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اثر آنتي باكتريال آلكالوئيد استروئيدهاي نيشكر، شوكران وعروسك پشت پرده بر روي تعدادي از باكتريهاي گرم مثبت وگرم منفي
غلامرضا طالعي1، محمد هادي مشكوه السادات2، بهرام دلفان1
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مقدمه

آلكالوئيد استروئيدها يكي از مهمترين تركيبات آلي نيتروژن دار هستند كه داروها و سموم زيادي از آنها ساخته شده است. اين مواد بطور طبيعي در گياهان، ميكروبها و موجودات مختلف، بيوسنتز شده و از آنها استخراج 
مي شوند (1). 

پزشكي امروز از آلكالوئيد استروئيدها داروهاي زيادي برضد درد، سرطان و پاركينسون تهيه مي كند و اثرات ايمنومدولاسيون و ضد مالارياي آن نيز گزارش شده است 
(3-1). مطالعه اثرات ضد باكتريائي آلكالوئيد استروئيدهاي استخراج شده از برگ و پوست ساقه زيتون1 نشان داده است كه اين مواد بر باكتريهاي گرم مثبت بيشتر موثرند تا بر گرم منفي (2). 

حداقل غلظت تاثير باكتريواستاتيك آنها براستاف ارئوس برابر با
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95 =MIC2 و اثر باكتريوسيدال آنها نيز
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180MBC=3 گزارش شده است(2). در اين مطالعه تجربي، اثرات ضد باكتريائي به وجود آلكالوئيدي بنام كانسين4 نسبت داده شده است (2). در مطالعه ديگري آلكالوئيدهاي گياهHydrastis Canadaline به كانادالين5 و بربرين6 نسبت داده شده است (4). در اين پژوهش، اثرات ضد باكتريايي آلكالوئيد استروئيدهاي تام استخراج شده از نيشكر7، شوكران8 و عروسك پشت پرده9 مورد آزمايش قرار گرفته اند.
مواد و روشها 

براي انجام اين مطالعه تجربي نيشكر از شادگان جمع آوري و از ساقه آن براي استخراج آلكالوئيد استروئيد استفاده شد.شوكران از حوالي ازنا جمع آوري وبرگ وگل آن مورد استفاده قرار گرفت. عروسك پشت پرده از حوالي خرم آباد جمع آوري وميوه وبرگ آن مورد استخراج قرار گرفت. ساقه برگ، گل و ميوه گياهان در سايه خشك و پودر گرديد. 
ابتدا با متانل در دستگاه سوكسله عصاره آن استخراج ودر خلاء تغليظ شده سپس با اسيد كلريدريك 2M)) اسيدي وبا كلروفرم شسته شد تا تركيبات خنثي آن جدا گرديد و سپس كلروفرم تبخير گرديد و رسوب در متانل دوباره حل و با آمونياك تا 5/8 =PH بازي گرديد. 

مجدداً با كلروفرم آلكالوئيدهاي آن چند بار استخراج گرديد. مجموع مواد استخراج شده با آب شستشو شدند وروي سولفات سديم وخلاء خشك گرديد تا آلكالوئيد تام بدست آمد.اين آلكالوئيد مجدداً در متانل حل واز فيلتر باكتريولوژيك عبور داده شد تا استريل گردد (2). 
سپس جهت تهيه ديسك براي آزمايش ديسك ديفيوژن (DD)10 مورد استفاده قرار گرفتند. ديسكها پس از تبخير متانل، مصرف شدند. براي آزمايش، برات ميكرودايلوشن11 متانل در زير هود لامينار تبخير و آلكالوئيد استروئيد ها در 96% سرم فيزيولوژي و 4% متانل بازسازي ومورد آزمايش قرار گرفتند (2). 

آزمايش حداقل غلظت مهار كنندگي(باكتريو استاتيك) (MIC) در پليت98 خانه استريل (نانك دانمارك)12 و با روش برات ميكرو دايلوشن انجام شد (5). به اين ترتيب كه ابتدا از محيط كشت مولرهينتون برات (مرك آلمان)
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100 داخل 96 چاهك ميكروپليت ريخته شد؛ سپس به يك رديف 
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100 عصاره اضافه گرديد و از خانه دوم به سوم و به همين ترتيب تا خانه دهم رقيق گرديد. در رديف ديگري هم 
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100 از آنتي بيوتيكهاي سيپروفلوكساين وجنتامايسين مناسب با حساسيت باكتري موردآزمايش اضافه وطبق روش بالا رقيق شد. 
درآخر به همه چاهك‌ها
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100 سوسپانسيون ميكروبي رقيق شده معادل لوله نيم مك فارلند1 (5) اضافه شد. بعد از 24 ساعت انكوباسيون دردماي 37 درجه سانتيگراد، بوسيله پايه پليت2 كه به همين منظور ساخته شد كف پليت زير نور مشاهده شد. وجود كدورت كه نشان دهنده رشد باكتري يا عدم رشد آن است. در جدول مخصوص يادداشت گرديد. طبق تعريف غلظت آخرين (رقيق ترين) چاهكي كه هيچ كدورتي در آن ايجاد نشده بود معادل MIC قرار داده شد. كنترل عصاره آلكالوئيد محيط كشت وميكروب نيز جداگانه منظور گرديد. 
براي تعيين MBC، 
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100 از سه خانه ما 
قبل خانهMIC به طور جداگانه روي محيط مولر هينتون آگار مرك آلمان كشت داده شد. پس از 24 ساعت، كمترين غلظت از عصاره آنتي بيوتيك كه باكتري در آن رشد نكرده بود به عنوان غلظت كشندگي MBC گزارش شد (5).
جهت آزمايش DD، باكتريها را روي محيط ايزوسنسي تست آگار3 كشت داده يا ديسك هاي حاوي عصاره و ديسك هاي آنتي بيوتيك روي آن قرار داده شد. پس از24 ساعت،قطر هاله عدم رشد را از پشت پليت با خط كش اندازه گيري و نتايج حاصل از آنتي بيوتيكها را با جداول NCCLS4 مقايسه گرديد.
بجز يك مورد،همه باكتريهايي مورد استفاده در اين آزمايش ها، باكتريهايي استانداردداراي كد از ATCC5 بودند. از نظر آماري همه آزمايش ها سه بار تكرار شدند و متوسط (ميانگين حسابي) نتايج آنها محاسبه و ارائه گرديدند.
يافته ها

آلكالوئيد استروئيدهاي استخراج شده از نيشكر، شوكران و عروسك پشت پرده در آزمايشات باكتريولوژيك برات ميكرودايلوشن، ديسك ديفيوژن بر عليه شش 
باكتري استاندارد مورد آزمايش قرار گرفتند كه نتايج 
آن ارائه گرديده اند (جداول 1و2). آلكالوئيد استروئيدهاي استخراج شده از نيشكر در رقت پايين
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40 MIC= بر باسيلوس سروس و انتروكك فكاليس اثرباكتريواستاتيك نشان دادكه قابل توجه مي باشد. اثر كشندگي اين مواد براين دو باكتري در غلظت 
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600MBC= مشاهده گرديد. 
همچنين در غلظت 
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150MIC= رشد استاف اپيدرميس را نيز متوقف نمود؛ اما در غلظت مورد آزمايش اثر آنتي باكتريال آلكالوئيد استروئيد نيشكر بر اشرشياكلي، سودوموناس ائروژينوزا و استافيلوكك ارئوس مشاهده نگرديد (جدول 2).    1
شوكران نيز اثر آنتي باكتريال بر باسيلوس سروس، استاف اپيدرميديس و انتروكك فكاليس از خود نشان داد. اثر باكتريواستاتيك 
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150MIC= بر استاف اپيدرميديس و باسيلوس سرويس مشاهده گرديد كه همراه با اثر باكتريوسيدل 
[image: image12.wmf]ml

g

/

m

600MBC= برايند و باكتري همراه بود (جدول 1،2 ).  .
جدول شماره 1ـ تعيين متوسط (3n=) غلظت MIC و MBC آلكالوئيد استروئيدهاي استخراجي از نيشكر،عروسك پشت پرده وشوكران بركوكسي هاي گرم مثبت (ميكروگرم درميلي ليتر)

	انتروكك فكاليس

ATCC 29212
	استاف اپيدرميديس

ATCC 1228
	استاف ارئوس

ATCC25923
	

	MBC
	MIC
	MBC
	MIC
	MBC
	MIC
	آلكالوئيد استروئيد

	600>
	40
	600>
	150
	600>
	*600>
	نيشكر

	600
	600
	600
	150
	600>
	600>
	شوكران

	600>
	150
	600>
	150
	600>
	600>
	عروسك پشت پرده

	49/0
	17/0
	49/0
	12/0
	05/0
	04/0
	سيپروفلوكساsين


*غلظت بيشتر از 600 ميكروگرم در ميلي ليتر آزمايش نگرديد. 

جدول شماره 2ـ تعيين متوسط (3n=) غلظت MIC و MBC آلكالوئيد استروئيدهاي استخراجي از نيشكر، عروسك پشت پرده و شوكران بر باسيلهاي گرم منفي و گرم مثبت (ميكروگرم در ميلي ليتر) 

	باسيلوس سروس


	سودوموناس ائروژينوزا

ATCC 1228
	اشرشياكلي

ATCC25923
	

	MBC
	MIC
	MBC
	MIC
	MBC
	MIC
	آلكالوئيد استروئيد

	600
	40
	600>
	600>
	*600>
	150
	نيشكر

	600
	150
	600>
	600
	600
	600
	شوكران

	150
	150
	600>
	600>
	600
	150
	عروسك پشت پرده

	002/0
	002/0
	95/1
	1/95
	48/0
	08/0
	سيپروفلوكساسين

	-
	-
	05/0
	05/0
	-
	-
	جنتامايسين


* غلظت بيشتر از 600 ميكروگرم در ميلي ليتر آزمايش نگرديد.
آلكالوئيد استروئيدهاي استخراجي از عروسك پشت پرده نيز اثر آنتي باكتريال داشتند، بطوريكه درغلظت
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150MIC= رشد چهار باكتري اشرشياكلي، استاف اپيدرميديس، انتروكك فكاليس و باسيلوس سروس را متوقف نمود (جدول1و2). بعلاوه اثر باكتريوسيدال آنها بر اشرشياكلي، باسيلوس سروس نيز در غلظت 
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600MBC= نيز مشاهده شد (جدول 1و2). اثر آنتي باكتريال اين گياه با روش ديسك ديفيوژن نيز قابل مشاهده بود به طوريكه هاله مهار رشد برابر با 10 ميليمتر در اطراف كلني باسيلوس سروس مشاهده گرديد. 

در آزمايش با روش ديسك ديفيوژن، هاله عدم رشد به قطر 10 ميليمتر در اطراف ديسك حاوي عصارة عروسك پشت پرده مشاهده شد. براي ساير آلكالوئيد استروئيدها هاله عدم رشد مشاهده نگرديد. در همين آزمايش هاله عدم رشد در اطراف ديسك هاي كنترل يعني سيپروفلوكساسين 25 ميليمتر، تتراسايكلين 22ميليمتر و جنتامايسين 18ميليمتر بود.
بحث 

آلكالوئيد استروئيدهاي استخراجي از ساقه نيشكر در غلظت پائين بر رشد انتروكك فكاليس و باسيلوس سروس اثر مهاركنندگي و كشندگي قابل ملاحظه‌اي داشت. اثر مهار كنندگي بر اشرشياكلي و استاف اپيدرميديس نيز در غلظت كمي بالاتر نيز مشاهده شد (جدول 1،2). شوكران نيز اثر آنتي باكتريال متوسطي بر استاف اپيدرميديس و باسيلوس سروس داشت كه اين اثر بر انتروكك فكاليس و اشرشياكلي كمتر مشاهده شد (جدول 1،2). 

عروسك پشت پرده بر باسيلوس سروس اثر باكتريو استاتيك و كشندگي كه مقادير
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150 براي هر دو شاخص يكسان بود. اين اثر با روش ديسك ديفيوژن نيز مشاهده گرديد. هر چند اثر باكتريواستاتيك متوسطي از آلكالوئيد استروئيدهاي اين گياه بر روي بعضي از باكتريها مشاهده شد؛ اما در مقادير آزمايش شده آلكالوئيدهاي عروسك پشت پرده بر بيشتر باكتريها اثر باكتريوسيدال نداشت (جدول 1،2). 

در بررسي مقالات منتشر شده گزارشي از اثر 
آنتي باكتريال اين گياهان ملاحظه نگرديد. اثرات تحريك ايمني مواد استخراجي از قند بر روي موش مشاهده شده است (6). عصاره آبي استخراج شده از ميوه عروسك پشت پرده داراي مواد آنتاگونيست استروژن ميباشد (7).در مقايسه با آلكالوئيد استروئيدهاي گياهان داروئي گزارش شده (2، 3، 4)، اثرات ضد باكتريايي گياهان مورد آزمايش نيز بيشتر بر باكتريهاي گرم مثبت قابل مشاهده بود تا گرم منفي. همچنين اثر باكتريواستاتيك نيز فراوانتر و قويتر از باكتريوسيدال مشاهده ميشود. روش ديسك ديفيوژن در مقايسه با دو روش ديگر كمتر حساس و اختصاصي بوده و لذا به تنهائي مورد استناد نمي باشد. تعيين تركيب و درصد آلكالوئيد استروئيدهاي مورد آزمايش نيازمند استفاده از روشهاي HPLC وGC/MS است كه در گزارشات در دسترس تركيبات مذكور ملاحظه نشده است. اثرات سينرژيستيك بين آلكالوئيدهاي گياهان گزارش شده است (4). با توجه به مصرف عمومي طولاني مدت نيشكر در انسان، استخراج و خالص سازي آلكالوئيدهايي آن و بررسي اثرات متقابل آنها و آزمايش باليني آنها در درمان عفونتهاي بعضي از باكتريها مانند عفونتهاي مقاوم به آنتي بيوتيك انتروكك فكاليس بسيار مفيد مي باشد.

تشكر و قدرداني
بدينوسيله از همكاري خانم مهين بهزادي و آقاي اسماعيل رادسري تشكر و قدرداني مي گردد.
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چكيده


مقدمه: آلكالوئيد ها از مواد بيولوژيكي موثري هستند كه در گياهان از جمله گياهان داروئي وجود دارند ولذا استخراج وآزمايش اثرات ضد باكتريايي آنها اهميت فراواني در پزشكي، صنايع داروئي و غذايي دارد. 


مواد و روشها: آلكالوئيد استروئيد هاي سه گياه مهم داروئي نيشكر، شوكران وعروسك پشت پرده استخراج واز نظر اثر مهار رشد (MIC) وكشندگي (MBC) باكتريها با روش برات ميكرودايلوشن و ديسك ديفيوژن بر روي محيط كشت مولر هينتون وايزوسنسي تست آگار مورد آزمايش قرار گرفتند. 


يافته ها: نتايج نشان داد كه آلكالوئيد استروئيدهاي استخراج شده از نيشكر برانتروكك فكاليس وباسيلوس سروس اثر مهار كنندگي رشد درغلظت � EMBED Equation.3  ���40=MIC وكشندگي � EMBED Equation.3  ���600 MBC= دارد. عصارة شوكران نيز در غلظت � EMBED Equation.3  ���600 MIC=MBC= يا كمتر بر اشرشياكلي، انتروكك فكاليس استاف اپيدرميديس وبا سيلوس سروس موثربود. عروسك پشت پرده فقط بر باسيلوس واشرشيا كلي اثر باكتريواستاتيك وباكتريوسيدال داشت و بر باكتري هاي ديگر مورد آزمايش اثر باكتريوسيدي مشاهده نگرديد. تقريباً هيچيك از آلكالوئيد استروئيدهاي مورد آزمايش بر استاف ارئوس وسودموناس ائروژينوزا اثر آنتي باكتريال نداشتند. 


نتيجه گيري: با توجه به نتايج فوق مي توان پيشنهاد نمود تا با آزمايش بر حيوانات آزمايشگاهي اثراتin-vitro الكالوئيد استروئيد هاي گياهان فوق را بررسي نمود.�
�
 واژه هاي كليدي: آنتي باكتريال، گياهان داروئي،آلكالوئيد استروئيد�
�












1- استاديار ـ عضو هيئت علمي دانشگاه علوم پزشكي لرستان، (دانشكده پزشكي)


 2- استاديار ـ عضو هيئت علمي دانشگاه لرستان، گروه شيمي
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1. Holarrhena pubescens


2. Minimal Inhibitory Concentration (MIC)


3. Minimum Bactericidal Concentration (MBC)


4. Conessine Conessine	


5. Canadaline   	9. Physalis alkekengi


6. berberine	10. Disk Diffusion test (DD)


7. Saccharum officinarum	11. Broth micro dilution test


8. Olenanthe fistulosa	12. Nunc Denmark


1. Mc Farland 0.5 Standar


2. Tray – reading stand


3. Isosensitest agar


4. National Committee for Clinical Laboratory Standard (NCCLS)


5. American Type and Culture Collection (ATCC)








_1163396162.unknown

_1163396200.unknown

_1163403877.unknown

_1163316506.unknown

_1163316523.unknown

_1163316533.unknown

_1139540396.unknown

