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 ABSTRACT 
 

 Background:   Activity of norA efflux pump is one of the antibiotic resistance mechanisms in ciprofloxacin resistant 
Staphylococcus aureus. In this study, the effect of Artemisia ciniformis extract on reducing the expression of norA efflux 
pumps gene in ciprofloxacin-resistant Staphylococcus aureus isolates was studied. 

 Materials & Methods:   Ciprofloxacin resistant S  .aureus isolates, were treated by different concentration of A. ciniformis 
extract. After extracting RNA and synthesizing cDNA, norA efflux pump expression was evaluated by Real Time PCR. 

Results:   There was significant decrease of norA efflux pump expression in ciprofloxacin-resistant S. aureus isolates treated 
by A. ciniformis extract (P<0.05). Also, a different expression of norA efflux pump gene was reported.  

Conclusion:  It seems A. ciniformis extract as a natural inhibitor, had potential for suppression of norA efflux pump activity. 
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Introduction

Staphylococcus aureus is a pathogenic bacterium of 
the Micrococcus family, which is a common 
pathogenic bacterium in hospital infections (1, 2). It 
causes a wide range of diseases including skin 
infections, pneumonia and endocarditis (3). One of the 
opportunistic pathogenic agents of nosocomial 
infections is methicillin-resistant Staphylococcus 
aureus (MRSA). Resistance to antibacterial agents in 
MRSA strains has caused limitations in the treatment 
of diseases caused by this bacterium (4). 

One of the most important mechanisms of antibiotic 
resistance in bacterial cells is the outflow pumps that 
cause antibiotic outflow from bacterial cells, which is 

observed in many clinical pathogens (8). Output 
carriers of antibiotics are divided into five main 
families based on the amino acid sequence. These 
families include the major facilitator superfamily 
(MFS), the Resistance-nodulation-division (RND), the 
small multidrug resistance (SMR), the ATP-binding 
cassette enzyme-linked family, and multiple 
antibiotics, and the extrusion antibiotic family (9). 

One of the important mechanisms of antibiotic 
resistance in S. aureus is the presence of efflux pumps. 
NorA, norB and norC efflux pumps are found in drug-
resistant strains (19). Various studies have shown that 
norA is capable of pumping various compounds 
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including hydrophobic fluoroquinolones such as 
norfloxacin, ciprofloxacin and ethidium bromide (22). 
There is a direct relationship between increased 
expression of norA efflux pump and increased 
resistance to fluoroquinolones. Inhibition of these 
systems can be a promising strategy to enhance the 
effectiveness of antibiotics (14). 

Many studies have shown that a wide range of plant 
extracts may act against bacterial resistant 
mechanisms (15). Artemisia belongs to the family 
asteraceae, a small plant that grows in temperate 
regions. It has 34 species in Iran and is highly regarded 
in Iranian and Chinese traditional medicine. It has 
numerous biological properties including antibacterial, 
antifungal, antioxidant and anti-inflammatory (16).  

The aim of this study was to investigate the effect of 
A. ciniformis extract on expression Efflux pump norA 
in clinical isolates of ciprofloxacin-resistant S. aureus, 
a prospective study in Iran which was not studied 
before. 

Materials and Methods 

This study was done using clinical samples collected in 
authors’ previous study (18). Collecting clinical specimens, 
detecting ciprofloxacin-resistant S. aureus isolates, 
performing microbial susceptibility testing (antibiogram) 
by agar disk diffusion method, PCR detection of norA gene, 
and phenotypic evaluation of active efflux pump was as 
presented in previous study (18). 

Collecting and Extracting A. ciniformis  

The A. ciniformis was prepared from the Iranian 
Biological Resource Center and kept in optimum 
condition. To do the extraction, 40 g of the plant was 
first weighed and 300 mL of 80% ethanol was added to 
the plant and kept in a shaker system for 24 h (90 rpm). 
After 24 h, it was filtered and placed in an incubator at 
37°C to completely evaporate the alcohol. 

Determination of Minimum Inhibitory 
Concentration (MIC) of Plant Extract 

MIC experiments were performed according to the 
dilution method in the microplate for the extract. MIC 
was performed three times by microdilution method 
on 96 well plates. The extract was poured into wells at 
concentrations of 15.6 to 1000 µg / mL and with 

Mueller Hinton Broth (MHB) it reached to the 
concentration of 195 µL. All wells were added with 5 
µL of microbial culture of isolates at half McFarland 
concentration. The MIC value was considered as the 
lowest inhibitory concentration of bacterial growth. It 
should be noted that wells containing non-extracted 
bacteria were considered as negative controls and 
wells containing standard bacteria S. aureus ATCC 
25923 and extracts were considered as positive 
controls to determine MIC concentration. 

Extraction of RNA from Staphylococcus aureus 
Treated with subMIC Extract 

Bacterial cell lysis and RNA extraction were 
performed using RNX solution (Sinagen) according to 
the protocol. The cDNA construct was performed 
according to the Revert AidTM First Strand cDNA 
Synthesis Kit (Fermentas). The gmk gene (guanylate 
kinase) was used as the reference gene. The primers 
of the gmk and norA genes are presented in Table 1. 

Real-time PCR reaction in the final volume of 25 µL 
was optimized as follows: 12.5 µL of SYBR TM (2X) 
Master Mix (Takara Company), 1 µL of 5 pmol primer 
(Takapoo Biol.), 9.5 µL of deionized water and 1 µL 
cDNA template (100 ng). Thermal program was 
performed as follows with Bioneer exicycler 96: 
Primary denaturation of DNA template was performed 
at 95°C for 10 min, and the second step alternately 
was performed during 40 cycles at 95°C for 20 seconds 
and at 61°C for 40 seconds and 72°C for 20 seconds. 

Data Analysis 

Statistical calculations were performed using 
Graphpad Prims ver.6 software and the results were 
analyzed by one way ANOVA. The difference of target 
genes expression between control and treated samples 
was calculated by Tukey's HSD post-hoc test. Data were 
presented as mean ± standard deviation (SD) and 

P0.05 was considered significant. Real time PCR data 
analysis was performed based on the comparison of the 
threshold cycle with the following formula: 

ΔCt= Ct target-Ct reference 

ΔΔCt=ΔCt test sample - ΔCt control sample 

Relative expression: 2 –ΔΔCt 

 

Table 1.  Primers used in this study 

PCR products (bp) sequences primers 

112 
5'ATCGGTTTAGTAATACCAGTCTTGC3' norA-F 

5'GCGATATAATCATTTGAGATAACGC3' norA-R 

188 
5'TATCAGGACCATCTGGAGTAGG3' gmk-F 

CATCAACTTCACCTTCACGC gmk-R 
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Results 

MIC Results of Artemisia ciniformis Extract Against 
Ciprofloxacin-resistant Strains 

According to the findings of the previous study, out of 
250 clinical specimens, 50 isolates of Staphylococcus 
aureus were isolated and antibiotic susceptibility 
results showed that 68% of the samples (34 samples) 
were methicillin resistant and 24% of them (12 samples) 
were ciprofloxacin resistant and none of the samples 
were vancomycin resistant (18). 

Ciprofloxacin-resistant S. aureus positive isolates 
were affected by concentrations of 15-1.6.6 µg / mL of 
the plant extract over a 24-hour period. The results 
showed that different strains had a range of MIC of 
31.55-500 µg / mL (Table 2). 

The graphs of the amplification of norA and gmk 
genes are shown in Figures 1 and 2. Specific 
amplification of the target gene fragments, primers not 
pairing, and no amplification of non-specific fragment 
for each gene were determined using the melting curve 
(1-2)The results showed that the expression of norA 
gene was significantly decreased compared to the 

reference gene (gmk) after treatment with the plant 
extract. The highest decrease in norA gene expression 
was observed in isolate 6 and the lowest decrease in 
gene expression was observed in isolate 5. The results 
are shown in Figure 3. 

 

Table 2. Determination of MIC of plant extract in 
different strains. 

Isolate number MIC (µg/mL) 

1 62.5 
2 125 

3 31.2 

4 250 

5 500 

6 15.6 

7 62.5 
8 31.2 
9 125 

10 500 

11 31.25 

12 250 
ATCC 35556 500 

 

 

 

Figure 1. Diagram of melting curves of norA genes and gmk genes. 
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Figure 2. Amplification plot of norA and gmk gene in bacterial cells treated with extract. 

 

 

Figure 3. NorA gene expression in extract-treated strains. 

Discussion 

Since ancient times, medicinal plants have been 
used clinically as important sources of secondary 
metabolites (terpenoids, phenolic compounds and 
alkaloids). These plants can directly or indirectly affect 
the activity of efflux pumps. Recently, the use of 
herbal compounds and plant extracts as an alternative 
to antibiotics has received much attention (26). The 
difference in the effect of plant extracts on bacteria 
depends on various factors. In general, plant 
compounds exert their antimicrobial activity through 
a variety of mechanisms (27). 

Due to their antibacterial potential, the use of 
herbal extracts can be an effective, low cost and 
affordable method to reduce antibiotic resistance in a 
wide range of hospital opportunistic bacteria (28). 

The results of our study showed that A. ciniformis 
extract was able to significantly reduce norA gene 
expression in ciprofloxacin resistant strains. It should 
be noted that different expression of norA gene was 
observed in the resistant strains and in the more 

resistant strains a higher relative expression of the 
norA gene was observed. 

Flavinoid sarothrin extracted from Alkann orientalis 
leaves and flowers inhibited norA efflux pump activity 
and inhibited the growth of Mycobacterium 
smegmatis and S. aureus (28). 

The results of the study by Kalia et al. showed that 
capsaicin decreased the MIC of ciprofloxacin for S. 
aureus SA-1199B (norA overproducing), SA-1199 
(wild-type). Increased susceptibility of S. aureus to 
ciprofloxacin was observed. This study showed that 
capsaicin not only decreased the efflux pump activity 
but also decreased the attack of Staphylococcus on 
macrophages (29). 

Studies have shown that the extract and compounds 
of Olympicin A, 5,7-dihydroxy-6- (2-methylbutanoyl) -
8- (3-methylbut-2-enyl) -4-phenyl-2H-chromen-2-one, 
Karavilagenin C and Ailanthoidiol, Boeravinone B from 
aerial parts of Hypericum olympicum L., flowers of 
Mesua ferrea L., aerial parts of Momordica balsamina 
L., root of Zanthoxylum capense and Boerhavia diffusa 
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inhibited and decreased activity of norA efflux pump. 
In other words, they had an Efflux pump inhibitor (EPI) 
(30-34). 

This study was in line with other studies showing 
that A. ciniformis reduced norA gene expression in 
efflux pumps in S. aureus. Decreased norA gene 
expression leads to poor performance of these pumps 
and prevents overflow of antibiotics and other 
disinfectants and pharmaceuticals. Therefore, this 
plant can be used as an appropriate antibacterial drug 
and, on the other hand, it is recommended with 

regard to its antiviral resistance, other efflux studies 
and antiviral antibiotic resistance. 
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استافیلوکوکوس های در ایزوله  norAبر بیان ژن پمپ افلاکس    Artemisia ciniformisاثر عصاره
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مقاوم   استافيلوکوکوس اورئوسدر باکتری    های ایجاد مقاومتانيسمیکی از مک  norAفعاليت پمپ افلاکس  زمینه و اهداف:  

های  ، در ایزوله norAدر کاهش بيان ژن پمپ افلاکس     Artemisia ciniformisبه سيپروفلوکساسين است. در این مطالعه، اثر عصاره  

 مقاوم به سيپروفلوکساسين بررسی شد. استافيلوکوکوس اورئوس

 .Aای مختلف عصاره ه مقاوم به سيپروفلوکساسين، تحت تيمار با غلظت  يلوکوکوس اورئوس اف ست ای ا ه ایزوله  مواد و روش کار: 

ciniformis        قرار گرفتند. پس از استخراجRNA     و سنتزcDNA  بيان ژن افلاکس ،norA    توسطReal Time PCR   .بررسی شد 

در اثر تيمار با مقاوم به سيپروفلوکساسين    اورئوس  وکوکوس استافيل های  در ایزوله  norAداری در بيان ژن  کاهش معنی   : هایافته 

 های مختلف مشاهده شد. در ایزوله   norAعصاره دیده شد. همچنين بيان متفاوتی از ژن 

به عنوان مهارکنندۀ طبيعی، قادر به مهار و کاهش فعاليت پمپ   A. ciniformisرسد عصاره به نظر می  گیری:نتیجه 

 است.    norAافلاکس 
 

   norA  ،Artemisia ciniformis، سيپروفلوکساسين، پمپ افلاکس، استافيلوکوکوس اورئوس  :هاژه وا یدلک
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 رانیپرند، ا   ،ی پرند، دانشگاه آزاد اسلام 

   ایميل:
farzanehtafvizi54@gmail.com     

 مهمقد

، (Staphylococcus aureus) استافيلوکوکوس ائوروس

خانواده ميکروکوکاسه است که یک باکتری  باکتری پاتوژن از

 . (2،1)  رودزای شایع درعفونت های بيمارستانی به شمار میبيماری

های مختلف این باکتری سبب بروز طيف وسيعی از بيماری

. (3)شود های پوستی، پنومونی و اندوکاردیت میاز جمله عفونت

زای بيمارستانی، یکی از عوامل فرصت طلب بيماری

( است. MRSAسيلين )مقاوم به متی فيلوکوکوس اورئوساستا

، MRSAهای ایجاد مقاومت به عوامل ضد باکتریایی در سویه

های ناشی از این هایی در درمان بيماریموجب بروز محدودیت

. یکی از داروهای مناسب و جایگزین برای (4)باکتری شده است 

يلوکوکوس استاف MRSAهای های ناشی از سویهدرمان بيماری

 . (5)  ، داروی سيپروفلوکساسين استاورئوس

تریایی مت باکهای مهم و اصلی ایجاد کنندۀ مقاواز مکانيسم

با استفاده   ن به غير فعال کردن داروتواها، میبيوتيک نسبت به آنتی

، اصلاح هدف، تغيير در دسترسی به هدف از طریق خروج هااز آنزیم

جمع دارو در درون سلول به وسيله ممانعت از تدارو، کاهش جذب و  

 . (7،6)اشاره کرد های افلاکس سيستم 

اومت در برابر های مقترین مکانيسمیکی از مهم

های خروجی هستند که ها در سلول باکتری، پمپبيوتيک آنتی

شوند که در های باکتریایی میها از سلولبيوتيک سبب خروج آنتی

های . حامل(8)شود ده میهای بالينی مشاهبسياری از پاتوژن 

ها براساس توالی آمينواسيدها به پنج خانواده بيوتيک خروجی آنتی

 the major facilitatorها شاملشوند. این خانوادهمیتقسيم  اصلی  

superfamily (MFS) ،the Resistance-nodulation-division 
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(RND) ،the small multidrug resistance (SMR) ،the ATP-

binding cassette enzyme-linked بيوتيک و خانواده آنتی

 . (9)  اکستروژن هستند

توسط یک کانال ای گرم مثبت عمدتا  هکتری داروها از با انتشار  

 ABCیا    MFS  ،SMRهای  اختصاصی غشای سيتوپلاسمی از خانواده 

های انتشار های گرم منفی، پمپ . از ميان باکتری (10)شود  انجام می 

 SMRو  RNDهای چندگانه رایج هستند که متعلق به خانواده 

ل حاضر در حا  بيوتيک آنتی  های دهنده . آناليز انتقال (11)هستند 

. با این حال، (12)ای مورد بررسی قرار گرفته است ده طور گستر به 

، MDRهای انتشار ترین پمپ جالب است بدانيد که برخی از مهم 

است؛ احتمالا این پمپ بيشترین   S. aureusحاصل از    norAپروتئين  

کن های گرم مثبت پاتوژن است و مم پمپ مورد مطالعه در باکتری 

باشد  MRSAاز مقاومت ضد باکتری در  ٪ 10 حداقل  است مسئول 

تواند یک راهکار نویدبخش برای تقویت ها می . مهار این سيستم (13)

 . (14)ها باشد  بيوتيک اثر بخشی آنتی 

ای از اند که طيف گستردهبسياری از مطالعات نشان داده

قاوم به های مهای گياهی ممکن است در مقابل مکانيسمعصاره

 . (15)کنند  ری عملباکت

 asteraceae)درمنه( متعلق به خانواده  Artemisiaجنس 

روید و در غرب ای کوچکی است که در مناطق معتدل میگياه بوته

امریکا، افریقای جنوبی و امریکای جنوبی پراکنده است. این جنس 

ران گونه دارد. این گياه پایا در مناطق مختلفی از ای 34در ایران 

ن و چين مورد توجه فراوانی است. ب سنتی ایراطو در روید می

شوند. های این گياه برای درمان ورم معده استفاده میاغلب گونه

علاوه بر آن دارای خواص بيولوژیکی متعددی چون خواص ضد 

. (16)اکسيدانی و ضدالتهابی هستند باکتریایی، ضدقارچی، آنتی

Artemisia ciniformis روستایاز  2011تبر در اک Baam  پس از

غرمان آباد در اصفهان، استان خراسان، در شمال شرقی ایران 

 .(17)آوری شد جمع 

 A. ciniformisهدف از این مطالعه، بررسی اثر عصارۀ گياه 

 استافيلوکوکوسهای بالينی ایزوله در  norAافلاکس پمپ بر بيان

ای است که تاکنون مطالعه  سيپروفلوکساسين به  مقاوم اورئوس

 است.  نگرفته  صورت ایران دراۀ آن درب

 هامواد و روش

های بالينی این مطالعه در راستای مطالعۀ قبلی و از نمونه

ای که توسط نویسندگان انجام شده بود، آوری شده در مطالعۀجمع 

 شخيصهای بالينی، تآوری نمونه(. چگونگی جمع18استفاده شد )

روفلوکساسين، به سيپاوم قم اورئوس استافيلوکوکوس  هایجدایه

 روش به  بيوگرام( )آنتی آزمایش تست حساسيت ميکروبی انجام

 بررسیو  PCRتوسط  norAشناسایی ژن آگار،  دیفيوژن دیسک

در مطالعه قبلی نویسندگان، ارایه   فعال افلاکس پمپ  وجود فنوتيپی

 . (18)شده است 

 برای بررسی اثر Real Time PCRدر مطالعۀ حاضر از روش 

 ، به شرح ذیل استفاده شد. norAژن ۀ گياه بر روی بيان عصار

 گیریو عصاره A. ciniformisآوری گیاه  جمع

از مرکز ذخایر زیستی و ژنتيکی ایران با   A. ciniformisگياه  

تهيه شد و در شرایط بهينه و مناسب   IBRC1000652کدهرباریمی  

ز گياه وزن رم اگ 40نگهداری شد. برای تهيۀ عصاره، ابتدا ميزان 

درصد به گياه اضافه شد و  80ليتر از الکل اتانول ميلی 300شد و 

قرار داده شد.  rpm90اعت در دستگاه شيکر با دور س 24به مدت 

ساعت از کاغذ صافی و فيلتر سر سرنگ برای فيلتر کردن    24بعد از  

درجه سلسيوس  قرار   37استفاده شد و در داخل انکوباتور در دمای  

 طور کامل تبخير شود. تا الکل آن به ه شدداد

 Minimum ( MICتعیین حداقل غلظت مهاری )

Inhibitory Concentration  عصاره گیاه   

سازی در ميکروپليت برای به روش رقيق MICمایش آز

صورت سه بار تکرار با استفاده از روش به MICعصاره انجام شد. 

صاره در م شد. ع اانجای خانه 96های ميکرودایلوشن در پليت

ها ریخته شد به داخل چاهک 1000تا  µg/mL 6/15های غلظت

 195( تا حجم MHBو با محيط کشت مولر هينتون براث )

ميکروليتر از کشت  5ها، ميکروليتر رسانده شد. به همۀ چاهک

 MICفارلند اضافه شد. مقدار با غلظت نيم مک هاميکروبی ایزوله

شود. وب میرکنندۀ رشد باکتری محسمها  عنوان کمترین غلظتبه

حاوی ، از چاهک MICلازم به ذکر است که جهت تعيين غلظت 

عنوان کنترل منفی و از چاهک حاوی باکتری باکتری فاقد عصاره به

و عصاره   ATCC 25923 استافيلوکوکوس اورئوساستاندارد 

 عنوان کنترل مثبت استفاده شد. به

ئوس افیلوکوکوس اوراستاز باکتری  RNAاستخراج    

 عصاره  subMICتیمار شده با غلظت  

)سيناژن(   RNXفاده از محلول  های باکتریایی با استليز سلول 

دقيقه در  5انجام شد. محتویات ویال کاملا مخلوط شد و به مدت 

،  RNX ليتر از محلولميلی 1به ازای هر  .دمای اتاق انکوبه شد

ثانيه با   15افه شد. به مدت  اض  ميکروليتر کلروفرم به مخلوط  200
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 د مخلوط همگن شد )در این مرحله نباید از ورتکستکان شدی

استفاده شود(. محلول شيری رنگ حاصل شد که نشانه دناتوره 

دقيقه روی یخ انکوبه  5ها به مدت نمونه .ها استشدن پروتئين

دقيقه و در دمای  15به مدت  rpm 1200ها در دور شدند. نمونه

ºC4 يوژ شدند. پس از سانتریفيوژ، سه فاز آبی در بالای تریفسان

در فاز  RNAانی ایجاد شد. مولکول ویال، آلی در پایين و فاز مي

در فازهای ميانی و پایينی )به ترتيب(   DNAآبی بالایی و پروتئين و  

پروتئين  وجود دارند، به همين دليل برای جلوگيری از آلودگی با

جدید منتقل شد.  به آرامی به ویال یی، فاز شفاف بالاDNA و 

به آن اضافه شد  حجم فاز رویی انتقال یافته، ایزوپروپانول سردهم

دقيقه در یخ انکوبه شد  15و بعد از خوب مخلوط کردن، به مدت 

بيشتر،   RNAدست آوردن محصول  توان برای به) در این مرحله می

ها در دور ونهنم نمونه را مدت بيشتری در این مرحله نگه داشت(.

rpm 1200  دقيقه و در دمای  15به مدتºC4  .سانتریفيوژ شد

درصد به آن اضافه   75ليتر اتانول  ميلی  1ر ریخته شد و  فاز رویی دو

شد و مخلوط جهت جداشدن رسوب از ته ویال، به مدت چند ثانيه 

در دمای   rpm  7500دقيقه در دور    8ها به مدت  ورتکس شد. نمونه

ºC4 محلول رویی دور ریخته شد و با وارونه کردن   يوژ شد.ریفسانت

دمای اتاق به مدت چند دقيقه ویال اجازه داده شد تا رسوب در 

خشک شود. لازم به ذکر است که خشک شدن کامل رسوب، 

شود. رسوب در آب موجب کاهش حلاليت آن در مرحله بعد می

دن ل شدرصد( حل شد. برای کمک به ح  1/0)DEPC تيمار شده با

دقيقه 10به مدت ºC60-55ها در حمام آب با دمای رسوب، ویال

به  نگهداری شدند. -ºC80در  RNAهای حاوی انکوبه شدند. ویال

سلول در ادامه کار، قبل  DNAمنظور عدم آلودگی ناشی از وجود 

 استفاده شد.  DNase، از آنزیم cDNAاز سنتز 

پس  ده،استخراج ش RNAاز روی  cDNAبه منظور ساخت 

های کتریحاصل از با RNAمقدار و غلظت از تعيين 

مقاوم به سيپروفلوکساسين مجاور شده با   استافيلوکوکوس اورئوس

عصاره توسط دستگاه نانودراپ، مطابق با  MICهای زیر حد غلظت

 Revert AidTM First Strand cDNA Synthesisکيت ساخت )

Kit Fermenta .استفاده شد ) 

 x10  ،μLبافر    μL  1( به همراه  1000 ng)RNA ه  انتقال نمون

 5/0به یک ميکروتيوب  μL 10و آب تا حجم  DNaseآنزیم  1

درجه   37اضافه شد و در دمای    RNaseليتر استریل و عاری از  ميلی

سازی دقيقه انکوبه شد. به منظور غير فعال 30سلسيوس به مدت 

کوباسيون اناضافه شد و  EDTAاز  DNAse ، μL1فعاليت آنزیم 

دقيقه انجام گرفت.  10درجۀ سلسيوس به مدت  65ای در دم

ها به یخ انتقال یافت و مواد زیر به هر تيوب بلافاصله ميکروتيوب 

 Revertمکمل باکيت  DNAهای ساخت مولکولاضافه شد. 

AidTM First strand cDNA Synthesis Kit (Fermentas ،

 ميکروليتر  5اکنش حاوی  و  گرفت که در آن مخلوطليتوانی( انجام  

ميکروليتر آغازگر شش   RNA  ،5/0، یک ميکروگرم  x5بافر واکنش  

نوکلئوتيدی تصادفی، یک ميکروليتر مخلوط داکسی نوکلئوتيد 

ميلی مولار(، یک ميکروليتر مهارکننده آنزیم  10تری فسفات )

RNase (40 یک ميکروليتر آنزی ،)م رونوشت واحد در ميکروليتر

 20ر )تا حجم نهایی و آب مقطر دو بار تقطيس بردار معکو

درجه سلسيوس   25زمانی به صورت    -ميکروليتر( بود. برنامه دمایی

درجه سلسيوس به  42دقيقه )برای اتصال آغازگر(،  5به مدت 

 5درجه سلسيوس به مدت  70(، cDNAدقيقه )ساخت  60مدت 

وس  سيدرجه سل  4معکوس( و    )غير فعال شدن رونوشت بردار دقيقه

. انکوباسيون مخلوط واکنش به مدت ام گرفتدقيقه انج  5به مدت  

درجۀ سلسيوس در دستگاه ترمو سایکلر  42دقيقه در دمای  60

درجه  70در دمای  RTسازی آنزیم انجام شد. جهت غير فعال

دقيقه قرار داده شد. در نهایت محصول  10سلسيوس به مدت 

جهت بررسی شد.    ریدرجه سلسيوس نگهدا  -20واکنش در دمای  

 gmkاستفاده شد. ژن    SYBER greenاز روش    norAهای  ژن  بيان

استفاده شد. بدین  house keeping)گوانيلات کيناز( به عنوان ژن 

ارایه شده  1در جدول  norAو  gmkهای منظور پرایمرهای ژن 

 :(18)است 

وليتر به ميکر 25در حجم نهایی  Real time PCRواکنش 

 SYBR TM (2X)ازميکروليتر  5/12سازی شد: نهشرح ذیل بهي

Master Mix (Takara Company)  ،1  پرایمرهای ميکروليتر از

 5/9،  )شرکت تکاپو زیست( pmol5 رفت و برگشت با غلظت  

 (. ng100الگو ) cDNAميکروليتر  1و  ميکروليتر از آب دیونيزه

انجام   Bioneer exicycler 96برنامه حرارتی به شرح ذیل با دستگاه  

درجه سلسيوس  95الگو با دمای  DNAسازی اوليه شد: واسرشت 

 40دقيقه، مرحله دوم به صورت متناوب در طول  10به مدت 

درجه به مدت  61ثانيه و  20درجه به مدت  95چرخه با دمای 

 انجام شد.  ثانيه 20درجه به مدت  72ثانيه و  40

 هاوتحلیل آماری دادهتجزیه

 Graphpad Primsز نرم افزار با استفاده ا ریمحاسبات آما

ver.6 ( انجام شد و نتایج با آناليز واریانس یک طرفهOne way 

ANOVA  )های هدف، بين مورد بررسی قرار گرفت. تفاوت بيان ژن

-Tukey‘s HSD postهای کنترل و تيمار شده با روش آماری  نمونه 
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hoc test   محاسبه شد. اطلاعات به صورتmean±standard 

deviation (SD) 05/0اند و نمایش داده شدهP دار در نظر معنی

بر اساس مقایسۀ  Real Time PCRهای گرفته شد. آناليز داده

های آستانۀ چرخۀ آستانه انجام شد. در این مطالعه، اختلاف چرخه 

های تيمارشده با های مورد آزمایش )سلولدست آمده از نمونه به

های تيمار نشده با عصاره( ای کنترل )سلول هعصاره( و نمونه

هدف به ژن مرجع    ، نسبت ژن ΔΔCtا استفاده از فرمول  محاسبه و ب

(gmk از طریق )CtΔΔ–2    محاسبه شد. که فرمول محاسبۀ آن به

 شرح زیر است: 

ΔCt= Ct target-Ct reference 

ΔΔCt=ΔCt test sample - ΔCt control sample 

Relative expression: 2 –ΔΔCt 

 هایافته

علیه   Artemisia ciniformisعصاره گیاه  MICنتایج 

 های مقاوم به سیپروفلوکساسینسویه

نمونه بالينی،   250های مطالعۀ قبلی، از ميان  با توجه به یافته

جداسازی شد و نتایج  استافيلوکوکوس اورئوسایزوله  50تعداد 

 34ها )از نمونهد درص 68بيوتيکی نشان داد که حساسيت آنتی

نمونه(  12رصد )د 24سيلين و از ميان اینها نمونه( مقاوم به متی

ها مقاوم به مقاوم به سيپروفلوکساسين بودند. هيچکدام از نمونه

  .(18)ونکومایسين نبودند 

استافيلوکوکوس  های مقاوم به سيپروفلوکساسين ایزوله 
از   µg/mL 6/15-1000های مثبت تحت تاثير غلظت  اورئوس

د ساعت قرار گرفتند. نتایج نشان دا 24عصاره گياه در مدت زمان 

-MIC  µg/mL  500های مختلف دارای محدوده ای از  که سویه

 (. 2بودند )جدول  25/31

 بر اساس تعداد و درصد یبومان  نتوباکترياس یهازولهیا نيپروفلوکساسيوس پنمیمیا MIC (μg/mL) یفراوان  عیتوز. 1جدول 

 نام پرایمر  توالی پرایمر  (bpات )قطع سایز

112 
5'ATCGGTTTAGTAATACCAGTCTTGC3' norA-F 

5'GCGATATAATCATTTGAGATAACGC3' norA-R 

188 
5'TATCAGGACCATCTGGAGTAGG3' gmk-F 

CATCAACTTCACCTTCACGC gmk-R 

 

های مقاوم به  در سویه  norAبررسی بیان ژن 

 از عصاره   subMICهای  غلظت   سیپروفلوکساسین در 

های مقاوم به در ایزوله  norAبيان نسبی ژن 

مورد مطالعه قرار   Real Time PCRسيپروفلوکساسين توسط روش  

با  Real Time PCRواکنش  cDNAگرفتند. پس از سنتز 

صورت گرفت. نمودار  gmkو  norAپرایمرهای اختصاصی ژن 

داده  نشان 2و1های های مورد نظر در شکلحاصل از تکثير ژن 

. تکثير اختصاصی قطعات ژنی مورد نظر، عدم جفت شدن شده است

پرایمرها و عدم تکثير قطعات غيراختصاصی برای هر ژن با استفاده 

دارای نمودار ذوب  norA. ژن (2-1)از منحنی ذوب تعيين شد 

 بود. 33/82دارای نمودار منحنی ذوب  gmkو ژن  91/83دمای 

 

 

 

 

 

 های مختلف.ویهياه در سه گعصار MIC تعيين. 2جدول 

 MIC (µg/mL) شماره ایزوله 

1 5/62 

2 125 

3 2/31 

4 250 

5 500 

6 6/15 

7 5/62 

8 2/31 

9 125 

10 500 

11 25/31 

12 250 

ATCC 35556 500 
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( gmkنسبت به ژن مرجع )  norAنتایج نشان داد که بيان ژن  

چشمگيری نشان داد.   دار وپس از تيمار با عصارۀ گياه کاهش معنی

های مختلف دیده شد. سویه فاوتی درالبته ميزان کاهش بيان مت

و کمترین  (008/0) 6در ایزوله  norAبيشترین کاهش بيان ژن 

(. نتایج 3( دیده شد )جدول 109/0) 5کاهش بيان ژن در ایزوله 

 نمایش داده شده است.  3در شکل 

 

 

 .gmkو  norAهای نمودار منحنی ذوب ژن. 1شکل 

 

 

 های تيمار شده با عصاره.در باکتری gmkو  norAهای نمودار تکثير ژن. 2شکل 
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 های مختلف مقاوم به سیپروفلوکساسین. در سویه norAنتایج بیان ژن  .3جدول 

  تیمارشده با عصاره با عصاره  تیمارنشده 

 icaتغيير بيان ژن  ct icaميانگين  ct GMKميانگين  ct         icaميانگين  ct GMKميانگين  شماره سویه
ميزان بيان ژن 

GMK 

1 8/18 8/20 7/19 7/26 023/0 1 

2 5/19 65/19 2/20 6/23 085/0 1 

3 19 4/20 3/20 95/26 014/0 1 

4 9/18 55/20 6/19 25/25 051/0 1 

5 2/19 65/18 8/19 3/22 109/0 1 

6 7/19 75/19 4/20 2/27 008/0 1 

7 3/19 05/20 1/20 8/25 025/0 1 

8 8/19 6/19 4/20 75/24 037/0 1 

9 8/19 6/19 4/20 75/24 037/0 1 

10 5/18 95/18 2/20 9/24 021/0 1 

11 1/19 9/19 1/20 7/25 034/0 1 

12 2/19 21/21 7/19 32/27 078/0 1 

ATCC 35556 4/19 5/22 5/19 9/27 032/0 1 

 

 

 .های تيمارشده با عصارهدر سویه norA بيان ژن. 3شکل

 بحث  

بيوتيکی در باکتری های مهم مقاومت آنتی یکی از مکانيسم 

های های افلاکس است. پمپ ، وجود پمپ استافيلوکوکوس اورئوس 

های مقاوم به دارو یافت در سویه  norCو  norA ،norBافلاکس 

 . (19)شوند می 
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ه، پنج گروه اصلی برای  بر اساس ترادف و شباهت اسيدهای آمين 

عبارتند   ها شود. این گروه کس باکتریایی در نظر گرفته می های افلا پمپ 

 Resistance-Nodulation Division (RND) ،Majorازخانواده 

Facilitator Super Family (MFS) ،Small Multidrug Resistance  

 (SMR  ،)Multidrug and Toxic Compound Extrusion (MATE)  ،

ATP Binding Cassette  (20 ) های افلاکس از نظر بالينی  . پمپ

هستند که با آزادسازی انرژی نيرو    MFSیا    RNDهای  مرتبط با گروه 

. یکی از  ( 21) بيوتيک نقش دارند کردن آنتی   محرکۀ پروتون در خارج 

های مهم افلاکس در استافيلوکوکوس اورئوس سيستم  سيستم 

های مهم این  یکی از پمپ  norAاست. پمپ افلاکس  MFSافلاکس 

قادر است   norAخانواده است. مطالعات مختلف نشان داده است که 

قبيل  های هيدروفوب از ترکيبات مختلفی مانند فلئوروکينولون 

نورفلوکساسين، سيپروفلوکساسين، اتيدیوم بروماید را به خارج سلول  

رای  . هم چنين اثبات شده است که سلول باکتری دا ( 22) پمپ کند 

است که مسول ایجاد مقاومت به    norAای و پایدار از ژن  یک بيان پایه 

بيوتيکی است. ارتباط مستقيمی بين افزایش بيان پمپ  ترکيبات آنتی 

 ها وجود دارد.  و افزایش مقاومت به فلئوروکوئينولون   norAافلاکس  

تواند سبب می  norAثابت شده است که ایجاد جهش در ژن 

که این وری ط و فعال شدن این پمپ شود. به  بروز بيان دایمی 

، سبب mRNAها قادرند با اعمال تغيير در ساختار دوم جهش 

 RNasesنيمۀ عمر آن و همچنين کاهش حساسيت به آنزیم  افزایش  

 . ( 23) شوند 

در ایجاد مقاومت   norAنشان داده شده است که پمپ افلاکس  

نقش   وس وکوس اورئ استافيلوک به سيپروفلوکساسين در سویه بالينی  

تواند در پيشنهاد و الگوی اساسی دارد و بررسی حضور این ژن می 

 . (25،  24)درمانی حائز اهميت باشد  

ها در حذف عامل ميکروبی بسيار مفيد بيوتيک استفاده از آنتی 

های بيوتيک ها به آنتی های اخير مقاومت باکتری هستند. اما در سال 

بيوتيک علاوه سوی دیگر خود آنتی مختلف در حال افزایش است. از  

های مهاجم بر روی فلور نرمال بدن بر اثر کشندگی بر روی باکتری 

ها منجر به عوارض تواند در انسان ، تاثير منفی داشته و می هاو سلول 

های اخير در پی یک جایگزین رو محققان در سال جانبی شوند. از این 

های قدیم از زمان د. ها هستن بيوتيک مناسب برای اینگونه آنتی 

های ثانویه )ترپنوئيد، عنوان منابع مهم متابوليت گياهان دارویی به 

های بالينی داشتند و آلکالوئيدها( مورد استفاده  ترکيبات فنوليک و

های افلاکس طور مستقيم یا غير مستقيم بر فعاليت پمپ توانند به می 

های حاصل از عصاره . اخيرا استفاده از ترکيبات گياهی و اثر بگذارند 

ها مورد توجه بسيار بيوتيک عنوان یک جایگزین برای آنتی گياهان به 

 . (26)قرار گرفته است  

استفاده شد تا  A. ciniformisرو در این تحقيق از گياه از این 

های مهم در ایجاد که یکی از ژن  norAنقش آن در کاهش بيان ژن  

مقاوم  کوکوس اورئوساستافيلو های بيوتيکی در سویه مقاومت آنتی 

 به سيپروفلوکساسين است، مورد بررسی قرار گيرد. 

قادر  A. ciniformisما نشان داد که عصارۀ گياه نتایج مطالعۀ 

های مقاوم به سویه در  norAبه کاهش بيان چشمگير ژن 

 norAسيپروفلوکساسين است. لازم به ذکر است بيان متفاوتی از ژن  

تر کاهش بيان های مقاوم م دیده شد و در سویه های مقاو در سویه 

 مشاهده شد.   norAنسبی بيشتری از ژن  

ها به عوامل های گياهی بر باکتری تاثير عصاره  تفاوت در

توان به منطقه جغرافيایی مختلف وابسته است که از آن ميان می 

رویش، رقم و سن گياه، روش خشک کردن، روش استخراج ترکيبات 

طور ل، غلظت عصاره و نوع محيط کشت اشاره نمود. به موثر، نوع حلا 

د را از طریق کلی ترکيبات گياهی خاصيت ضد ميکروبی خو 

سازوکارهائی چون تجزیه دیواره سلولی، افزایش اسيدیته سيتوزولی، 

آسيب به غشای سلولی، نشت محتویات سلول به خارج، اختلال در 

های حياتی نظير نزیم نقل و انتقال پروتون و اختلال در فعاليت آ 

ATpase   (27)کنند  و جلوگيری از متابوليسم باکتری اعمال می. 

ز عصاره های گياهی بعلت پتانسيل ضد باکتریایی که استفاده ا 

هزینه و قابل دسترس جهت تواند یک روش موثر، کم دارند، می 

های فرصت بيوتيکی در طيف وسيعی از باکتری کاهش مقاومت آنتی 

انی باشد. بنابراین یافتن گياه طبی اثرگذار در این امر طلب بيمارست 

های کاهش فعاليت پمپ  به عنوان یک راهکار جدید و موثر در 

بيوتيکی در روشی دنبال آن کاهش مقاومت آنتی و به   norAافلاکس  

 . (28)تواند مفيد واقع شود هزینه می وابسته به طب سنتی و کم 

اثير ترکيبات خاص بر مطالعات مختلفی در زمينه بررسی ت

 های افلاکس انجام شده است.های پمپ روی بيان ژن 

 orientalis برگ و گل  استخراج شده از    sarothrinفلاوینوئيد  

Alkann   سبب مهار فعاليت پمپ افلاکسnorA  رشد و مانع از

Mycobacterium smegmatis    و S.aureus    (28)شد .  

kalia  بررسی تعيين نقش به  ، 2012و همکارانش در سال

capsaicin (8-methyl-N-vanillyl-6-nonenamide)  به عنوان

 S. aureus SA-1199B (NorAدر  norAمهارکننده پمپ 

overproducing)  ،SA-1199 (wild-type)  وSA-K1758 (norA 
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knockout)  و تاثير آن در حمله بهcell line J774  ماکروفاژ توسط

S. aureus   ار سه بعدی  پرداختند. ساختNorA    با استفاده ازin silico 

نشان داد   capsaicinداکينگ  بينی شد و مطالعاتپيش 

 S. aureusسيپروفلوکساسين در   MICسبب کاهش     capsaicinکه 

SA-1199B, SA-1199    شود. بطوریکه سبب افزایش حساسيت میS. 

aureus   به سيپروفلوکساسين شد. ممانعت ازethidium bromide 

efflux    توسطNorA-overproducing S. aureus SA-1199B   نقش

capsaicin   را به عنوان مهارکننده پمپNorA efflux  .تایيد کرد

نه تنها   capsaicinاین مطالعه برای اولين بار نشان داده است که 

شود بلکه سبب کاهش حمله سبب کاهش فعاليت پمپ افلاکس می 

 .(29)شود  نيز می ها به ماکروفاژها استافيلوکوک 

 ، Olympicin Aعصاره و ترکيبات مطالعات نشان داد که 

   5,7-dihydroxy-6-(2-methylbutanoyl)-8-(3-methylbut-2-

enyl)-4-phenyl- 2H-chromen-2-one ،Karavilagenin C    و

Ailanthoidiol   ،Boeravinone B  های هواییاندام حاصل از 

Hypericum olympicum L. های ، گلMesua ferrea L. های ، اندام

  Zanthoxylum capense، ریشه  .Momordica balsamina Lهوایی  

سبب مهار و کاهش فعاليت پمپ افلاکس  Boerhavia diffusaو 

norA  ( شدند. به عبارتی نقش مهارکنندۀ پمپ افلاکسEPI )

Efflux pump inhibitor    (34  - 30)داشتند. 

استا با مطالعات دیگر بيانگر این بود هم همر نتایج این مطالعه  

های پمپ  norAبيان ژن سبب کاهش A. ciniformis که گياه 

. کاهش بيان ژن شد  استافيلوکوکوس اورئوس افلاکس در باکتری 

norA  شده و از تراوش زیاد ها ، باعث عملکرد ضعيف این پمپ

کننده و دارویی جلوگيری ها و سایر مواد ضدعفونی بيوتيک آنتی 

عنوان داروی مناسب شود. بنابراین قابليت استفاده به می 

باکتریال دارد و از طرفی با توجه به اهميت مقاومت آنتی آنتی 

های افلاکس و مقایسۀ الگوی مقاومت بيوتيکی، مطالعۀ سایر پمپ 

 يکی پيشنهاد میشود.آنتیبيوت 

 پاسگزاریس

تشکر و از دانشگاه آزاد اسلامی واحد پرند و دکتر بازرگان   

 گردد.قدردانی می 

 عارض در منافع ت

 منافعی  تضاد  گونه هيچ  نویسندگان  حاضر،  مطالعۀ  انجام  در 

 .اند نداشته 

 بع مالیمنا

 نویسندگان تامين شده است.منابع مالی این تحقيق توسط،  
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