتري گرم مثبت بيهوازي  استافيلوكوكوس اورئوس

كننده اختياري بوده كه به عنوان يكي از عوامل مهم ايجاد
هاي . سويه]2-4[ شودهاي بيمارستاني در نظر گرفته ميعفونت

هاي چندگانه دارويي داراي مقاومت استافيلوكوكوس اورئوس
طوري كه ه اند، بدرمان ايجاد كردهاي را در مشكلات عديده

بيوتيكي در اين باكتري استفاده هاي آنتييكي از دلايل مقاومت
هاي مقاوم به متي. سويه]5، 6[ ها استرويه از آنتي بيوتيكبي

هاي ترين سويهاز جمله مهم استافيلوكوكوس اورئوسسيلين  
آنتي باشند كه به تدريج به تماميبيوتيك ميمقاوم به آنتي

هاي بيوتيك. آنتي]7[ ها در حال مقاوم شدن هستندبيوتيك
فلئوروكوئينولون مانند سيپروفلوكساسين يكي از داروهاي 

بيوتيك هاي مقاوم به آنتيمناسب و جايگزين براي درمان سويه
. با اين وجود، به دنبال ]8[ باشدمي استافيلوكوكوس اورئوس

عفونت ناشي از اين تجويز سيپروفلوكساسين جهت درمان 
ه بيوتيك نيز رخ داده است، بباكتري، مقاومت به اين آنتي

 درصد 100طوري كه در برخي از موارد ميزان مقاومت به 
  . ]9[رسيده است 

هاي مختلفي جهت مقاوم شدن سويهطور كلي مكانيسمه ب
بيوتيك وجود دارد كه به آنتي استافيلوكوكوس اورئوسهاي 

ها ممانعت از تجمع دارو درون سلول بوسيله يكي از مكانيسم
هاي افلاكس مواد . پمپ]10[ باشدهاي افلاكس ميسيستم

كنند و ها را به محيط خارج پمپ ميبيوتيكسمي مانند آنتي
هاي اين باكتري هاي افلاكس يكي از تواناييدارا بودن پمپ

  طور كلي ه . ب]11[ ها استبيوتيكبراي مقاوم شدن به آنتي

  

هاي افلاكس باكتريايي بر اساس ترادف و شباهت پمپ
- . پمپ]12[ گيرنداسيدهاي آمينه در پنچ گروه اصلي قرار مي

ثري در ارتباط با گروهؤطور مه هاي افلاكس از نظر باليني ب
 Major Facilitatorيا Nodulation Division (RND) هاي

Super Family (MFS) ي نيرو باشند كه با آزادسازي انرژمي
. ]13[ بيوتيك نقش دارندمحركه پروتون در خارج كردن آنتي

هاي مهم افلاكس در يكي از سيستم MFSسيستم افلاكس 
باشد كه پمپ افلاكس مي اورئوس استافيلوكوكوسباكتري 

norB هاي مهم اين خانواده است و مطالعات يكي از پمپ
ند تركيبات مختلفي مانتواند مي norBدهد كه نشان مي

هاي هيدروفوب (از قبيل نورفلوكساسين، فلئوروكينولون
سيپروفلوكساسين)، بيوسايدها، اتيديوم برومايد و تتراسايكلين

 Truong-Bolduc. ]14، 15[ ها را به سمت بيرون پمپ كند

QC  نشان دادند كه پمپ افلاكس  2012و همكارانش در سال
norB بيماري نقش مهمي در مقاومت به سيپروفلوكساسين و

طوري كه افزايش بيان ژن ه هاي موشي دارد، بزايي در مدل
norB ها از قبيل بيوتيكنقش مهمي در ايجاد مقاومت به آنتي

. امروزه بسياري از محققان در ]16[ سيپروفلوكساسين دارد
تلاش هستند از راهكارهاي جايگزين جهت درمان اين باكتري

طوري كه ه ب ،اده كنندهاي افلاكس استفها بخصوص مهار پمپ
هاي محققين جهت بررسي يكي از انتخاب هاي گياهيعصاره

طور كلي، با مهار ه . ب]17[ باشداثرات ضدپمپ افلاكسي مي
توان ها ميهاي افلاكس يا كاهش بيان آنها در باكتريپمپ

فرايند درمان را بهبود بخشيد. مطالعات مختلفي در زمينه 
هاي گياهي در سويهسي عصارهبررسي اثرات ضدپمپ افلاك

انجام شده است. شريفي  استافيلوكوكوس اورئوسهاي باليني 
با بررسي بر روي عصاره گياه  1395و همكارانش در سال 

بيان داشتند كه عصاره اين گياه بر روي پمپ افلاكس آويشن 
خاصيت مهاري دارد و  استافيلوكوكوس اورئوسباكتري 

توان به همراه آنتيين گياه را ميپيشنهاد كردند كه عصاره ا
 كار برده بيوتيك سيپروفلوكساسين جهت اهداف درماني ب

. در اين مطالعه، ما براي اولين بار يكي از گياهان بومي ]18[
را از نقطه نظر  )Anthemis atropatana(ايران به نام بابونه 

فيتوشيميايي و بيولوژيكي مورد مطالعه قرار داديم. جنس 
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Anthemis  گونه از  130از خانواده آستراسه است كه حدود
 39جنس آن در كل جهان انتشار دارد. اين جنس در ايران 

يكي از گياهان اين  Anthemis atropatanaگونه دارد كه 
خانواده است. از نقطه نظر طب سنتي، اين گياه داراي اثرات 

 هايها و درمان عفونتكنندگي زخمضدعفوني كنندگي، ترميم
اي در زمينه ميكروبي است. با توجه به اينكه تاكنون مطالعه

شناسايي تركيبات شيميايي عصاره گياه بابونه و اثرات ضدپمپ 
هدف از اين مطالعه بررسي افلاكسي آن انجام نشده است، 

و  Anthemis atropatanaتركيبات فيتوشيميايي عصاره گياه 
هاي باليني سويه آن در norBارزيابي اثرات ضدپمپ افلاكسي 

  است. استافيلوكوكوس اورئوس

  
  هامواد و روش

  گيريآوري گياه و عصارهجمع
با  1395تجربي از فروردين تا شهريورماه  مطالعهاين 

  حمايت دانشگاه آزاد اسلامي انجام گرفت. گياه 
A. atropatana  از مركز ذخاير زيستي ايران با شماره

آوري شده واد گياهي جمعتهيه شد. م  1005828Pهرباريومي 
پس از تميز نمودن، در سايه خشك شده و توسط آسياب پودر 

داري شد. براي تهيه د و در شرايط بهينه و مناسب نگهش
ليتر از ميلي 100گرم از گياه را به  40عصاره اتانولي، ميزان 

دقيقه جوشانده شد. عصاره  15اتانول اضافه نموده و به مدت 
كاغذ صافي فيلتر شده و وارد دستگاه  دست آمده توسطه ب

  روتاري شد. 
  

  عصاره گياه  GC/MSآناليز
  جرمي  نگار طيف به متصل كروماتوگرافي آناليز گاز

)(GC-MS  عصاره گياهA. atropatana با دستگاهAgilent 

، DB-5(ساخت كشور آمريكا) انجام گرفت. نوع ستون  6890
متر بود و براي ليمي 25/0و قطر داخلي  متر 30طول ستون 

استفاده  eV 70رديابي از سامانه پونيزاسيون الكتروني با انرژي 
گراد درجه سانتي 250تا  50ريزي حرارتي ستون از شد. برنامه

گراد در دقيقه انجام درجه سانتي 6با سرعت افزايش دماي 

 1درصد و مقدار تزريق  99/99گرفت. گاز حامل هليوم 
ليتر در دقيقه تنظيم ميلي 15ان گاز ميكروليتر و سرعت جري

ميكروليتر از عصاره گياه به دستگاه  1شده بود. حجم 
GC/MS دست آمده از دستگاه بر ه تزريق شد و سپس نتايج ب

اساس انديس كواتس و مراجعه به فرهنگ طبيعي تركيبات 
  طبيعي مورد شناسايي قرار گرفت. 

 
  شناسايي تركيبات گياهي

هاي با استفاده از ديتابيس GC-MSهاي تفسير طيف
National Institute Standard and Technology 

(NIST)  هاي الگو دارد، انجام شد. طيف 62000كه بيش از
هاي شناخته شده موجود در كتابخانه جرمي ناشناخته با طيف

NIST  مقايسه شد. نام، وزن مولكولي و ساختار تركيب مواد
  ييد شد.أت ،جداسازي شده

  
هاي باكتريايي گيري، كشت و تشخيص ايزولهمونهن

  استافيلوكوكوس اورئوس
ماه در مجموع تعداد  6 در اين مطالعه در فاصله حدوداً

نمونه باليني مختلف نظير زخم، خلط، ادرار، مايع نخاعي  200
هاي مختلف شهر تهران به روش و مايع مفصل از بيمارستان

 ستافيلوكوكوس اورئوساهاي د. ايزولهشآوري تصادفي جمع
آميزي گرم، كواگولاز، هاي كاتالاز، رنگبا استفاده از آزمايش

تشخيص قطعي داده شدند. در  DNaseتخمير مانيتول و 
 15ها در محيط نوترينت براث حاوي نهايت از تمامي سويه

درجه  -80درصد گليسرول كشت ذخيره تهيه و در دماي 
  داري شد.گراد نگهسانتي
  

  هاي جداسازي شدهبيوتيكي ايزولهحساسيت آنتيبررسي 
استافيلوكوكوس هاي ييد سويهأپس از شناسايي و ت

هاي مختلف بيوتيكها نسبت به آنتيسويه، حساسيت اورئوس
 CLSI (Clinicalبا روش ديسك ديفيوژن بر اساس استاندارد

and Laboratory Standards Institute)  مورد بررسي قرار
 استافيلوكوكوس اورئوسهاي ايزوله . حساسيت]19[گرفت 

ميكروگرم)،  10بيوتيكي سفوكسيتين (هاي آنتينسبت به ديسك
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واحد)،  10سيلين (ميكروگرم)، پني 5سيپروفلوكساسين (
ميكروگرم)،  25متوپريم (ميكروگرم)، تري 15اريترومايسين (

ميكروگرم)،  10سيلين (ميكروگرم)، آمپي 15آميكاسين (
ميكروگرم)،  10ميكروگرم)، جنتامايسين ( 10ايسين (ونكوم

ميكروگرم) و  30ميكروگرم)، كلرامفنيكل ( 10سيلين (آموكسي
) در محيط كشت MAST, UKميكروگرم) ( 2كليندامايسين (

Muller Hinton agar  (مرك، آلمان) بررسي شد. لازم به ذكر
ها، از سويه استاندارد است در تمامي انجام آزمايش

به عنوان كنترل مثبت  ATCC 25923 افيلوكوكوس اورئوساست
  ) استفاده شد. norBمقاوم به سيپروفلوكساسين (حاوي ژن 

  
 با روش كارت ويل norBبررسي فنوتيپي وجود پمپ افلاكس 

هاي فنوتيپي وجود پمپ افلاكس در ايزوله بررسيبه منظور 
مايد از روش آگار حاوي اتيديوم برو ،استافيلوكوكوس اورئوس

هاي مقاوم به (روش كارت ويل) استفاده شد. در ابتدا سويه
هاي روي پليت استافيلوكوكوس اورئوسسيپروفلوكساسين 

برومايد (از  اتيديوم هاي متفاوتنوترينت آگار حاوي غلظت
گرم بر ليتر) به صورت يك خط از مركز ميلي 5/2تا  25/0

ا به مدت همحيط كشت به سمت كنار كشت داده شدند. پليت
گراد انكوبه شدند و در درجه سانتي 37ساعت در دماي  24

نهايت ميزان فلورسنت هر ايزوله با استفاده از دستگاه ژل داك 
هايي كه خاصيت فلورسنت ندارند، گيري شد. سويهاندازه

  . ]20[داراي پمپ افلاكس بودند 
  

   DNAاستخراج 
ام شد. به روش دستي (فنل كلروفرم) انج DNA استخراج

هاي طور خلاصه، به رسوب تهيه شده از كشت باكتريه ب
ميكروليتر بافر ليز  600مقاوم به سيپروفلوكساسين، به ترتيب 

)Tris-Hcl, pH7.4; EDTA 50mM ،13  ميكروليتر سديم
 Kميكروليتر پروتئيناز  SDS 25%( ،3(دودسيل سولفات 

)20mg/ml(  انتيدرجه س 60اضافه نموده و آن را در دماي
 600دهيم. به دنبال آن گراد به مدت يك ساعت قرار مي

ايزوآميل الكل (به نسبت  - كلروفرم  - ميكروليتر محلول فنل
افزاييم تا يك فاز شيري رنگ يكنواخت تهيه شده) مي 1:24:25

دقيقه سانتريفيوژ  5به مدت  1300rpmتشكيل شود. سپس با دور 
كنيم. هاي جديد منتقل ميولهكرده و فاز بالايي (فاز آبي) را به ل

، هم حجم DNAاين مرحله دوبار تكرار شده و به منظور رسوب 
ميكروليتر استات سديم  1/0فاز آبي اتانول سرد و خالص به همراه 

)1M( 20ساعت در دماي  2كنيم و آن را به مدت اضافه مي - 
يوژ دهيم. بعد از آن، لوله مورد را سانتريفگراد قرار ميدرجه سانتي

دور) نموده و رسوب حاصله را پس از خشك  13000دقيقه  5(
مورد استفاده قرار  DNAكردن و حل كردن در بافر به عنوان 

يد صحت استخراج ژنوم از أينهايت براي تدهيم و درمي
  استفاده شد. %1الكتروفورز ژل آگاروز 

  
    norBبراي ژن پمپ افلاكس  PCRواكنش 

در  norBژن پمپ افلاكس به منظور وجود  PCR واكنش
 استافيلوكوكوس اورئوسهاي مقاوم به سيپروفلوكساسين ايزوله

 25در حجم نهايي  PCRطوري كه واكنش ه ب ،انجام گرفت
استخراج شده به عنوان  DNAميكروليتر از  1ميكروليتر شامل 

ميكروليتر از پرايمر  5/0رفت،  پرايمر از ميكروليتر 5/0 الگو،
از مسترميكس  ميكروليتر 5/12ول)، پيكوم 10برگشت (

تقطير  بار دو آب از مقطر ميكروليتر 5/10(سيناژن، ايران)، 
 در حجم PCR، واكنش norBانجام گرفت. جهت تكثير ژن 

ميكروليتر مسترميكس  5/12ميكروليتر شامل  25نهايي 
استخراج شده به عنوان  DNAنانوگرم از  100(سيناژن، ايران)، 

 ميكروليتر 5/10 ،رفت و برگشت پرايمر از پيكومول 5الگو، 
 PCRتقطير انجام گرفت. در ادامه واكنش  بار دو آب از مقطر

  با استفاده از پرايمرهاي رفت  norBبراي ژن 
/AGCGCGTTGTCTATCTTTCC 3 /5  و برگشت  
/GCAGGTGGTCTTGCTGATAA 3 /5  با برنامه دمايي

درجه  94دماي در  )Initial denaturation(واسرشتگي اوليه 
 )Denaturation(دقيقه و واسرشتگي  4گراد به مدت سانتي

 DNAثانيه، اتصال پرايمرها به  50درجه به مدت  95در دماي 
  گراد به مدت درجه سانتي 53در دماي  )Annealing(الگو 

 72در دماي  )Extension(ثانيه، طويل شدن رشته الگو  30
 Final(و طويل شدن نهايي ثانيه  60گراد به مدت درجه سانتي
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extension(  گراد درجه سانتي 72دقيقه در دماي  7به مدت
  .  ]21[د شسيكل انجام  30در طي 

  
  ) براي عصارهMICتعيين حداقل غلظت مهاري (

هاي مقاوم به سيپروفلوكساسين، اين به دنبال تعيين سويه
 MIC )Minimum Inhibitoryها جهت تست سويه

Concentration(  عصاره مورد مطالعه قرار گرفتند. آزمايش
MIC  بر اساس استانداردCLSI سازي در به روش رقيق

صورت سه بار تكرار ه ب MICميكروپليت انجام گرفت. تست 
اي خانه 96هاي با استفاده از روش ميكرودايلوشن در پليت

هاي عصاره در غلظت MICطوري كه ميزان ه انجام شد. ب
µg/ml µg/ml 4000 -5/62  18[انجام شد[  .  

  
توسط  norBو آناليز بيان ژن  cDNA، سنتز RNAاستخراج 

   Quantitative Real-Time-PCR (qRT-PCR)روش 
هاي مقاوم به ، ابتدا سويهRNAجهت استخراج 

) SubMIC(هاي زير حدكشندگي سيپروفلوكساسين با غلظت

ساعت در محيط كشت مولر هينتون براث  24عصاره به مدت 
گراد كشت داده شدند. به دنبال آن، درجه سانتي 37در دماي 
(كياژن،  RNAبا استفاده از كيت استخراج  RNAاستخراج 

امريكا) بر طبق دستورالعمل انجام گرفت. در ادامه، سنتز 
cDNA  با استفاده از كيتQuanti Tect Reverse 

Transcription kit ،(كياژن، امريكا) انجام گرفت. در انتها 
هاي استخراج توسط نانودراپ تعيين غلظت  cDNAغلظت 

 norBارزيابي بيان ژن پمپ افلاكس شدند. به منظور بررسي 
-Quantitative Realكمي  Real Time PCRاز روش 

Time-PCR (qRT-PCR)( مسترميكس حاوي  با استفاده
، انگلستان) انجام گرفت. Applied Biosystemسايبرگرين (

  ميكروليتر مسترميكس شامل  20ده در حجم مواد مورد استفا
پيكومول از پرايمرهاي رفت و  cDNA ،10ميكروليتر از  2

ميكروليتر از مسترميكس حاوي سايبر گرين بود  10برگشت، 
كره انجام گرفت برنامه دمايي مورد  Bioneerكه در دستگاه 

 10گراد به مدت درجه سانتي 90شامل  qPCRاستفاده در 
درجه سانتي 60دقيقه دماي  1ثانيه،  15گراد رجه سانتيد 95دقيقه، 

(گوانيلات  gmkچنين ژن سيكل انجام شد. هم 40بود كه در  گراد
. در انتها ]22[كيناز) به عنوان كنترل داخلي مورد استفاده قرار گرفت 

د. لازم به ذكر شمحاسبه  ΔΔCтتوسط روش  norBبيان نسبي ژن 
norB F 5/- در اين قسمت  است پرايمرهاي مورد استفاده

GCTACACCATCAACAGATACAGCAA -3’  وnorB 

R-5’- ACTCAATGCGACGCCAAA-3’ چنين و همGMK 

F5’- TATCAGGACCATCTGGAGTAGG-3’  وGMK-

R 5’- CATCAACTTCACCTTCACGC-3’ .بود    
  

  تجزيه و تحليل آماري
  SPSSافزارمحاسبه آماري اين مطالعه با استفاده از نرم

با آناليز  Real Time PCRهاي د و دادهشانجام  21نسخه 
مورد بررسي قرار  )One way ANOVA(واريانس يك طرفه 

  دار در نظر قرار گرفته شد.از نظر آماري معني P<0.05گرفت 
  

  نتايج 
  تركيبات شيميايي موجود در عصاره گياه  آناليز

A. atropatana 
، A. atropatanaعصاره گياه  GC-MSكروماتوگرام  آناليز

دهنده وجود تركيبات پيك را نشان داد كه نشان 20
). با 1 شماره باشد (شكلميگياه  فيتوشيميايي موجود در

تركيب  NIST ،20اطلاعات كتابخانه ها با مقايسه طيف
-ميان تركيبات  ). از1 شماره شيميايي شناسايي شد (جدول

 Dodecaneشناسايي شده بيشترين ميزان آن مربوط بود به 
چنين كمترين هم ) ودرصد 4/6(  Tridecaneو )درصد 8/9(

) بود. در درصد Octadecane, 6-methyl )2/0آن مربوط به 
–رسد تركيبات داراي ميان تركيبات شناسايي شده به نظرمي

توانند هاي حلقوي ميهاي عاملي و داراي ساختمانگروه
  ند. داشته باش خاصيت ضد باكتريايي و ضد پمپ افلاكسي

  
 استافيلوكوكوس اورئوسهاي سويه جداسازي و تشخيص

  باليني هاياز نمونه
  نمونه باليني  200مجموع  در ماه، 6مطالعه طي  اين در
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  دهد.هاي موجود در كروماتوگرام تعداد تركيبات موجود در گياه را نشان مي. پيكA. atropatanaكروماتوگرام عصاره گياه  -1شكل شماره 

  
  .A. atropatana گياه عصاره GC-MS كروماتوگرام آناليز -1دول شماره ج

Structure  
Peak 
area 
(%)

RT 
(min) MW Molecular 

formula Compound identified No. 

1.243  5.601  142  22H10C  Decane  1 

  

  

0.851  6.476  184  28H13C  Decane, 2,4,6-trimethyl  2  

 5.565  7.092  156  24H11C  Undecane  3  

 
0.713  8.032  188  Si2O20H9C  

Silane, 
cyclohexyldimethoxymethy

l  
4  

  9.831  8.567  170  26H12C  Dodecane  5  

  0.299  8.769  268  40H19C  Octadecane, 6-methyl  6  

  0.355  8.886  240  36H17C  Tetradecane, 2,6,10-trimethl  7  

  
3.310  9.718  212  32H15C  Dodecane, 2,6,11-trimethyl  8  

  6.486  9.979  184  28H13C  Tridecane  9  
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  -1ادامه جدول شماره 

Structure  
Peak 
area 
(%) 

RT 
(min) MW Molecular 

formula Compound identified No. 

1.633  10.348  296  44H21C  Heptadecane, 2,6,10,15-
tetramethyl  10  

 4.792  11.323  198  30H14C  Tetradecane  11  

 

2.594  12.827  206  O22H14C  Phenol, 2,4-bis(1,1-
dimethylethyl)  12  

  4.545  13.799  226  34H16C  Hexadecane  13  

 

0.360  14.050  366  54H26C  Octadecane, 3-ethyl-5-(2-
ethylbutyl)  14  

  0.686  14.491  380  56H27C  Heptacosane  15  

 0.352  15.414  258  S34H16C  tert-Hexadecanethiol  16  

  1.804  16.034  254  38H18C  Octadecane  17  

  

2.254  17.387  276  O324H17C  
7,9-Di-tert-butyl-1-

oxaspiro(4,5)deca-6,9-
diene-2,8-dione  

18  

  0.492  18.010  284  2O36H18C  Hexadecanoic acid, ethyl 
ester  19  

 0.914 19.005 296 O40H20C Phytol 20 

  
  

هاي ها و بيمارستانادرار، پوست، زخم و خون از آزمايشگاه
هاي تست از ابتدا با استفاده آوري شد. درشهر تهران جمع

آگار، محيط سالت مانيتول گرم، محيط آميزيرنگ ميكروبي
   ،DNase تستكواگولاز،  كاتالاز، تست بردپاركر، تست

   شد. جداسازي اورئوس استافيلوكوكوس نمونه 50
  

  ديفيوژن ديسك آزمايش تايجن
  

بيوتيكي سويهمقاومت آنتي الگوي در اين مطالعه، ارزيابي
مقاومت  بيشترين داد كه نشان اورئوس استافيلوكوكوس هاي

  درصد)،  98سيلين (پني هايبيوتيكآنتي نسبت به
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 86متوپريم (تري و سيليندرصد)، آموكسي 90سيلين (آمپي
د) و كمترين مقاومت مربوط به درص 68درصد)، سفوكسيتين (

درصد حساس) و  100بيوتيك ونكومايسين (آنتي
درصد حساس) بودند. در مجموع ميزان  78سيپروفلوكساسين (

هاي هاي جداسازي شده از نمونهسويه در بيوتيكيمقاومت آنتي
ها بود. همچنين مقاومت به ادرار و زخم بيشتر از ساير سويه

ها مشاهده نشده بود. ميزان سويهز در هيچ يك ا ونكومايسين
   .آمده است 2 شماره ها در جدولبيوتيكها به آنتيمقاومت سويه

  
  بررسي وجود پمپ افلاكس توسط تست كارت ويل

سويه) مقاوم به  10ها (درصد از سويه 20در اين مطالعه 
ها جهت بررسي سيپروفلوكساسين بودند و اين تعداد سويه

توسط تست روش كارت ويل  norBوجود پمپ افلاكس 
مورد مطالعه قرار گرفتند. نتايج تست كارت ويل نشان داد كه 

هاي مقاوم به سيپروفلوكساسين داراي پمپ تمامي سويه
هاي داراي پمپ طوري كه سويهه هستند، ب norBافلاكس 

كنند ولي افلاكس، اتيديوم برومايد را به سمت بيرون پمپ مي
كس اين توانايي را ندارند و اتيديوم هاي فاقد پمپ افلاسويه

شود و از خود خاصيت برومايد در داخل سلول وارد مي
  فلورئوسنت دارند. 

در سويه هاي مقاوم به  norBژن  PCRنتايج 
  سيپروفلوكساسين

- در سويه norBبه منظور بررسي وجود ژن پمپ افلاكس 

جداسازي شده، از پرايمرهاي  استافيلوكوكوس اورئوسهاي 
جفت  117صاصي اين ژن استفاده شد و انتظار وجود باند اخت

باز وجود داشت كه شكل آن در ژل الكتروفورز مشاهده شد 
هاي مقاوم به در تمامي سويه norB). ژن 2(شكل شماره 

نمونه) و ارتباط معناداري بين  10شد ( سيپروفلوكساسين ديده
يهو مقاومت به سيپروفلوكساسين در بين سو norBوجود ژن 

   ).˂P 05/0ها وجود داشت (
  

مقاوم به  هايعصاره عليه سويه MICنتايج 
 سيپروفلوكساسين

 اورئوس استافيلوكوكوسبه سيپروفلوكساسين  مقاومهاي سويه
از عصاره گياه در مدت  µg/ml 4000 -5/62هاي تحت تأثيرغلظت

هاي مختلف ساعت قرار گرفتند. نتايج نشان داد كه سويه 24زمان 
بودند (جدول شماره  MIC µg/ml 125 -500اي از محدوده داراي

بين ميزان مقاومت به سيپروفلوكساسين و  ) و ارتباط معناداري3
   ). ˃P 05/0وجود نداشت ( MICميزان 

  

  هاي مختلفبيوتيكبه آنتي استافيلوكوكوس اورئوسهاي ميزان مقاومت و حساسيت سويه - 2 شماره جدول

بيوتيكآنتي  
مقاومهاي سويه هاي متوسطسويه  هاي حساسسويه   

  درصد  تعداد  درصد  تعداد  درصد  تعداد
  32  16  0  0  68  34  سيلين (سفوكسيتين)متي

  100  50  0  0  0  0  ونكومايسين
  78  39  2  1  20  10  سيپروفلوكساسين

  2  1  0  0  98  49  سيلينپني
  26  13  18  9  56  28  اريترومايسين
  8  4  6  3  86  43  تري متوپريم

  8  4  6  3  42  21  اسينآميك
  10  5  0  0  90  45  سيلينآمپي

  54  27  6  3  40  20  جنتامايسين
  14  7  0  0  86  43  سيلينآموكسي

  78  39  14  7  8  4  كلرامفنيكل
  42  21  12  6  46  23  كليندامايسين
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  : كنترل منفيDNA )50bp ،(8: ماركر 7: كنترل مثبت، 6هاي مثبت، ستون : نمونه5تا  1ستون هاي مختلف. در سويه norBژن  PCRالكتروفورز محصول  - 2شكل شماره 
  

  هاي مختلفعصاره گياه در سويه MICتعيين  -3جدول شماره 
 MIC (µg/ml) سويهشماره

6 250  
14 5/62
22 500
29 25/31
34 125
36 125
40 250
43 5/62
46 250
50  125  

ATCC 25923 500  
  

- هاي مقاوم به در سويه norBژن بررسي بيان 

  عصاره از subMICهاي سيپروفلوكساسين در غلظت
   در norBدر اين مطالعه، بيان نسبيژن پمپ افلاكس 

   هاي مقاوم به سيپروفلوكساسين توسط روشايزوله
qRT-PCR گرفتند. تكثير اختصاصي قطعات  مورد مطالعه قرار

م تكثير قطعات ژني موردنظر، عدم جفت شدن آغازگرها و عد
غيراختصاصي براي هر ژن با استفاده از منحني ذوب تعيين 

 ثير عصاره درأهاي مختلف تحت تشد. نتايج نشان داد كه سويه

را به همراه  norBخود، تغيير بيان ژن  subMICغلظت 
با  norBبين بيان ژن  از نظرآماري تفاوت معناداري داشتند و
). در واقع پس از تيمار >P 05/0وجود داشت ( gmkبيان ژن 

كاهش  norBها با عصاره، ميزان بيان ژن پمپ افلاكس سويه
باشد. مي norBدهنده مهار پمپ افلاكس يافته بود كه نشان

هاي مقاوم به در سويه norBبيان ژن  تغييراز  نتايج حاصل
  است. آمده 1شماره سيپروفلوكساسين در نمودار 
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  دهند اعداد محور عمودي ميزان بيان ژن را نشان ميهاي مختلف مقاوم به سيپروفلوكساسين. در سويه norBنمودار بيان ژن  -1 شماره نمودار

)Fold expression( دهد. به صورت چند برابر شدن بيان در مقايسه با ژن كنترل ها را نشان ميو اعداد محور افقي شماره سويه)GMK(  .بيان شده است)*:05/0P  ،
**:01/0 P ،*** 001/0P  :n=3.(  

  

  بحث
هاي گياهي از از نقطه نظر طب سنتي، استفاده از عصاره

هاي ميكروبي توصيه شده هاي قديم جهت درمان بيماريزمان
. در اين مطالعه براي اولين بار عصاره گياه بومي ]23[است 

جهت مطالعات فيتوشيميايي و  )A. atropatana(بابونه 
بي مورد مطالعه قرار گرفت. در اين مطالعه پس از ميكرو
دهنده عصاره گيري با روش ماسراسيون، تركيبات تشكيلعصاره

مورد بررسي قرار گرفت. نتايج  GC/MSاين گياه توسط روش 
دهنده عصاره اين گياه نشان داد كه بيشترين تركيبات تشكيل

 .اشدب) مي4/6٪(  Tridecane) وDodecane )8/9٪مربوط به 
Dodecane  يك هيدروكربن آلكاني است كه فرمول شيميايي

 رنگ است.صورت مايعي شفاف و بيه است و ب C26H12آن 
Tridecane يدروكربن آلكاني است كه فرمول نيز يك ه
رنگ اي بيصورت خالص مادهه است و ب 28H13Cشيميايي آن 

دهنده عصاره اين گياه، تركيباتي است. در بين تركيبات تشكيل
-Di-7,9و  Phenol, 2,4-bis (1,1-dimethylethyl)مانند 

tert-butyl-1-oxaspiro(4,5)deca-6,9-diene-2,8-dione   
  

  

رسد به دليل داشتن ساختار كه به نظر مي شودمشاهده مي
هاي عاملي بيشترين سهم اثرات ضدميكروبي و حلقوي و گروه

دهند. مطالعات ضد پمپ افلاكسي را به خود اختصاص مي
هاي تلفي در زمينه بررسي تركيبات فيتوشيميايي گونهخم

 Grace MHبه انجام رسيده است.  Anthemisمختلف جنس 
تركيبات فيتوشيميايي عصاره گياه  2002و همكارانش در سال 

Anthemis melampodina  را با روشGC/MS  مورد
مطالعه قرار دادند. نتايج اين مطالعه نشان داد كه تركيب 

santolinatrien )33/27% و (Farnesol )5/16%(  بيشترين
 Riccobono.]24[ باشددهنده عصاره اين گياه ميماده تشكيل

L  يي عصاره گياه تركيبات شيميا 2017و همكارانش در سال
Anthemis arvensis L. subsp. Arvensis  را با روش

GC/MS  مورد مطالعه قرار دادند. نتايج اين مطالعه نشان داد
دهنده ) بيشترين تركيب تشكيلTorreyol )4/85%كه تركيب 

رسد . با توجه به نتايج به نظر مي]25[ باشدعصاره اين گياه مي
تركيبات شناسايي شده، نوع يكي از دلايل اختلاف در نوع 

ميمنطقه جغرافيايي، محل رشد و نوع كشت آن گونه گياهي 
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هاي اين مطالعه دسترسي به انواع باشد. يكي از محدوديت
گياهان بابونه با شرايط اقليمي مختلف در سراسر دنيا بود كه 

توان به نوع تركيبات شيميايي گياهان بومي كشور خود و مي
  خت. ساير كشورها پردا

يكي ديگر از اهداف اين مطالعه بررسي اثرات ضدپمپ 
استافيلوكوكوس هاي باليني افلاكسي عصاره گياه بابونه در سويه

طور كه اشاره مقاوم به سيپروفلوكساسين بود. همان اورئوس
 استافيلوكوكوس اورئوسهاي هاي افلاكس در سويهشد پمپ

باشد. در ها ميتيكبيوترين دلايل مقاومت به آنتييكي از مهم
در  norBپمپ افلاكس  استافيلوكوكوس اورئوسباكتري 

بيوتيك سيپروفلوكساسين كه يك انتخاب مقاومت به آنتي
مقاوم به متي استافيلوكوكوس اورئوسهاي درماني براي سويه

. بيان زياد، ]16[باشد، نقش قابل توجهي دارد سيلين مي
ت در ميزان تخريب و حذف يك پمپ افلاكس ممكن اس

گذار ثيرأهاي مختلف در اين باكتري تبيوتيكمقاومت به آنتي
هاي پمپ افلاكس و بررسي است. با تخليص پروتئين

اثرات  تواند دقيقاًآزمايشگاهي اثر مهاري تركيبات مختلف مي
ضدپمپ افلاكسي را نشان دهد. امروزه محققان در تلاش براي 

هاي افلاكس در ي مهار پمپطبيعي برا ءيافتن تركيبات با منشا
هاي گياهي يكي از طوري كه عصارهه ها هستند بباكتري
. ]17[ باشدهاي افلاكس ميهاي طبيعي براي مهار پمپانتخاب

داراي  استافيلوكوكوس اورئوسهاي در اين مطالعه ابتدا سويه
توسط روش فنوتيپي كارت ويل و  norBپمپ افلاكس 

د. در روش كارت ويل، سويهتعيين هويت شدن PCRژنتيكي 
سوبستراي مورد استفاده يعني  norBهاي داراي پمپ افلاكس 

اتيديوم برومايد را به سمت بيرون پمپ مي كنند ولي سويه
توانايي پمپ كردن اتيديوم  norBهاي فاقد پمپ افلاكس 

برومايد را به سمت بيرون نداشتند و به صورت فلورسنت 
، PCRاستفاده از روش مولكولي  چنين باهمشوند. مشاهده مي

ييد قرار گرفتند. أمورد ت norBهاي واجد پمپ افلاكس سويه
هاي مقاوم به در مرحله بعدي پس از تيمار سويه

عصاره گياه مدنظر، به  SubMICسيپروفلوكساسين با غلظت 
منظور بررسي اثرات ضدپمپ افلاكسي عصاره، بيان ژن پمپ 

هم مورد  Real Time PCRتوسط روش  norBافلاكس 

ها با بررسي قرار گرفت. نتايج نشان داد پس از تيمار سويه
در مقايسه با ژن  norBعصاره، بيان ژن  Sub MICغلظت 

gmk به عنوان ژن مرجع كاهش بيان معناداري داشتند كه نشان
باشد. لازم گير ضدپمپ افلاكسي عصاره ميدهنده اثرات چشم

پمپ افلاكس توسط عصاره در  به ذكر است ميزان مهاركنندگي
هاي مختلف متفاوت بود به اين ترتيب كه برخي از سويهسويه

 norBها نسبت به عصاره كاهش بيشتري در ميزان بيان ژن 
داشتند و در واقع عصاره فعاليت پمپ افلاكس بيشتري داشت. 

هاي رسد تركيبات داراي ساختار حلقوي و گروهبه نظر مي
ره اين گياه داراي فعاليت ضدپمپ عاملي موجود در عصا

ثير أباشند. مطالعات مختلفي در جهت بررسي تافلاكسي مي
هاي تركيبات طبيعي ضدپمپ افلاكسي و اثر آن در بيان ژن

به انجام  استافيلوكوكوس اورئوسپمپ افلاكس در باكتري 
، وجود 2014و همكارانش در سال  Pourmandرسيده است. 

هاي مقاوم به بيان آن را در سويهو  norAژن پمپ افلاكس 
مورد بررسي  Real Time PCRسيپروفلوكساسين با روش 

در تمامي  norAقرار دادند. نتايج اين مطالعه نشان داد كه ژن 
هاي مقاوم به سيپروفلوكساسين وجود دارد و بيان ژن آن سويه
يابد مجاورت بيوسايد هگزاهيدروكوئينولون افزايش مي در
و همكارانش در سال  Roy SKالعه ديگري، . در مط]22[

اثرات ضدپمپ افلاكسي تركيب گياهي كومارين را  2013
انجام  استافيلوكوكوس اورئوسهاي باكتريايي بروي ايزوله

. نتايج اين مطالعه نشان داد كه اثر ضدپمپ افلاكسي دادند
ها در مجاورت سويه MICكومارين وابسته به غلظت است و ميزان 

به  MICيابد كه اين كاهش برابر كاهش مي 2با كومارين به اندازه 
و همكارانش در  Kalia NP.]26[باشد معني مهار پمپ افلاكس مي

را بروي  capsaicin، اثر ضدپمپ افلاكسي تركيب 2012سال 
مورد مطالعه قرار  استافيلوكوكوس اورئوسهاي بيماري زاي سويه

چشمدادند. نتايج اين مطالعه نشان داد كه اين تركيب نه تنها توانايي 
زايي اين گيري در مهار پمپ افلاكس دارد، بلكه ميزان بيماري

 . ]27[دهد ثير قرار ميأباكتري را نيز تحت ت

 صورت كلي، با مقايسه نتايج مطالعه ما و ساير محققانه ب
گياهي  توان به اين نتيجه رسيد كه تركيبات طبيعي مخصوصاًمي

ارند و پيشنهاد ميهاي افلاكس دتوانايي بالقوه براي مهار پمپ
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... بررسي اثرات ضدپمپ  

 

هاي درماني بيوتيكشود كه عصاره گياه بابونه به همراه آنتي
 استافيلوكوكوسهاي ناشي از ديگر جهت درمان عفونت

  مقاوم به دارو مورد مطالعه قرار گيرند. اورئوس
  
  گيري كلينتيجه

با توجه به اثرات ضدپمپ افلاكسي عصاره گياه بابونه 
)Anthemis atropatana( شود كه مطالعات يشنهاد ميپ

بيشتر در مورد خواص زيستي تركيبات اين گياه انجام گيرد تا 
خص شود و به عنوان يك اهميت پزشكي اين گياه بيشتر مش

كننده پمپ افلاكس و درنهايت به عنوان يك مكمل تركيب مهار
  دارويي اميدبخش به مراكز دارويي پيشنهاد شود. 

  
  و قدرداني تشكر

نامه دانشجويي دانشگاه حاصل بخشي از پايان اين مطالعه
باشد كه از فروردين تا تيرماه آزاد اسلامي واحد همدان مي

وسيله از تلاش همكاران بخصوص انجام گرفت. بدين 1395
جناب آقاي آرين رحيمي و تمام كساني كه در انجام اين پروژه 

  نماييم.اند، تشكر و قدراني ميهمكاري نموده
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Abstract 
 

Background: Antibiotic resistant Staphylococcus aureus isolates are the main nosocomial 
infection agent and the norB efflux pump plays an important role in antibiotic resistance.  
Objective: The aim of this study was to investigate the chemical composition of Anthemis
atropatana extract and analysis of its anti-efflux activity on ciprofloxacin resistant Staphylococcus 
aureus strains.  
Methods: In this experimental study, the A. atropatana extract was prepared by maceration 
technique and its phytochemical composition was analyzed by GC/MS method. Subsequently, 
norB efflux pump was detected in 50 clinical isolates of S. aureus using cartwheel and PCR 
methods. Finally, after treatment of strains with SubMIC concentration of extract, its anti-efflux 
activity was evaluated via Real Time PCR.  
Results: GC-MS analysis of A. atropatana extract was shown the most frequent component was 
belonged to Dodecane (9.8%) and Tridecane (6.4%). Moreover, the cartwheel and PCR methods 
was showed that out of 50 isolates, 10 isolates had norB efflux pump. In addition to, after treatment 
of strains with subMIC concentration of A. atropatana extract, the Real Time PCR results was 
indicated that the norB gene expression was down-regulated. 
Conclusion: Based on the results obtained in this study, it seems that the extract has potential 
uses for pharmaceutical industries. 
 
Keywords: Anthemis atropatana, Staphylococcus aureus, norB efflux pump, Real Time PCR 
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