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چکیده
توانـد نقـش   مـی ینسیلمتیي استافیلوکوکوس اورئوس مقاوم به هاي مولد بیوفیلم در سطح سلولهابیان ژنزمینه و هدف:

ي هاژن(درمنه) علیه فعالیت ضد میکروبی گیاهان گونه آرتمیزیااز آنجایی کهکند. ءمؤثري را در مقاومت و بیماري زایی ایفا
icaA،icaDي هاآرتمیزیا اولیوریانا بر بیان ژنالکلیارزیابی اثر عصاره با هدفلذا این مطالعه،مولد بیوفیلم حائز اهمیت است

انجام شده است.سیلینمتیدر استافیلوکوکوس اورئوس مقاوم به ebpsو
حـداقل  آرتمیزیا اولیوریانا تهیه شـد و سـپس  اهیعصاره گبود. ابتدا آزمایشگاهی مطالعاتاین مطالعه از نوع: هامواد و روش

به دسـت آمـد،   mecAواجد ژن S.aureusي هاعلیه سویهغلظت مهارکنندگی رشد براي عصاره گیاه به روش میکرو دایلوشن 
بـا روش  سـیلین موجود در استافیلوکوکوس اورئوس مقاوم به متـی ebpsوicaA،icaDي هابیان ژنتر، سپس در غلظت پایین

Real-Time PCRرر مـورد تجزیـه و تحلیـل    ي مک ـهابه دست آمده با استفاده از آنالیز واریانس با اندازه گیريبررسی و نتایج
.قرار گرفت

پس لیتر بود. میلیمیکروگرم در 512آرتمیزیا اولیوریانا داراي حداقل غلظت مهارکنندگی رشد معادل الکلیعصاره : هایافته
آرتمیزیـا  نیدرمـا ي مذکور در نمونه استاندارد تحت تیمـار بـا گـروه   هابیان ژندار معنیکاهش ساعت، 16و 8، 4از گذشت 
.>p)05/0(مشاهده شد اولیوریانا 

ي مولد بیوفیلم بود و این کاهش بیـان، در  هاآرتمیزیا اولیوریانا داراي ترکیباتی براي مهار بیان ژنالکلیعصاره نتیجه گیري: 
دیده نشد.Houskeeping DNA gyrase-Bژن مرجع

سیلینمتی، فیلوکوکوس اورئوساستااي پلیمراز، ي زنجیرههاواکنشآرتمیزیا اولیوریانا، بیوفیلم، ي کلیدي: هاواژه
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1397، سال 2، شماره 17دوره رفسنجانکینشگاه علوم پزشمجله دا

مقدمه
يهااستافیلوکوکی، عفونتيهاعفونتسایرمشابه

سیلین متیبهمقاوماورئوساستافیلوکوکوسازناشی
(Methicillinresistant Staphylococcus aureus;

MRSA) زیانوندرمادرشکستاحتمالافزایشبا

ترین عوامل در از مهم]. 1[باشندمیهمراه اقتصادي

این باکتري توانایی تشکیل بیوفیلمزاییبیمارياپیدمی و 

، مقاومت بالا، توانایی زنده چسبناكوچندلایهباکتریایی

ي زنده و غیر زنده، توانایی انتقال هاماندن در محیط

ي هار بخشتوسط پرسنل و تجهیزات بیمارستانی د

]. 2باشد [میمختلف بیمارستان 

ازايیافتهاجتماع سازمانعنوانبههابیوفیلم

شامل وچسبندمیسطوحبهکههستندهاباکتري

جنسازوسلولیخارجپلیمرهايمانندی مختلفترکیبات

هاپروتئینونوکلئیکاسیدهايپلی ساکاریدها،اگزو

باعث،کوتاهزمانیبازه درمواداینبالايتولید د. باشنمی

باعث نهایتدروهاتجمعی باکتريسایزافزایش

هانوتروفیلتوسطهاباکتريفاگوسیت شدنازجلوگیري

یکعنوانبهبیوفیلمتولیدچنین،هم]. 3د [شومی

آنتیفعالیتازممانعتجهت مکانیسم کلیدي

استافیلوکوکیيهاعفونتضدمصرفیيهابیوتیک

].4[باشدمی

ي هاترکیبات ضد میکروبی طبیعی همچون عصاره

را ي مقاوم به آنتی بیوتیک هاگیاهی، بیوفیلم باکتري

ي گیاهی و هاعصارهتحت تأثیر قرار داده است. 

ي ثانویه گیاهان محسوب هاترکیباتشان به عنوان متابولیت

است که شناخته هااثرات آنتی باکتریال آنها مدتشده و

ي دارو هادر زمینهصاًشده است و کاربردهاي زیادي خصو

-Methicillinبا توجه به اینکه ]. 5و درمان دارند [

Resistan Staphylococcus aureus تشکیل دهنده

بیوفیلم، به طور گسترده در دنیا و نیز کشور ما سالانه 

تواند به لحاظ میاوانی را به همراه داشته و مضرات فر

باشد، لذا میصنعتی و بهداشتی بسیار مشکل آفرین 

بررسی توانایی گونه گیاهی مورد بررسی در این تحقیق 

از اهمیت بالایی برخوردار باکتري مذکور علیه بیوفیلم

با توجه به مطالعات انجام شده در باشد. از این رو می

]، این 6ي آرتمیزیا [هاواص ضد باکتریایی گونهزمینه خ

آرتمیزیا اولیوریانا الکلیارزیابی اثر عصاره مطالعه با هدف 

در استافیلوکوکوس ebpsوicaA،icaDي هابر بیان ژن

از گیاهان آرتمیزیاانجام شد.سیلینمتیاورئوس مقاوم به 

، پیچان ايبوتهعلفی،يهاو به صورتتیره آستراسه بوده 

گیاهان این تیره در تمام جهان وجود دارد. یا درخت 

مناطق خشک ودرهاگستردگی آنولی ،پراکندگی دارند

بیشتر است. ارتفاعات معتدلنیز نیمه خشک تحت حاره و

هامواد و روش
است و در مجتمع این مطالعه از نوع آزمایشگاهی

اد اسلامی واحد تهران شمال در آزمایشگاهی دانشگاه آز

انجام گرفت. در این مطالعه سویه 94-95سال تحصیلی 

Methicillin-Resistantاستاندارد باکتري

Staphylococcus aureus ATCC33591 از بانک میکروبی

محیط مولر هینتون آگار و دروانستیتو پاستور ایران تهیه 

,Heraeus)مولر هینتون براث کشت داده شد Germany)
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انکوبه ساعت 24گراد به مدتدرجه سانتی37و در دماي 

].7[شد

گیاه آرتمیزیا اولیوریانا از مرکز ذخایر زیستی ایران 
(Accession No: IBRC P1000640, field No: 373)

به طور Maserationبه روش و عصاره گیريخریداري شد

گرم 20به ازاي هر خلاصه به این صورت انجام شد که 

) استفاده درصد80ر حلال (اتانول لیتمیلی300گیاه از 

روز در حلال خیسانده شد و 6د و گیاه مدت زمان ش

,whatman)توسط کاغذ صافی محلول به دست آمده 

England) فیلتر و سپس تا زمان تبخیر کامل حلال در

قرار داده (Valera, USA)درجه سانتی گراد37انکوباتور 

به منظور بررسی خواص آنتی باکتریال عصاره ]. 8د [ش

الکلی آرتمیزیا اولیوریانا، بر پایه روش میکرودایلوشن عمل 

شد. پس از تعیین کمترین غلظت مهارکنندگی عصاره، 

لیتر میلیگرم بر میلی5/0تا 4096ي رقت از هاسریال

]. بعد از 9[شدبراي عصاره گیاه آرتمیزیا اولیوریانا تهیه 

گذاري، وجود کدورت در مقایسه با چاهک خانهگرم

به عنوان شفافیتوجود رشد باکتري و به عنوانکنترل 

البته جذب نوري عدم رشد باکتري در نظر گرفته شد.

نانومتر توسط دستگاه الایزا 630در طول موج هاچاهک

نیز خوانده شد. (Automatic Elisa TKA, USA)ریدر 

رشد باکتري هیچ گونه ترین غلظتی که در آن پایین

مشاهده نشد به عنوان حداقل غلظت بازدارندگی تعیین 

]. 10شد [

را ترین غلظت مهارکنندگی پایینیک غلظت کمتر از 

ساعت به واسطه 16و 8، 4ي هادر نظر گرفته و در زمان

RNAعصاره گیاهان مورد نظر تیمار شد. سپس استخراج 

(شرکت RNAX-PLUSاستفاده از کیت مخصوص با

سیناژن، ایران)، انجام و پس از آن غلظت و جذب نوري 

ي استخراج شده با کمک نانودراپ هاRNAتمامی 

(Nanodrop Bio Tek Epoch, USA).اندازه گیري شد

استخراج شده از RNAازcDNAبه منظور ساخت 

Revert Aid First Strand cDNAکیت مخصوص

Synthesis Kit (Thermo Fisher Scientific, USA)

icaA،icaDي هابراي تعیین میزان بیان ژناستفاده شد.

]. براي 11د [استفاده شQ-PCRاز تکنیک ebpsو  

تعیین کارایی پرایمرهاي مورد استفاده در این پژوهش، 

cDNAرقیق شده و براي هر رقت ،ي مولد بیوفیلمهاژن

Q-PCRنجام شد. اQ-PCR  طبق پروتکل کیتRealQ

Plus 2X Master MIX Green (Amplicon, Denmark)

Step One Plus Real-Tim (ABI, USA)در دستگاه 

PCR با استفاده از آنالیز هادر انتها کلیه دادهد. شانجام

مورد 22نسخه Spssي مکرر هاواریانس با اندازه گیری

به عنوان >05/0pاري قرار گرفت وتجزیه و تحلیل آم

ر در نظر گرفته شد.معنی داسطح 

نتایج
14آرتمیزیا اولیوریانا در الکلینتایج بررسی اثر عصاره 

، 128، 256، 512، 1024، 2048، 4096غلظت مختلف (

لیتر) بر میلیمیکروگرم بر 5/0، 1، 2، 4، 8، 16، 32، 64

16و 8، 4بعد از in vitroتحت شرایط MRSAبیوفیلم 

به دست آمده کمترین بر اساس نتایج.شدساعت بررسی 

512آرتمیزیا اولیوریانا برابر با الکلی عصاره غلظت مؤثر

عصاره و عملکرد ضد باکتریایی بود لیتر میلیمیکروگرم در 

وابسته به MRSAآرتمیزیا اولیوریانا بر بیوفیلم الکلی 

لظت عصاره، افزایش معنی داري و با افزایش غغلظت بود

.>p)05/0(در فعالیت ضد میکروبی مشاهده شد

در ebps)و icaA) ،icaDي بیوفیلمهامیزان بیان ژن

در gyrB (housekeeping gene)مقایسه با ژن مرجع 
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ساعت پس از تیمار با عصاره گیاه 16و 8، 4فواصل زمانی

ي هاس از گذشت زمانو پاولیوریانا معنی دار بودآرتمیزیا

مذکور، میزان بیان هر سه ژن در مقایسه با ژن مرجع 

مقایسه نتایج به دست آمده با ژن ).1(جدول کاهش یافت 

مرجع، اثر مهاري ترکیبات عصاره گیاه آرتمیزیا اولیوریانا 

کند.میرا تأیید icaAبر ژن 

سایر نتایج ثبت شده در جدول خاصیت مهاري عصاره 

ebpsي بیوفیلم هاگیاه آرتمیزیا اولیوریانا بر بیان ژنیالکل

ساعته در 16و 8، 4پس از گذشت تیمارهايicaDو 

دهد.میرا نشان gyrBمقایسه با ژن 

استاندارد در ر نمونهگیري دهاي مختلف اندازهدر ساعتتحت تأثیر آرتمیزیا اولیوریانا ebpsو icaA ،icaDيهامیزان بیان نسبی ژن_1جدول
Relative Expression Softwareبا روش gyr Bمقایسه با 

نتیجه pمقدار  خطاي استاندارد بیان ژن بازده 
واکنش نوع ژن

ي هاژن
مورد 
بررسی

زمان تیمار 
(ساعت)

- - - 1 1 ژن مرجع gyrB -

کاهش بیان 001/0< 574/0-406/0 486/0 1 ژن هدف icaA 4
انکاهش بی 001/0< 354/0-189/0 270/0 1 ژن هدف icaA 8

کاهش بیان 001/0< 041/0-031/0 035/0 1 ژن هدف icaA 16
کاهش بیان 001/0< 500/0-354/0 418/0 1 ژن هدف icaD 4
کاهش بیان 001/0< 354/0-250/0 291/0 1 ژن هدف icaD 8
کاهش بیان 001/0< 044/0-029/0 037/0 1 ژن هدف icaD 18

اهش بیانک 001/0< 233/0-165/0 192/0 1 ژن هدف ebps 4
کاهش بیان 001/0< 082/0-058/0 069/0 1 ژن هدف ebps 8
کاهش بیان 001/0< 010/0-006/0 008/0 1 ژن هدف ebps 16

بحث
ي هابا توجه به اهمیت ترکیبات گیاهی در درمان عفونت

موضوع، ه روز افزون محققان به اینباکتریایی و توج

ي مختلف کنترل بیوفیلم به واسطه این ترکیبات هازمینه

قدرت MRSAفراهم شده است. امروزه مشخص شده که 

بالایی جهت تشکیل بیوفیلم بر روي سطوح وسایل 

توانند به صورت میهاخارجی دارد. در واقع این باکتري

و بیوفیلم در سطح کاتترها و سوندهاي ادراري رشد کنند 

مقاومت فوق العاده اي نسبت به عوامل ضد میکروبی از 

در پژوهش حاضر هدف تعیین اثر ].13خود نشان دهند [

ي مولد هاآرتمیزیا اولیوریانا بر بیان ژنالکلیعصاره 

بود. نتایج این ATCC33591سویه MRSAبیوفیلم در 

ي هااین گیاه در غلظتالکلیپژوهش نشان داد که عصاره 

ي هابر بیان ژنلیترمیلیمیکروگرم در 512لاتر از با

icaA ،icaD وebps اثر مهاري دارد. این یافته با نتایج

] که اثر مهاري سایر 13و همکاران [Yang chioپژوهش 

ي تولید کننده بیوفیلم در هاي آرتمیزیا بر بیان ژنهاگونه

MRSA،داردیهمخوانرا مورد ارزیابی قرار داده اند .

به بررسی اثر سایر که ] 14، 15[دیگرپژوهشدونتایج 

و نیز هاي گیاهی بر روي انواعی از باکتريهاعصاره

MRSA ي پژوهش حاضر هایافتهپرداخته اند، نیز با

باشد. تولید بیوفیلم ممکن است یکی از میهمسو 
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باکتري د کهشوي مقاومت باکتریایی محسوب هامکانیسم

را در برابر شرایط نامساعد محیطی پایدار سازد، اما 

پیشرفت علم راه کارهایی را جهت مقابله با این مکانیسم 

استفاده از هاپیش رو نهاده است. یکی از این مکانیسم

ي طبیعی گیاهان است که به عنوان یک عامل هاعصاره

را مورد هايضد میکروبی، مکانیسم مقاومت برخی باکتر

].14گردد [میتهاجم قرار داده و مانع عملکرد صحیح آن 

و همکاران خواص ضد میکروبی Morenoدر مطالعه 

Rosmarinus officinalis بر روي بیوفیلمMRSA و

Kelebsiella را مورد ارزیابی قرار دادند و نتیجه پژوهش

د کننده یي تولهاآنها کاهش و در مواردي عدم بیان ژن

Esmaeili]. در مطالعه 15بیوفیلم در هر دو باکتري بود [

تأثیر اسانس الکلی گیاه مرزه خوزستانی بر نیزو همکاران

ي مرتبط با بیوفیلم در اسینتوباکتر بومانی به هابیان ژن

مطرح و نتیجه آن اثر مهاري این Real-Time PCRروش 

پژوهش حاضر ].16[دي مذکور ارائه گردیهااسانس بر ژن

که یی نیز مواجه بوده است. به دلیل اینهابا محدودیت

توان میاین پژوهش از نوع مطالعه آزمایشگاهی است ن

نتایج را در جامعه انسانی و حتی حیوانی تعمیم داد. امید 

است در آینده اي نزدیک بتوان با توجه به مثبت بودن 

ت بهبود شرایط موجود، هنتایج مطالعه حاضر، آن را در ج

در جامعه انسانی به کار گرفت. هم چنین پیشنهاد 

ي آتی ضمن  استفاده از نتیجه این هاشود پژوهشمی

ي متفاوت هاپژوهش، به ارزیابی تأثیر ترکیبی گونه

ي هاآرتمیزیا با یکدیگر و یا به همراه باکتریوسین

با به کارگیري ي اسید لاکتیک پرداخته وهاباکتري

مطالعات آزمایشگاهی و حیوانی به عنوان درمان و یا حتی 

مکمل درمانی و نیز به عنوان ماده ضد عفونی کننده 

ي هامحیط براي جلوگیري از انتشار و استقرار عفونت

ي بیمارستانی اقدام کنند.هادر محیطMRSAناشی از 

گیرينتیجه
و icaA ،icaDي هاننتایج نشان دهنده کاهش بیان ژ

ebps در شرایطin vitroباشد، ولی تأثیري بر بیان ژن می

Housekeeping DNA gyr-B ندارد. با توجه به تأثیر

ي بیوفیلم هامهاري عصاره آرتمیزیا اولیوریانا علیه ژن

MRSAاز این عصاره به عنوان در آیندهاحتمالاٌ بتوان

ي مولد هاري و مهار ژنمکمل درمانی علیه این باکت

بیوفیلم استفاده نمود.

تشکر و قدردانی
از مجتمع آزمایشگاهی واحد تهران شمال و گروه 

میکروبیولوژي دانشگاه آزاد اسلامی به سبب حمایت 

نماییم. میاجرایی این پروژه صمیمانه تشکر و سپاسگزاري 
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The Effects of Ethanolic Extract of Artemisia oliveriana on Expression of

icaA, icaD, and ebps Genes in MRSA: A Short Report
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Background and Objectives: Expression of genes related to biofilm formation in methicillin-resistant

staphylococcus aureus (MRSA) can play an effective role in biofilm formation and pathogenicity. Due to the

significance of antimicrobial activity of Artemisia species against biofilm producer genes, this study aimed to

evaluate the effect of ethanolic extract of Artemisia oliveriana on the expression of icaA, icaD, and ebps genes in

MRSA.

Materials and Methods: This was a laboratory study. First, Artemisia oliveriana  extract was prepared and then,

the minimum inhibitory concentration (MIC) of growth for the extract of the plant against s. aureus strains

containing mecA was obtained by microdilution method . Then, at the lower concentrations, levels of expression

in the icaA, icaD, and ebps genes in MRSA were determined by Real-Time PCR, and the results were analyzed

through repeated measures ANOVA.

Results: The MIC of ethanolic extract of A. oliveriana was 512 μg/ml. The reduction of the expression of the

genes in the standard sample after 4, 8, and 16 hours was significant in the Artemisia oliveriana group (p<0.05).

Conclusion: The ethanolic extracts of Artemisia oliveriana had a significant effect on the expression of the

genes involved in biofilm formation and this expression reduction was not seen in the housekeeping DNA

gyrase-B as a reference gene.

Key words: Artemisia oliveriana, Biofilm, Real-Time PCR, Staphylococcus aureus, Methicillin
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