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Abstract 
Background and Objectives: norA efflux pump is one of the 

mechanisms of ciprofloxacin resistance in Staphylococcus aureus 

strains, and finding natural herbal compounds with the ability to inhibit 

efflux pumps is one of the recent challenges. The aim of this study was 

to determine the inhibitory effect of Artemisa quttensis extract on norA 

efflux pump gene expression in ciprofloxacin resistant S. aureus 

strains. 

 

Methods: At first, A. quttensis ethanolic extract, was prepared by 

ethanol solvent. Then, existence of norA efflux pump was detected in 

10 ciprofloxacin resistant clinical strains of S. aureus using polymerase 

chain reaction (PCR) method. Moreover, anti-efflux activity of the 

extract was determined using ethidium bromide method. Finally, after 

treatment of isolates with Sub-MIC concentration of the extract, norA 

gene expression level, was evaluated using real-time PCR method.  

 

Results: The PCR results showed that all of the strains had norA efflux 

pump, and and ethidium bromide method revealed that the A. quttensis 

extract had inhibitory effect on resistant strains that had norA efflux 

pump. Moreover, real-time PCR results showed that norA gene 

expression level was down-regulated by Sub-MIC concentrations of 

the extract in the ciprofloxacin resistant isolates. 

 

Conclusion: Considering the anti-efflux pump effect of A. quttensis 

extract, it seems that this extract has the potential to be used as a native 

plant in pharmaceutical industries.  

 

Keywords: Artemisia quttensis; Staphylococcus aureus; NorA efflux 

pump. 

 



 

 

 

 

های مقاوم  سویه norAبر روی پمپ افلاکس  Artemisia quttensisاثر مهاری عصاره گیاه 

 Realبا استفاده از روش اتیدیوم بروماید و  استافیلوکوکوس اورئوسبه سیپروفلوکساسین 

Time PCR 
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 چکیده
های  بیوتیک سیپروفلوکساسین در سویه های مقاومت به آنتی یکی از مکانیسمزمینه و هدف: 

باشد و یافتن ترکیبات طبیعی گیاهی با  می norAوجود پمپ افلاکس  استافیلوکوکوس اورئوس،

های اخیر است. هدف از این مطالعه، تعیین اثر  های افلاکس نیز یکی از چالش قابلیت مهار پمپ

در  norAبر روی پمپ افلاکس  Artemisia quttensisمهاری عصاره گیاه درمنه از گونه 

 د. بو استافیلوکوکوس اورئوسهای مقاوم به سیپروفلوکساسین  سویه

با استفاده حلال اتانولی تهیه گردید. سپس با  A. quttensisابتدا عصاره گیاه روش بررسی: 

سویه بالینی مقاوم به سیپروفلوکساسین  10در  norA، وجود پمپ افلاکس  PCRاستفاده از روش

وسیله  مشخص شد. همچنین، میزان تأثیر ضدپمپ افلاکسی عصاره به اورئوس استافیلوکوکوس

ها با غلظت زیرحدکشندگی  یدیوم بروماید بررسی گردید. در نهایت، پس از تیمار سویهروش ات

(SubMIC عصاره، میزان بیان ژن )norA  با روشReal Time PCR .ارزیابی شد 

هستند و روش فنوتیپی  norAها دارای پمپ افلاکس  نشان داد تمامی سویه PCR: نتایج ها یافته

های مقاوم دارای  بر روی تمامی سویه A. quttensisصاره گیاه اتیدیوم بروماید مشخص کرد ع

های  ، در غلظتReal Time PCR، اثر مهاری دارد. همچنین براساس نتایج norAپمپ افلاکس 

 های مقاوم به سیپروفلوکساسین کاهش داشت. در سویه norAعصاره، بیان ژن  MICزیر حد 

رسد این عصاره  نظر می عصاره گیاه درمنه، بهبا توجه به اثر ضدپمپ افلاکسی  گیری: نتیجه

 عنوان گیاه بومی در کشور، پتانسیل استفاده در صنایع دارویی را داشته باشد.  تواند به می

 .NorAپمپ افلاکس  ؛استافیلوکوکوس اورئوس؛ گیاه درمنه ها: کلید واژه
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 و همکاران امیر میرزایی                                               ...های مقاوم به  سویه norAبر روی پمپ افلاکس  Artemisia quttensisاثر مهاری عصاره گیاه 
 و همکاران نسرین جاوید تبریزی                                                                                   ...

 

 

 مقدمه
زای  یکی از عوامل مهم عفونت استافیلوکوکوس اورئوس،

های  بیمارستانی در سرتاسر جهان بوده و طیف وسیعی از بیماری

از قبیل پنومونی، مننژیت و اندوکاردیت را  ،کننده زندگی تهدید

کوکوس استافیلو(. قسمت قدامی بینی، منبع اولیه 1کند ) ایجاد می
عنوان عامل اصلی  در بین بزرگسال و کودکان است که به اورئوس

استافیلوکوک (. 2شود ) های استافیلوکوکی محسوب می عفونت
خاصی از این   ، سویه(MRSA) سیلین مقاوم به متی اورئوس

مقاومت به  .استمقاوم  ها بیوتیک آنتیکه به بیشتر  بودهباکتری 

، پروتئین mecA. ژن باشد می  mecAوجود ژنسیلین به دلیل  متی

کند که میل  را کد می  PBP2a سیلین با نام شونده به پنی متصل

های  سویه. (3) های بتالاکتام دارد بیوتیک پیوندی پایینی برای آنتی

MRSA  تا به امروز به بسیاری از عوامل ضدباکتریایی مقاوم

های ناشی  های درمان بیماری اند که این امر موجب محدودیت شده

(. داروهای فلوروکوئینولون مانند 4،5از این باکتری شده است )

سین یکی از داروهای مناسب و جایگزین برای سیپروفلوکسا

استافیلوکوکوس  MRSAهای  های ناشی از سویه درمان بیماری
پی تجویز این دارو جهت  (. با این وجود، در6) است اورئوس

بیوتیک نیز رخ  ها، مقاومت به این آنتی درمان عفونت این باکتری

% 100ه که در برخی از موارد، میزان مقاومت ب طوری داده، به

 (. 7رسیده است )

استافیلوکوکوس بیوتیک در باکتری  های مقاومت به آنتی مکانیسم
ها ممانعت از تجمع  متفاوت است که یکی از مکانیسم اورئوس

های  پمپ .باشد های افلاکس می وسیله سیستم دارو درون سلولی به

ها را به محیط خارج پمپ  بیوتیک افلاکس، مواد سمی مانند آنتی

های افلاکس باکتریایی  طورکلی، پمپ (. به8-11نند )ک می

گروه اصلی قرار  جبراساس ترادف و شباهت اسیدهای آمینه، در پن

طور مؤثری  های افلاکس از نظر بالینی به (. پمپ12،13گیرند ) می

 RND (Resistant Nodulation Division)های در ارتباط با گروه

باشند که با  می MFS (Major Facilitator Super Family)یا 

کردن  آزادسازی انرژی نیروی محرکه پروتون در خارج

، یکی از MFS(. سیستم افلاکس 15،14بیوتیک نقش دارند ) آنتی

  استافیلـوکـوکـوس اورئوسهای مهم افلاکـس در باکتـری  سیستم

 

 

 های مهم این خانواده  نیز یکی از پمپ norAاست و پمپ افلاکس 

تواند ترکیبات مختلفی  می norAدهد  عات نشان میباشد. مطال می

از قبیل سیپروفلوکساسین،  ،های هیدروفوب فلوروکوئینولونمانند 

اتیدیوم بروماید و ترکیبات چهارظرفیتی آمونیوم را به سمت بیرون 

اند افزایش  (. همچنین محققان نشان داده16،17پمپ کند )

 norAیان پمپ افلاکس ها با افزایش ب مقاومت به فلوروکوئینولون

نظر درمانی، اولین داروی مناسب برای  (. از نقطه18ارتباط دارد )

بیوتیک سیپروفلوکساسین است  ، آنتیMRSAهای  درمان باکتری

ها، ایجاد  و امروزه، بزرگترین چالش و نگرانی در بیمارستان

طلب  های فرصت وسیله باکتری های بیمارستانی به عفونت

بیوتیک  باشد که به هر دو آنتی می ورئوساستافیلوکوکوس ا

(. امروزه، 19،20اند ) سیلین و سیپروفلوکساسین مقاوم شده متی

استافیلوکوکوس های ناشی از  پی درمان عفونت محققان در
بیوتیک  هایی غیر از آنتی حل بیوتیک با راه مقاوم به آنتی اورئوس

ی گیاهی است. ها هستند. یکی از این راهکارها، استفاده از عصاره

گیاهان دارای ترکیبات ثانویه هستند که در سازش آن با شرایط 

سزایی دارند. این ترکیبات ثانویه،  محیطی رشد خود نقش به

توان  ترکیبات دارویی فعالی هستند که در شرایط آزمایشگاهی می

عنوان دارو جهت مطالعات  این ترکیبات را استخراج و به

و همکاران با بررسی   Fujitaه قرار داد. ضدباکتریایی مورد استفاد

اشرشیاکلی  شده از گیاه آویشن بر روی باکتری اثر بایکائین مشتق
 TetKشود. بیان  می TetKنشان دادند این ترکیب باعث مهار پمپ 

مسئول بیرون راندن تتراسایکلین از سلول  ،شرشیاکلیدر باکتری ا

 (.21است )

 Asteraceae (compositae)اده خانو از( Artemisia) درمنه گیاه

در  A. quttensisجنس مانند  این مختلف های باشد و گونه می

 نیز بهداشتی و آرایشی غذایی، صنایع حتی در ،داروسازی صنعت

ای در زمینه تأثیر عصاره گیاه      تاکنون مطالعه(. 22دارند ) کاربرد

A. quttensis روی بیان ژن پمپ افلاکس  برnorA های  در سویه

انجام نشده است. بنابراین، این  اورئوس استافیلوکوکوسبالینی 

بر روی بیان   A. quttensisمطالعه با هدف تعیین تأثیر عصاره گیاه

های بالینی مقاوم به  در ایزوله norAژن پمپ افلاکس 

 .گرفت انجام استافیلوکوکوس اورئوسسیپروفلوکساسین 
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 روش بررسی
در  1394تا شهریورماه سال  ماه فروردین این مطالعه تجربی از

از مرکز ذخایر  A. quttensis. گیاه شددانشگاه آزاد اسلامی انجام 

. مواد گردیدتهیه (  1006608Pزیستی ایران )با شماره هرباریومی 

شده پس از تمیز شدن، در سایه خشک و  آوری گیاهی جمع

ب نگهداری وسیله آسیاب پودر شده و در شرایط بهینه و مناس به

 100گرم از گیاه را به  40شدند. برای تهیه عصاره اتانولی، میزان 

همزدن و عمل روز  2لیتر از اتانول اضافه کرده و به مدت  میلی

وسیله کاغذ  آمده به دست . عصاره بهگرفتگیری انجام  عصاره

 صافی فیلتر شد و وارد دستگاه روتاری گردید. 

های        ماه در حد فاصل سال 6نمونه بالینی طی  250تعداد 

آوری شد.  های مختلف شهر تهران جمع از بیمارستان 1394-1393

های  با استفاده از آزمایش استافیلوکوکوس اورئوسهای  ایزوله

، تشخیص DNaseآمیزی گرم، تخمیر مانیتول و  کاتالاز، رنگ

 قطعی داده شدند. 

ای ه پس از حصول اطمینان از شناسایی و تأیید سویه

ها نسبت به  ، حساسیت سویهاستافیلوکوکوس اورئوس

های مختلف با روش دیسک دیفیوژن براساس  بیوتیک آنتی

CLSI (Clinical and Laboratory Standards Institute ) استاندارد 

های  (. حساسیت جدایه23مورد بررسی قرار گرفت )

بیوتیکی  های آنتی نسبت به دیسک استافیلوکوکوس اورئوس

میکروگرم(،  10میکروگرم(، وانکومایسین ) 10وکسیتین )سف

واحد(،  10سیلین ) میکروگرم(، پنی 5سیپروفلوکساسین )

میکروگرم(،  25متوپریم ) میکروگرم(، تری 15اریترومایسین )

میکروگرم(،  10سیلین ) میکروگرم(، آمپی 15آمیکاسین )

(، میکروگرم 10سیلین ) میکروگرم(، آموکسی 10جنتامایسین )

میکروگرم(  2میکروگرم( و کلیندامایسین ) 30کلرامفنیکول )

(MAST, UK در محیط کشت )Muller Hinton agar  ،مرک(

آلمان( سنجیده شد. لازم به ذکر است جهت تشخیص مقاومت به 

بیوتیکی سفوکسیتین استفاده  (، از دیسک آنتیMRSAسیلین ) متی

استافیلوکوکوس دارد ها، از سویه استان گردید. در تمامی آزمایش
سیلین  عنوان کنترل مثبت مقاوم به متی به ATCC 33591 اورئوس

 استافیلوکوکوس اورئوس( و از سویه استاندارد mecA)حاوی ژن 

25923 ATCC و  اسینـعنوان کنترل مثبت مقاوم به سیپروفلوکس به 

 

عنوان کنترل  به ATCC 12228استافیلوکوکوس اپیدرمایدیس  از

کلروفرم( -به روش دستی )فنل DNAفاده شد. استخراج منفی است

       ت ـشـده از کـش هـوب تهیـه رسـادامه، ب ت. درـرفـام گـانج

 ب از بافر لیزـه ترتیـاسین، بـسـوکـروفلـاوم به سیپـای مقـه ریـباکت

 {Tris-Hcl, pH7.4, EDTA 50mM، SDS 25%  سدیم(

لیتر( در  گرم برمیلی یمیل 20) Kپروتئیناز  و دودسیل سولفات({

ها اضافه شد. در  درجه سانتیگراد جهت لیز باکتری 60دمای 

ایزو آمیل الکل و اتانول سرد  –کلروفرم  –نهایت، از محلول فنل 

 DNAاز رسوب  استفاده گردید، سپس DNAجهت استخراج 

استفاده  DNAعنوان  حاصله پس از خشک و حل شدن در بافر به

تأیید صحت استخراج ژنوم، الکتروفورز ژل شد. در نهایت، برای 

و  mecAهای  (. برای شناسایی ژن24% به کار برده شد )1آگارز 

norA،  واکنشPCR  1 :میکرولیتر شامل 25در حجم نهایی 

 از میکرولیتر 5/0عنوان الگو،  شده به استخراج DNAمیکرولیتر از 

یکومول(، پ 10میکرولیتر از پرایمر برگشتی ) 5/0جلوبر،  پرایمر

 میکرولیتر 5/10 و از مسترمیکس )سیناژن، ایران( میکرولیتر 5/12

 تقطیر انجام گرفت.  بار 2 آب مقطر

با استفاده از پرایمرهای  mecAبرای ژن  PCRدر ادامه، واکنش 

و  ’TCCAGATTACAACTTCACCAGG 3’ 5ر ـوبـجل

با چرخه  ’CCACTTCATATCTTGTAACG 3’  5ی ـشتـرگـب

 94( در دمای Initial denaturationگی اولیه )دمایی واسرشت

( Denaturationدقیقه و واسرشتگی ) 5درجه سانتیگراد به مدت 

 DNAثانیه، اتصال پرایمرها به  50درجه به مدت  94در دمای 

ثانیه،  50درجه به مدت  60( در دمای Annealingالگو )

ت درجه به مد 72( در دمای Extensionشدن رشته الگو ) طویل

دقیقه  5( به مدت Final extensionثانیه و طویل شدن نهایی ) 50

 (. 24درجه سانتیگراد انجام شد ) 72در دمای 

                     شامل توالی norA-Fاز پرایمر  norAجهت تکثیر ژن 

5’ ATCGGTTTAGTAATACCAGTCTTGC 3’  و پرایمر

norA-R شامل توالی 
 

 GCGATATAATCATTTGAGATAACGC 3’ 5’  استفاده

 :شامل norAبرای ژن  PCRهای  (. برنامه دمایی چرخه23گردید )

درجه  94( در دمای Initial Denaturationواسرشتگی اولیه )

 ( در Denaturationی )ـرشتگـه و واسـقـدقی 4دت ـراد به مـسانتیگ
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الگو  DNAثانیه، اتصال پرایمرها به  50درجه به مدت  95دمای 

(Annealing)  ثانیه، طویل شدن  30درجه به مدت  60در دمای

ثانیه و  60درجه به مدت  72( در دمای Extensionرشته الگو )

دقیقه در دمای  4( به مدت Final Extensionشدن نهایی ) طویل

 (. 25درجه سانتیگراد بود ) 72

ها  های مقاوم به سیپروفلوکساسین، این سویه بعد از تعیین سویه

MIC (Minimum Inhibitory Concentration )جهت تست 

به روش  CLSIبراساس  MICمورد بررسی قرار گرفتند. آزمایش 

سازی در میکروپلیت برای سیپروفلوکساسین و اتیدیوم  رقیق

بار تکرار با استفاده  3صورت  به MICبروماید انجام شد. آزمایش 

 ،گرفتای انجام  خانه 96های  از روش میکرودایلوشن در پلیت

ریخته و با  Aبه داخل چاهک  را سپس محلول اتیدیوم بروماید

میکرولیتر  100( به حجم MHBمحیط کشت مولر هینتون براث )

میکرولیتر محیط  50، مقدار Hهای بعدی تا  رسانیده شد. به چاهک

MHB  میکرولیتر به  50اضافه گردید و از چاهک اول به ترتیب

-250متوالی انجام گیرد ) سازی افزوده شد تا رقت Hها تا  چاهک

میکرولیتر از  50ها، مقدار  لیتر(. به همه چاهک میکروگرم برمیلی 2

 5/0های مقاوم به سیپروفلوکساسین با غلظت  کشت میکروبی سویه

عنوان کمترین غلظت  به MICفارلند اضافه شد. مقدار  مک

شود. لازم به ذکر است جهت  مهارکننده رشد باکتری محسوب می

 5/0-128سیپروفلوکساسین، از غلظت  MICغلظت تعیین 

استاندارد  میکروگرم برمیکرولیتر و از چاهک حاوی باکتری

، فاقد سیپروفلوکساسین ATCC 25923 استافیلوکوکوس اورئوس

      عنوان کنترل منفی و از چاهک حاوی  و اتیدیوم بروماید به

 ،ATCC 25923 استافیلوکوکوس اورئوسباکتری استاندارد 

عنوان کنترل مثبت استفاده  سیپروفلوکساسین و اتیدیوم بروماید به

های  عصاره در سویه MIC(. همچنین جهت تعیین غلظت 26شد )

لیتر استفاده  میکروگرم برمیلی 25/31-500های  مقاوم، از غلظت

 گردید.

 MICابتدا غلظت  برای تعیین فنوتیپی وجود پمپ افلاکس فعال،

فارلند از  مک 5/0شد، سپس غلظت اتیدیوم بروماید مشخص 

های اتیدیوم  های حاوی غلظت کشت باکتری به داخل چاهک

 بروماید اضافه گردید. درپی آن، ترکیب

CCCP (Carbonyl Cyanide 3-chloro Phenylhydrazone ،)

........... 

میکروگرم  20کننده پمپ افلاکس به غلظت  عنوان مهار هب

لیتر اضافه شد )پمپ افلاکس فعال زمانی تشخیص داده  برمیلی

 MICاز  CCCPاتیدیوم بروماید به همراه  MICشود که  می

ها، از  اتیدیوم بروماید، به تنهایی کمتر باشد.( در یکی از چاهک

CCCP  کوکوس اورئوساستافیلوبه همراه باکتری استاندارد 

25953 ATCC منظور تشخیص  )به مقاوم به سیپروفلوکساسین

عنوان کنترل منفی و از  کشنده نیست(، به CCCPاینکه خود 

  استافیلوکوکوس اورئوسچاهک حاوی باکتری استاندارد 
25953 ATCC ،CCCP عنوان کنترل مثبت  و اتیدیوم بروماید به

 (.26استفاده شد )

های مقاوم به سیپروفلوکساسین  ویه، سRNAجهت استخراج 

 37ساعت در محیط کشت مولر هینتون براث در دمای  24مدت  به

از عصاره گیاه  sub MICدرجه سانتیگراد در مجاورت غلظت 

با استفاده از کیت  RNAسپس استخراج  ،کشت داده شدند

)کیاژن امریکا( برطبق دستورالعمل انجام گرفت.  RNAاستخراج 

 Quanti Tect Reverseبا استفاده از کیت  cDNAتز در ادامه، سن

Transcription kit  کیاژن امریکا( انجام شد. در انتها، غلظت(

cDNA وسیله نانودراپ، تعیین غلظت شدند.  های استخراج به

 ، روشnorAجهت بررسی ارزیابی بیان ژن پمپ افلاکس 

 Real Time PCR ( ّکمیqRT-PCR با استفاده مسترمیکس )

، انگلستان( به کار برده Applied Biosystemوی سایبرگرین )حا

 :میکرولیتر مسترمیکس شامل 20شد. مواد مورد استفاده در حجم 

پیکومول از پرایمرهای جلوبر و  cDNA ،10میکرولیتر از  2

میکرولیتر از مسترمیکس حاوی سایبرگرین بود که  10 و برگشتی

رنامه دمایی مورد استفاده کره انجام گرفت. ب Bioneerدر دستگاه 

 95دقیقه،  10درجه سانتیگراد به مدت  90 :نیز شامل qPCRدر 

درجه سانتیگراد به  60ثانیه و دمای  15درجه سانتیگراد به مدت 

 gmkسیکل انجام شد. همچنین ژن  40دقیقه بود که در  1مدت 

عنوان کنترل داخلی مورد استفاده قرار گرفت.  )گوانیلات کیناز( به

محاسبه  ΔΔCTوسیله روش  به norAدر پایان، بیان نسبی ژن 

نشان داده  1پرایمرهای مورد استفاده در جدول شماره  گردید.

 شده است.

و آزمون واریانس  21نسخه   SPSSافزار ها با استفاده از نرم داده

در نظر گرفته  p > 05/0داری،  طرفه تحلیل شدند و سطح معنی یک

 شد. 
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 .qRT-PCR: پرایمرهای مورد استفاده در 1جدول شماره 

Primer Sequence (5/-3/)   Size (bp) Ref. 

norA-F ATCGGTTTAGTAATACCAGTCTTGC 112 22 

norA-R GCGATATAATCATTTGAGATAACGC 112 

Gmk-F  TATCAGGACCATCTGGAGTAGG 122 22 

Gmk-R CATCAACTTCACCTTCACGC 122 

 
 ها یافته

های شهر  ها و بیمارستان نمونه از آزمایشگاه 250 ،در این مطالعه

ها از ادرار،  آوری شد. نمونه جمع 1393-1394های  تهران طی سال

استافیلوکوکوس نمونه  50خون، پوست و زخم جداسازی شدند. 
 گرم، محیط آمیزی های میکروبی رنگ با استفاده از تست اورئوس

  تـکاتالاز، تس تـر، تسـط بردپارکـیار، محـآگ تـالـس ولـمانیت

 50ایزوله از  34بیوگرام،  کواگولاز جداسازی شد. طبق نتایج آنتی

سیلین مقاوم بودند  بیوتیک متی به آنتی ،%(68بررسی ) ایزوله مورد

در نظر گرفته شدند. در این مطالعه،  MRSAهای  عنوان سویه و به

استافیلوکوکوس های  بیوتیکی سویه ارزیابی الگوی مقاومت آنتی
%( به سیپروفلوکساسین 20سویه ) 10نشان داد تعداد  اورئوس

 (. 2) جدول شماره  اند بودهمقاوم 
 های مختلف بیوتیک به آنتی استافیلوکوکوس اورئوسهای  : میزان مقاومت و حساسیت سویه2 جدول شماره 

 حساس متوسط مقاوم بیوتیک آنتی

 درصد تعداد درصد تعداد درصد تعداد

 32 16 0 0 68 34 سیلین )سفوکسیتین( متی

 78 39 2 1 20 10 سیپروفلوکساسین

 2 1 0 0 98 49 سیلین پنی

 26 13 18 9 56 28 رومایسیناریت

 8 4 6 3 86 43 تری متوپریم

 8 4 6 3 42 21 آمیکاسین

 10 5 0 0 90 45 سیلین آمپی

 54 27 6 3 40 20 جنتامایسین

 14 7 0 0 86 43 آموکسی سیلین

 78 39 14 7 8 4 کلرامفنیکل

 42 21 12 6 46 23 کلیندامایسین

 100 100 0 0 0 0 کلیستین

سیلین، از تکثیر  برای بررسی مولکولی وجود ژن مقاومت به متی 

استفاده شد و با توجه به طراحی پرایمرها، انتظار باند  mecAژن 

 (. 1جفت باز وجود داشت )شکل شماره  162

های استافیلوکوکی در  در نمونه mecAن داد توزیع ژن نتایج نشا

 نمونه( وجود داشته است.   34ها ) % نمونه68

 

  
 سیلین.  های مقاوم به متی در سویه mecA: نتایج تکثیر ژن 1شکل شماره 

 . + DNA 100bp: مارکر3: کنترل مثبت، 6: کنترل منفی، 7سیلین،  های مقاوم به متی : نمونه5، 4، 2تا  1شماره 

 56 
 1396 دی، دهم، شماره یازدهممجله دانشگاه علوم پزشکی قم/ دوره 

 



 

 

 و همکاران امیر میرزایی                                               ...های مقاوم به  سویه norAبر روی پمپ افلاکس  Artemisia quttensisاثر مهاری عصاره گیاه 
 و همکاران نسرین جاوید تبریزی                                                                                   ...

 

 

های  در سویه norAمنظور بررسی وجود ژن پمپ افلاکس  به

شده، از پرایمرهای اختصاصی  جداسازی استافیلوکوکوس اورئوس

وجود داشت جفت باز  112این ژن استفاده شد و انتظار وجود باند 

 (. 2شود )شکل شماره  فورز مشاهده میکه شکل آن در ژل الکترو

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

های مقاوم به سیپروفلوکساسین نیز دیده  در تمامی سویه norAژن 

و  norAهای  داری بین وجود ژن نمونه( و ارتباط معنی 10شد )

mecA در بین سویه ( 05/0ها وجود داشت>p.)   

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

  
 سیپروفلوکساسین. های مقاوم به  در سویه norA: نتایج تکثیر ژن 2شکل شماره 

 .+DNA 100 bp: مارکر 6: کنترل منفی، 14: کنترل مثبت، 13های مقاوم به فلوکساسین،  : نمونه7-12و  1-5شماره 

 استافیلوکوکوس اورئوسهای مقاوم به سیپروفلوکساسین  سویه 

لیتر  میکروگرم برمیلی 25/31-500های  مثبت، تحت تأثیر غلظت

ساعت قرار گرفتند. طبق نتایج،  24از عصاره گیاه در مدت زمان 

 125-500در غلظت  MICای از  ارای محدودههای مختلف د سویه

 MIC(. 3لیتر بودند )جدول شماره  میکروگرم برمیلی

بود و در  62/15-250ها از محدوده  سیپروفلوکساسین در سویه

  MICزان ـیـ، مCCCPس ــلاکــپ افـده پمــنـنـارکـاورت مهـمج

دهنده  کاهش یافت که نشان سیپروفلوکساسین و اتیدیوم بروماید

های مقاوم به سیپروفلوکساسین  بودن پمپ افلاکس در سویه فعال

مختلف مقاوم به سیپروفلوکساسین دارای های  بود، همچنین سویه

مختلف نسبت به عصاره بودند که ممکن است  MICهای  غلظت

ها باشد )جدول  های نسبی مختلف این سویه به دلیل مقاومت

 (.  4شماره 

 

  ینهای مقاوم به سیپروفلوکساس سیپروفلوکساسین، اتیدیوم بروماید و ترکیب آنها در سویه MIC. تعیین 3جدول شماره 

 شماره سویه MIC (µg/mL)میزان 

اتیدیوم  CCCPاتیدیوم بروماید +  CCCPسیپروفلوکساسین +

 بروماید

  سیپروفلوکساسین

5/62 25/31 5/62 125 7 

81/7 9/3 81/7 62/15 16 

25/31 81/7 81/7 25/31 22 

25/31 9/3 6/15 5/62 26 

5/62 62/15 5/62 125 31 

5/62 25/31 125 250 32 

62/15 8/7 62/15 25/31 35 

62/15 95/1 81/7 25/31 39 

9/3 9/3 81/7 62/15 43 

6/15 81/7 62/15 5/62 49 

25/31 81/7 25/31 5/62 ATCC 25923 
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 مقاوم به سیپروفلوکساسین استافیلوکوکوس اورئوسهای مختلف باکتری  در سویه A. quttensisعصاره گیاه  MIC: تعیین 4جدول شماره 

 MIC (µg/ml) شماره سویه

7 125 

16 5/62 

22 5/62 

26 5/62 

31 5/62 

32 5/62 

35 250 

39 5/62 

43 5/62 

49 5/62 

ATCC 35556 

ATCC 12228 

500 

125 

های مختلف با میزان  نشان داد سویه Real Time PCRنتایج  

های  و سویه رنددا norAقاومت مختلف، بیان متفاوتی از ژن م

که از نظر آماری،  هستند norAتر دارای بیان بیشتری از ژن  مقاوم

 (.p<05/0دیده شد ) gmkداری در مقایسه با بیان ژن  تفاوت معنی

 SubMICشده با غلظت  های تیمار در سویه norAهمچنین بیان ژن 

داری  رابطه معنی، gmkعصاره، کاهش یافته بود که نسبت به ژن 

 (.5داشت ) جدول شماره 

 های مختلف مقاوم به سیپروفلوکساسین، تحت تیمار عصاره  در سویه norA: نتایج بیان ژن 5جدول شماره 

 gmk میزان بیان ژن  norAتغییر بیان ژن  تیمارنشده با عصاره ارشده با عصارهتیم شماره سویه

 ct norAمیانگین  ct gmkمیانگین  ct norAمیانگین  ct gmkمیانگین 

7 37/0 ± 6/19  29/0 ±9/18  66/0 ±1/20  36/0 ± 25/22  129/0 ± 72/0  1 

16 69/0± 8/18  13/0 ± 8/20  79/0 ± 7/19  62/0 ± 7/26  023/0 ± 46/0  1 

22 41/0 ±5/19  78/0 ± 65/19  56/0 ±2/20  77/0 ±6/23  085/0 ± 28/0  1 

26 13/0 ± 7/19  92/0 ± 75/19  19/0± 4/20  84/0 ±2/27  008/0 ± 41/0  1 

31 63/0 ± 19  41/0 ± 4/20  49/0 ±3/20  79/0 ± 95/26  014/0 ± 29/0  1 

32 82/0 ±3/19  53/0 ± 05/20  55/0 ±1/20  12/0 ± 8/25  025/0 ± 33/0  1 

35 14/0 ±3/19  19/0 ± 55/20  87/0 ± 6/19  56/0 ± 25/25  051/0 ± 33/0  1 

39 98/0 ±2/19  52/0 ±65/18  56/0 ±8/19  87/0 ± 3/22  109/0 ± 66/0  1 

43 91/0 ±5/18  74/0 ±95/18  42/0 ± 2/20  46/0 ± 9/24  021/0 ± 15/0  1 

49 46/0 ± 8/19  92/0 ±6/19  87/0 ± 4/20  29/0 ± 75/24  037/0 ± 98/0  1 

ATCC 3556 33/0 ± 4/19  72/0 ± 55/22  29/0 ±5/19  79/0 ± 9/27  032/0 ± 82/0  1 

ATCC 12228 73/0 ±7/18  29/0 ±9/18  66/0 ±1/20  36/0 ± 25/22  129/0 ± 72/0  1 

 .دهد نشان می gmkرا نسبت ژن  norA( ژنFold changeاعداد چند برابر شدن بیان )
 

تحت تأثیر  gmk( House keepingدار ) میزان بیان پایه ژن خانه

بعد از تأثیر  norAژن  ctرد، ولی میزان عصاره، تغییر آنچنانی نک

 norAدهنده کاهش بیان ژن  عصاره افزایش یافت که نشان

مختلف که در  MICهای  باشد. باید توجه کرد در غلظت می

های  در سویه norA، میزان بیان ژن آمده است 4جدول شماره 

در سـویـه  است.مقاوم به سیپروفلوکساسین کاهش یافتـه 

 استـانـدارد 

 norAکه فاقد ژن  ATCC 1228 استافیلوکوکوس اپیدرمایدیس

 gmkدار  باشد این عصاره تأثیر خاصی بر روی بیان ژن خانه می

 استافیلوکوکوس اورئوسنداشت، ولی در سویه استاندارد 
 25923 ATCC  دارای ژنnorA عصاره توانست در غلظت ،

MIC  خود بیان این ژن را کاهش دهد که با کاهش بیان ژن در

 شده همخوانی داشت یهای بالینی جداساز سویه

 (.3-4) شکل شماره  
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 کنند شده و فرآیند انتقال را مختل می

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 .norAو  gmk های نمودار حاصل از تکثیر ژن :3شماره  شکل

 

 
 . norAو ژن  gmk : الگوی منحنی ذوب ژن 4شکل شماره 

 ت.دهنده درجه سانتیگراد اس دهنده مشتق فلورسنت به مشتق زمان و محور افقی، نشان محور عمودی، نشان

 
 بحث

مقاوم به  استافیلوکوکوس اورئوسبیوتیکی  مقاومت آنتی

سیلین و متعاقب آن به سیپروفلوکساسین ناشی از پمپ  متی

مقاومت های افلاکس مؤثر در ایجاد  افلاکس است. یکی از پمپ

بوده که این پمپ باعث  norAبه سیپروفلوکساسین، پمپ 

راندن ترکیبات ضدمیکروبی از عرض غشای سلولی  بیرون

ها یا کاهش بیان آنها با استفاده از  کردن پمپ شود. با مهار می

بیوتیک را بهبود  توان فرآیند درمان با آنتی ترکیبات مهاری می

 متصل norAتی به پمپ صورت رقاب بخشید. ترکیبات مهاری به

 کنند. شده و فرآیند انتقال را مختل می

 

های گیاهی هستند که برای  یکی از این ترکیبات، عصاره

ها مورد استفاده قرار  های افلاکس در باکتری مهارکردن پمپ

  (.27-30گیرند )  می

جهت مهار عملکرد و  A. quttensisدر این مطالعه، از عصاره گیاه 

با استفاده از روش فنوتیپی اتیدیوم بروماید به همراه  norAبیان ژن 

استفاده شد. در روش  Real Time PCRاره و روش مولکولی عص

که اتیدیوم بروماید به همراه عصاره گیاهی  اتیدیوم بروماید، زمانی

بد که این  یا برابر کاهش می 2- 4آن  MICشود، میزان  استفاده می

دهنده عمل ضدپمپ افلاکسی عصاره گیاه  موضوع، نشان

 موردنظر است. 
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مطالعات مختلفی در زمینه بررسی اثرات ضدپمپ افلاکسی 

و  Chovanováکیبات گیاهی انجام گرفته است. عصاره و تر

 3همکاران با بررسی فعالیت ضدپمپ افلاکسی اسانس گیاهی 

نشان دادند  استافیلوکوکوس اورئوسهای  در سویه Salviaگونه 

بیوتیک تتراسایکلین  هر سه گونه دارای فعالیت سینرژیسمی با آنتی

از ماده و همکاران در مطالعه خود،   Kalia(.31باشند ) می

در باکتری  norAکننده پمپ افلاکس  عنوان ماده مهار کپسایسین به

منظور بررسی  استفاده کردند. آنها به استافیلوکوکوس اورئوس

دار  خاصیت مهارکنندگی پمپ افلاکس، با استفاده از کاهش معنی

MIC  اتیدیوم بروماید و کپسایسین نشان دادند ترکیب فوق باعث

های  اتیدیوم بروماید در سویه MICبرابری  2- 4کاهش 

 (.32شود ) می استافیلوکوکوس اورئوس

 MICدر مطالعه حاضر و سایر مطالعات، با توجه به کاهش میزان 

 A. quttensisوسیله عصاره  های مقاوم به سیپروفلوکساسین به سویه

دهنده این عصاره  توان نتیجه گرفت احتمالاً ترکیبات تشکیل می

 norAعنوان رپرسور پروموتر ژن  مولکولی به تواند در سطح می

عمل کرده و بیان آن را کاهش دهد که در نهایت، کارایی پمپ 

ها کاهش یافته و در اثر استفاده توأمان  در این سویه norAافلاکس 

تری  توان درمان موفق بیوتیک سیپروفلوکساسین می عصاره و آنتی

 داشت. 

 Ponnusamy ز ترکیب و همکاران با استفاده اIndirubin  که از

جداسازی شده بود، خاصیت ضدپمپ  Wrightia tinctoriaگیاه 

افلاکسی ترکیب موردنظر را به همراه سیپروفلوکساسین مورد 

نظر مدنتایج این مطالعه نشان داد عصاره گیاه  ،بررسی قرار دادند

 MICبرابر،  4تواند  های پمپ افلاکس می همانند سایر مهارکننده

و   Smith(.33بیوتیک سیپروفلوکساسین را کاهش دهد ) آنتی

همکارن نیز از ترکیب فنولی توتارول که از درخت سرو منشأ 

در باکتری  norAمنظور مهار پمپ افلاکس  گرفته بود، به

همچنین آنها جهت  ،استفاده کردند استافیلوکوکوس اورئوس

اتیدیوم  MICبررسی خاصیت ضدپمپ افلاکسی، روش کاهش 

 MIC/4های فلوروکینولون در ترکیب با  بیوتیک ماید و آنتیبرو

توتارول را به کار بردند که نتایج نشان داد ماده توتارول دارای 

(. مطالعات 34باشد ) می norAفعالیت ضدپمپ افلاکسی 

 اتیدیوم  MICدهند از روش تعیین  شده در این زمینه نشان می انجام

 

توان جهت بررسی  وکساسین میبیوتیک سیپروفل بروماید و آنتی

استافیلوکوکوس باکتری  norAمیزان فعالیت پمپ افلاکس 
.     شتاستفاده کرد که با نتایج مطالعه حاضر همخوانی دا اورئوس

در مطالعه حاضر پس از تأثیر عصاره گیاه مورد نظر و بررسی 

وسیله روش             به norAاثرات ضدپمپ افلاکس، بیان ژن 

Real Time PCR های  شده و هم در سویه های تیمار هم در سویه

های مقاوم به  طورکلی سویه تیمارنشده، مشخص گردید به

هستند و  norAسیپروفلوکساسین دارای بیان متفاوتی از ژن 

باشند.  می norAتر دارای بیان نسبی بیشتری از ژن  های مقاوم سویه

 norAبیان ژن  عصاره، Sub MICها با غلظت  پس از تیمار سویه

داری داشت که  ، کاهش بیان معنیgmkدر مقایسه با ژن 

دهنده اثر ضدپمپ افلاکسی عصاره بود. مطالعات مختلفی در  نشان

به انجام رسیده  norAهای پمپ افلاکس  جهت بررسی بیان ژن

و  norAو همکاران، وجود ژن پمپ افلاکس  Pourmandاست. 

سیپروفلوکساسین با روش         های مقاوم به بیان آن را در سویه

Real Time PCR نتایج نشان داد ژن  که مورد بررسی قرار دادند

norA های مقاوم به سیپروفلوکساسین وجود دارد و  در تمامی سویه

بیان ژن آن در مجاورت بیوساید هگزا هیدروکوئینولون افزایش 

افلاکس   و همکاران پمپ   Saiful(. در مطالعه دیگری35یابد ) می

norA های  را در سویهMRSA  19مورد مطالعه قرار دادند که از 

بود و  norAسویه دارای ژن  16شده،  جداسازی MRSAسویه 

 افلاکس فعال داشتند.های  ها، پمپ تمامی این سویه

Huet  سویه  9و همکاران، تعدادMRSA  مقاوم به

های افلاکس بررسی  سیپروفلوکساسین را از نظر وجود و بیان پمپ

 PCRها با استفاده از روش  . در این مطالعه ابتدا این ژنکردند

های پایین  تشخیص داده شدند، سپس بیان آنها در مجاورت غلظت

قرار گرفت. نتایج این مطالعه نشان داد  بیوسایدها مورد بررسی

ها وجود داشته و بیان  در تمامی سویه norAهای افلاکس  پمپ

 (.36یابد ) آنها در مجاورت بیوسایدها افزایش می

 

 گیری نتیجه
          A. quttensisنتایج این مطالعه نشان داد عصاره گیاه 

 هـای در ایزولـهعنـوان یک مهـارکننده پمـپ افلاکـس  تواند به می
  عمل کند.  استافیلوکوکوس اورئوس
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شود مطالعات بیشتری در مورد خواص زیستی  بنابراین، پیشنهاد می

ترکیبات این گیاه انجام گیرد تا اهمیت پزشکی این گیاه بیشتر 

کننده پمپ افلاکس  عنوان یک ترکیب مهار مشخص گردد و به

 امیدبخش به مراکز دارویی معرفی شود. 

 

 تشکر و قدردانی
خصوص  وسیله از تلاش همکاران دانشگاه آزاد اسلامی، به بدین

که در  جناب آقای سهیل صالحی، آرین رحیمی و تمام کسانی

 نماییم. اند، تشکر و قدرانی می انجام این پروژه همکاری کرده
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 و همکاران نسرین جاوید تبریزی                                                                                   ...
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