
 

117 

 

 

 
 321 -337، صفحات 3041ستان ، پائیز و زم2، شماره 7دوره 

 

 اشریشیاکلیهای  بررسی اثر ارسولیک اسید بر مهار رشد و تشکیل بیوفیلم در جدایه

 الطیف جدا شده از گوشت مرغ مولد بتالاکتاماز وسیع

 

 2*پورلیلا اسد ،1المیرا شمشادی

 
 .، ایرانرشت، دانشگاه آزاد اسلامی رشت، رشتشناسی، واحد  زیستگروه آموخته کارشناسی ارشد،  دانش -1

 .، ایرانشناسی، واحد رشت، دانشگاه آزاد اسلامی رشت، رشت زیستگروه ، دانشیار -2
 

 1041 آذر 14: ،  پذیرش نهایی1041 آبان 21،  بازنگری: 1041 اردیبهشت 14دریافت مقاله: 

 

 

 چکیده

مقاوم  یها یاست. باکتر یدر حوزه پزشک یجد یها از چالش یکی ها کیوتیب یبه آنت ییایمقاومت باکتر ر،یاخ یها سال در

 هدف از اند. را دشوار کرده ها یباکتر نیاز ا یناش یها به سرعت در حال گسترش هستند و درمان عفونت کیوتیب یبه آنت

مولد بتالاکتاماز  اشریشیاکلی یها هیدر برابر سو دیاسرسولیک ا ی و ضد بیوفیلمیکروبیضد م ی خواصحاضر بررس مطالعه

های مورد مطالعه به روش انتشار دیسک و  اثر مهاری ارسولیک اسید بر جدایه .باشد الطیف جدا شده از گوشت مرغ می وسیع

به روش براث میکرودایلوشن و اثر ضد بیوفیلمی آن به روش میکروپلیت ارزیابی شد.  MICتعیین حداقل غلظت مهاری یا 

و  fimHهای بیوفیلم  و اثر آن بر بیان ژن Time Killبه روش سنجش  اشریشیاکلیمانی  د بر زندههمچنین تأثیر ارسولیک اسی

csgA  به روشReal time-PCR .ها نشان داد و  در این مطالعه، ارسولیک اسید اثر مهاری بر رشد همه جدایه بررسی شدMIC 

های زیر مهاری ارسولیک  لم در شرایط تیمار شده با غلظتدرصد مهار بیوفیلیتر بود.  گرم بر میلی میلی 1/1تا  0/4آن بین 

تیمار با غلظت تحت مهاری همچنین در مطالعه حاضر درصد متغیر بود  1/15تا  2/71جدایه مورد مطالعه بین  1اسید در 

د بر رشد نتایج این مطالعه بیانگر اثر مهاری ارسولیک اسی گردید. csgAو  fimHهای  ارسولیک اسید سبب کاهش بیان ژن

تواند امکان  مولد بتالاکتاماز و کاهش قدرت تشکیل بیوفیلم آن است. انجام مطالعات درون تنی می اشریشیاکلیهای  جدایه

 های مقاوم به دارو را روشن سازد. کاربرد بالینی آن در کنترل عفونت ناشی از جدایه

 بتالاکتامازاشریشیاکلی، ارسولیک اسید، ضد بیوفیلمی،  :کلیدیواژگان 
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 مقدمه

 عیگسترده در علوم و صنا یها شرفتیوجود پ با

از  یکیمنتقله از غذا همچنان  یها یماریب ،ییغذا

در سراسر جهان  یبهداشت عموم داتیتهد نیتر یجد

نفر را تحت  ونیلیکه هر ساله صدها م رود، یشمار م به

. این مشکل در کشورهای در حال دهد یقرار م ریتأث

توسعه و در میان افرادی که به ضعف سیستم ایمنی و یا 

 ظهور. سوء تغذیه مبتلا هستند، در حال افزایش است

 یها یماریدر ب ژهیو به ک،یوتیب یمقاوم به آنت یها پاتوژن

 جادیا یسلامت عموم یبرا یجد یمنتقله از غذا، چالش

هوازی  باسیل گرم منفی، بی اشریشیاکلی (.1) کرده است

اختیاری و فاقد اسپور است که در خانواده انتروباکتریاسه 

ها مثل  طیف مختلفی از عفونت اشریشیاکلیقرار دارد. 

مسمومیت غذایی، اسهال در بالغین، اسهال کشنده در 

های  یلونفریت، ابسهکودکان، عفونت ادراری، سیستیت، پ

شکمی، پنومونی، استئومیلیت، عفونت بافت نرم و 

های  یکی از پاتوژن اشریشیاکلی .کند باکتریومی ایجاد می

باشد و توانایی بالای  های منتقله از غذا می رایج در بیماری

ترین منابع پروتئینی  آن در فساد گوشت مرغ که از مهم

مورد مصرف در ایران است، در مطالعات مختلف گزارش 

بیوتیکی در  امروزه مسئله مقاومت آنتی .(1، 2شده است )

ل بزرگ در امر درمان های پاتوژن به یک معض بین باکتری

دهه گذشته افزایش مقاومت  7تبدیل شده است. در طول 

ترین روش  عمده .نیز دیده شده است اشریشیاکلیدر 

های کلاس  بیوتیک ها در برابر آنتی مقابله این باکتری

ها  های بتالاکتاماز توسط باکتری بتالاکتام، تولید آنزیم

ری از بسیا)باشد که به دو صورت کروموزومی  می

 استافیلوکوکوس)و پلاسمیدی ( های گرم منفی باکتری

های  با توجه به اهمیت باکتری .شوند تولید می (اورئوس

تولیدکننده بتالاکتاماز لازم است تدابیر درستی برای 

های  های ایجاد شده توسط این ارگانیسم درمان عفونت

های مورد توجه در  مقاوم اتخاذ شود. یکی از گزینه

اخیر دستیابی به ترکیبات مهارکننده آنزیم  های سال

 (.0بتالاکتاماز است )

کشف  یبرا یا گسترده قاتیراستا، تحق نیدر ا

انجام شده  ییایباکتر ضد تیبا خاص یعیطب باتیترک

محصولات طبیعی مشتق شده از ضایعات فراوری است. 

های ضد باکتریایی جدید  عنوان منبع متابولیت میوه به

 کی ک،یارسول دیاس بات،یترک نیاز ا یکی .ندا شناخته شده

 ضد یی،ایباکتر اثرات ضد لیدل است که به هیثانو تیمتابول

مورد توجه  یا ندهیطور فزا خود، به ی و ضد سرطانیالتهاب

رسانی  ارسولیک اسید بر مسیرهای پیام .قرار گرفته است

سلولی، القای آپوپتوز و کاهش رشد تومور مؤثر بوده 

عنوان یک ترکیب امیدوارکننده برای پیشگیری و درمان  به

اخیراً فعالیت ضد  (.7شود ) سرطان در نظر گرفته می

های مختلف از  در برابر باکتریارسولیک اسید میکروبی 

 باسیلوس، اشریشیاکلی، وزاآئروژین سودوموناسجمله 

، فلکسنری شیگلا، اورئوس استافیلوکوکوس، سرئوس

، مونوسیتوز لیستریاو  فیکالیس انتروکوکوس، کلرا ویبریو

طور  تواند به ارسولیک اسید می. (1نشان داده شده است )

ها برای افزایش فعالیت آنها  بیوتیک افزایی با آنتی هم

استفاده شود و کارآمدی آن در پراکندگی بیوفیلم تولید 

اثبات گردیده است  اورئوس استافیلوکوکوسشده توسط 

 نیا هدف(. با توجه به خواص بیولوژیک ارسولیک اسید 7)

 یها ژن انیبر رشد و ب آن یاثرات مهار یابیمطالعه، ارز

 یکلایشیاشر یها هیدر سو لمیوفیب لیدر تشک لیدخ

 .است فیالط عیبتالاکتاماز وس دکنندهیتول

 ها روش و مواد
جداسازی و شناسایی باکتری آوری نمونه،  جمع

نمونه گوشت  14تعداد  1042در سال اشریشیاکلی: 

آوری شد.  مرغ از مراکز فروش در استان گیلان جمع

های کشت آگار  آوری شده بر روی محیط های جمع نمونه

 سپس کشت داده شدند.  EMBکانکی و آگار  مک

های  لاکتوز مثبت رشد کرده با استفاده از تست های کلونی

، کنش متیل ردتولید اندول، وا بیوشیمیایی شامل بررسی

، مصرف سیترات، آز واکنش وژ پروسکوئر، تولید اوره

تعیین  تخمیر گلوکز و دکربوکسیلایون ارنیتین و لیزین

 (.2هویت گردیدند )
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 های اشرشیاکلی شناسایی مولکولی جدایه

ها با استفاده  جدایه DNAاستخراج : DNAاستخراج 

کلنی ک از روش جوشاندن انجام شد. به این ترتیب که ی

راث درون ب  BHI از محیط برداشته و در محیط

ساعت  24 مدت تری حل و بهلی میلی 7/1 میکروتیوپ

دقیقه  7 ها به مدت ببعد میکروتیو گذاری شد. گرمخانه

گردیدند. سپس مایع  دقیقه سانتریفیوژ در دور 12444در 

میکرولیتر آب   744در  رسوب رویی دور ریخته شد و

ها  نسیون درآمد. برای لیز سلولمقطر به حالت سوسپا

شد، پس  جوشاندهدقیقه  14 مدت سوسپانسیون حاصل به

دقیقه  7دقیقه به مدت در دور  12444از آن محلول در 

استخراج شده  DNA سانتریفیوژ گردید. مایع رویی حاوی

 (.5در نظر گرفته شد )

جهت : PCRدر واکنش  uspAبررسی حضور ژن 

از  اشریشیاکلیشناسایی مولکولی و تأیید تشخیص 

 با استفاده از پرایمر اختصاصی ژن پروتئین PCRواکنش 

USP  .توالی نوکلئوتیدی پرایمرهای مورد استفاده شد

در  PCR(. واکنش 7) آمده است 1استفاده در جدول 

میکرولیتر از  7/12میکرولیتر شامل  27حجم 

های پیشرو و پرایمران(، )سیناژن، ایر PCRمسترمیکس 

، میکرولیتر uspA، 1اختصاصی ژن  پیکومول( 24)پیرو 

DNA  انجام  میکرولیتر 7/5آب مقطر ، میکرولیتر 1الگو

ترتیب شامل مراحل  بهبرنامه حرارتی ترموسایکلر  گرفت.

 14دقیقه،  0مدت  درجه به 10واسرشته شدن اولیه در 

ثانیه و  04 درجه 71دقیقه،  1درجه  10سیکل حرارتی 

ای  سپس یک مرحله ده دقیقهثانیه بود.  07درجه  52

 اشریشیاکلیاز باکتری  .نهایی اضافه گردید طویل شدن

ATCC 25922 عنوان کنترل استفاده گردید. به 

صحت انجام  ییدأبرای ت: PCRالکتروفورز محصول 

PCR  ،و اطمینان از طول درست قطعه تکثیر شده

 DNA safeدرصد حاوی  1روی ژل آگارز  PCRمحصول 

stain  ،سیناژن، ایران( الکتروفورز گردید. برای این کار(

 میکرولیتر از 2همراه با  PCRمحصول میکرولیتر از  14

اری زژل بارگهای  مخلوط و درون چاهک بافر بارگزاری

در و   DNAجفت بازی 144مارکر در چاهک اول  .شدند

الکتروفورز با ولتاژ ریخته شد.  ها نمونههای بعدی  چاهک

پس از اتمام  دقیقه انجام شد. 07مدت  ولت به 124

 توراایلومین ژل بر روی صفحه دستگاه ترانس الکتروفورز،

شد و قرار داده  UVمجهز به دوربین تحت اشعه

 تصویربرداری گردید.

 های جدایهبیوتیکی  تعیین مقاومت آنتی

بیوتیکی  تعیین الگوی مقاومت آنتی اشریشیاکلی:

بیوگرام )دیسک  توسط تست آنتی اشریشیاکلیهای  ایزوله

برای . (1) انجام شد CLSIدیفیوژن( و مطابق استاندارد 

این منظور ابتدا محیط کشت مولر هینتون آگار آماده شد. 

میکرولیتر از سوسپانسیون میکروبی با کدروت  144سپس 

چمنی و پر روی محیط مولر  صورت  مک فارلند به 7/4

های  دیسکشد. بعد از کشت  داده هینتون آگار کشت

بیوتیک مورد استفاده شامل جنتامایسین،  آنتی

اریترومایسین، سفتازیدیم، سفوتاکسیم، تتراسیکلین، 

تحت شرایط استریل کوتریموکسازول و سیپروفلوکساسین 

قرار  با استفاده از پنس استریل به کشت منتقل شد. بعد از

ساعت در  20مدت  ها در پلیت بسته و به دادن دیسک

شد. بعد از  گذاری گراد گرماخانه درجه سانتی 15انکوباتور 

کش قطر هاله  ساعت پلیت بررسی و با استفاده از خط 20

بررسی فنوتیپی تولید آنزیم گیری گردید.  عدم رشد اندازه

ه به های مورد مطالع الطیف در جدایه بتالاکتاماز وسیع

انجام  CLSIروش دیسک ترکیبی و طبق دستور عمل 

های  بیوگرام از دیسک شد. بدین منظور در تست آنتی

استفاده شد. سفتازیدیم و سفتازیدیم + کلاولانیک اسید 

در صورتی که تفاوت قطر هاله عدم رشد در دیسک تنها و 

تر /  بزرگکلاولانیک اسید دیسک حاوی مهارکننده 

ر بود، سویه مورد مطالعه مولد آنزیم در مت میلی 7مساوی 

 .(1)نظر گرفته شد 

ها  ارزیابی فنوتیپی قابلیت تولید بیوفیلم جدایه

برای بررسی قدرت تشکیل بیوفیلم  :به روش میکروپلیت
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در محیط تریپتیکاز سوی  ی مورد مطالعهها ابتدا از جدایه

درصد گلوکز سوسپانسیونی  1براث )مرک، آلمان( حاوی 

سپس به هر چاهک الیزا  .فارلند تهیه شد نیم مک معادل

میکرولیتر از این کشت اضافه شد و میکروپلیت در  244

پس  ساعت قرار داده شد. 20درجه به مدت  15انکوباتور 

شستشو شدند تا  PBSها سه بار با  از انکوبه شدن، چاهک

در مرحله بعد،  اند جدا شوند. هایی که نچسبیده باکتری

اند با استفاده از  هایی که به چاهک چسبیده باکتریسایر 

دقیقه فیکس  17مدت  درصد به 11میکرولیتر اتانول  274

میکرولیتر کریستال  244بعد از آن هر چاهک با  .شدند

دقیقه رنگ با  7آمیزی شد و بعد از  درصد رنگ2/4ویوله 

 .آب مقطر شستشو داده شد

بیوفیلم با  ها، آنالیز کمّی بعد از خشک شدن پلیت

 11میکرولیتر از گلاسیال استیک اسید  244اضافه کردن 

آنها در طول  جذب نوریدرصد به هر چاهک و خواندن 

نانومتر توسط دستگاه الیزا ریدر محاسبه شد.  754موج 

اساس میزان جذب  در ارزیابی بیوفیلم تشکیل شده بر

 < ODعنوان تولیدکننده قوی بیوفیلم ) هها ب نوری، سویه

و (  OD >1.500 0.500 <بیوفیلم )تولیدکننده (، 1.500

 (.14در نظر گرفته شدند ) (OD˂0.500) منفیبیوفیلم 

های  بر جدایه ارسولیک اسیدبررسی اثر مهاری 

 :به روش انتشار از دیسک اشریشیاکلیبالینی 

بر  ارسولیک اسیدمنظور بررسی اثر ضد میکروبی  به

، از الطیف بتالاکتاماز وسیع مولد اشریشیاکلیهای  جدایه

روش انتشار از دیسک استفاده شد. برای این منظور ابتدا 

 144محیط کشت مولر هینتون آگار آماده شد. سپس 

 7/4میکرولیتر از سوسپانسیون میکروبی با کدروت 

صورت چمنی و پر روی محیط مولر هینتون   فارلند به مک

آغشته به  های شد. بعد از کشت دیسک داده آگار کشت

تحت شرایط  ارسولیک اسیدگرم  لیمی گرم میلی 1/4

استریل با استفاده از پنس استریل به کشت منتقل شد. 

 20مدت  ها در پلیت بسته و به بعد از قرار دادن دیسک

 گذاری گراد گرماخانه درجه سانتی 15ساعت در انکوباتور 

ساعت پلیت بررسی و با استفاده از  20شد. بعد از 

گیری گردید. این  ش قطر هاله عدم رشد اندازهک خط

 تکرار انجام شد. 1آزمایش در 

به روش براث  ارسولیک اسید MICتعیین 

کمترین غلظت مهارکننده جهت بررسی  :میکرودایلوشن

، در اشریشیاکلیهای  ارسولیک اسید بر جدایهرشد 

از ارسولیک  های متوالی سری رقت خانه 11میکروپلیت 

در محیط کشت مولر هینتون براث تهیه شد. سپس  اسید

 الطیف بتالاکتاماز وسیعمولد  اشریشیاکلی های جدایهاز 

فارلند  کشت تازه با کدورتی معادل با استاندارد نیم مک

 144تهیه شد. سپس از سوسپانسیون میکروبی حاصل، 

 20ها به مدت  پلیت و میکرولیتر به هر چاهک اضافه شد

تکرار  2تور قرار داده شد. این آزمایش در ساعت در انکوبا

 .(11) انجام شد

 هیدر برابر جدا دیاس کیارسول یاثربخش یبررس

با استفاده از روش محاسبه زمان  یکلایشیاشر

در  ارسولیک اسید یاثربخش(: Time kill assay) کشتار

محاسبه زمان با استفاده از روش  اشریشیاکلیجدایه برابر 

ساعته  20دوره  کیمختلف در  یفواصل زمان در کشتار

 ییایباکتر ونیسنجش، سوسپانس نیشد. در ا نییتع

7×147 CFU/mL  مولر لیتر  میلی 2 یحاو های لولهدر

 2MIC ،MIC ،1/2MICهای  همراه با غلظتبراث  نتونیه

 گراد درجه سانتی 15ارسولیک اسید کشت و در دمای از 

ساعت(  20و  7، 0، 2، 4) یانکوبه شد. در فواصل زمان

 چاهکهر  کشت ازمیکرولیتر  144مقدار  ون،یانکوباس

 وشد  قیرق PBS( با 1:14) یصورت متوال برداشته شد و به

 مولر یها تیدر پل ها باکتریزنده ماندن  نییتع یبرا

زمان کشتار  شیآزما .(12کشت داده شد )آگار  نتونیه

آمده از   دست به جیدر دو تکرار مستقل انجام شد تا نتا

 .برخوردار باشد یشتریاعتبار ب

بر مهار بیوفیلم  ارسولیک اسیدبررسی اثر 

بیوفیلمی به روش  اثرات کمی ضد اشریشیاکلی:

ارزیابی روش کار همانند خانه بررسی شد.  11ت میکروپلی

بود با این تفاوت که محیط  فنوتیپی قابلیت تولید بیوفیلم
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ارسولیک  MICحاوی غلظت تحت  تریپتیکاز سوی براث

ارسولیک های حاوی محیط به تنهایی و  چاهک بود. اسید

عنوان کنترل در نظر گرفته شدند.  به تنهایی  اسید

صورت درصد  سنجش کمی بیوفیلم پس از انکوباسیون به

های فاقد ارسولیک  میزان جذب نوری چاهکشد.  تعیین

این  (.11)درصد در نظر گرفته شد  144عنوان  اسید به

 .تکرار انجام شد 2آزمایش در 

و  fimH های ژنبر بیان  ارسولیک اسیدبررسی اثر 

csgA 

های  از جدایه:  cDNAو سنتز  RNAاستخراج 

ارسولیک  MICغلظت تحت تیمار شده با  اشریشیاکلی

در آنها با واکنش  csgAو  fimHهای  ژنکه حضور  اسید

PCR استخراج ، تأیید شده بودRNA   با استفاده از کیت

انجام گردید. همچنین از  )سیناژن، ایران( شرکت سیناژن

عنوان  میکروبی به کشت باکتری بدون حضور مواد ضد

استخراج شده برای  RNAکنترل استفاده شد. بلافاصله از 

شرکت سیناژن  RTبا استفاده از کیت  cDNAساخت 

 RNAمیکروگرم از  1استفاده شد. بدین ترتیب که 

میکرولیتر پرایمر رندوم هگزامر  1تخراج شده همراه با اس

عاری از  بدر میکروتیو DEPC treatedبا اضافه کردن آب 

 7مدت  میکرولیتر رسانده شد و به 14نوکلئاز به حجم 

دقیقه  2گراد و پس از آن  درجه سانتی 17دقیقه در دمای 

شد  spinبر روی یخ قرار داده شد. سپس مخلوط به آرامی 

به آن اضافه شد.  cDNA synthesis mixمیکرولیتر  14و 

مدت  هب بپس از مخلوط کردن اجزای واکنش، میکروتیو

 02دقیقه در دمای  14و سپس  27دقیقه در دمای  14

گراد قرار داده شد. در نهایت با قرار دادن  درجه سانتی

 7مدت  هگراد ب درجه سانتی 77در دمای  بمیکروتیو

ف گردید. صحت انجام واکنش سنتز دقیقه، واکنش متوق

cDNA یید أاز طریق انجام الکتروفورز روی ژل آگارز ت

 .گردید

در این مرحله :  Real time-PCRانجام واکنش 

cDNA ش عنوان الگو در واکن سنتز شده بهReal time-

PCR  از  واکنشمورد استفاده قرار گرفت. در این

شد. پرایمر عنوان ژن استاندارد استفاده  به  gapAژن

صورت لیوفیلیزه از  های مورد بررسی به اختصاصی ژن

شرکت متابیون )آلمان( تهیه گردید. توالی نوکلئوتیدی 

آمده است واکنش  1 پرایمرهای مورد استفاده در جدول

میکرولیتر با استفاده از  24ای پلیمراز در حجم  زنجیره

کره جنوبی  Genet bio CAT.NO:Q1214کیت شرکت 

 :ت زیر انجام شدصور به

 mix (2x) with syber  greenمیکرولیتر از  14 

qmaster  1میکرومول(  14)، پرایمرهای پیشرو و پیرو 

میکرولیتر، آب  1میکروگرم(  1الگو ) cDNAمیکرولیتر، 

میکرولیتر انجام گرفت. برنامه حرارتی ترموسایکلر  5مقطر 

درجه  17ترتیب شامل مراحل واسرشته شدن اولیه در  به

درجه  17سیکل حرارتی 17دقیقه،  1مدت  گراد به سانتی

 52ثانیه و  14گراد  درجه سانتی 14ثانیه،  14گراد  سانتی

 ثانیه بود. تغییر بیان ژن از طریق 14گراد  درجه سانتی
2

-
 

ΔΔCT  تکرار انجام شد. 1محاسبه شد. این آزمایش در 

 

 Real time PCRو  PCRنام و توالی نوکلئوتیدی پرایمرهای مورد استفاده در واکنش  -1جدول 

 نام ژن (3´به  5´توالی نوکلئوتیدی ) منبع کاربرد

PCR ۷ CCGATACGCTGCCAATCAGT 

ACGCAGACCGTAGGCCAGAT 

uspA-F 

uspA-R 

Real time-PCR 

۴۱ 

GCAGAGGTGTCATTATATCCC 

CGTTCAGTTAGGACAGGTTC 

fimH-F 

fimH-R 

Real time-PCR 
CCCGTATACGAGTTGTCAGA 

GCTCAATCGATCTGACCCAA 

csgA-F 

csgA-R 

Real time-PCR ۴۱ 
ACTTACGAGCAGATCAAAGC 

AGTTTCACGAAGTTGTCGTT 

gapA-F 

gapA-R 
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 جنتای
نمونه مورد  14از تعداد  باکتری مورد مطالعه:

جدایه باسیل گرم منفی ،کاتالاز منفی،  72بررسی، 

اسید  -صورت اسید به TSIاکسیداز منفی که در محیط 

،H2S  منفی و گاز مثبت بود، تست حرکت آن مثبت

منفی و همچنین سیمون   VPمثبت، MR،ایندول مثبت ،

در نظر گرفته  اشریشیاکلیعنوان  سیترات آن منفی بود به

تشخیص باکتری تأیید شد.  PCRشدند و در واکنش 

آمده  1در شکل  uspAژن  PCRالکتروفورز محصول 

 است.

 

 
 uspAجفت بازی ژن  884: محصول1جفت بازی، ستون  100: مارکر Mهای اشریشیاکلی. ستون  در جدایه uspAژن  PCRالکتروفورز محصول  -1شکل 

 های مورد مطالعه در جدایه uspAجفت بازی ژن  884: محصول 2-10های  ، ستون ATCC 25922باکتری اشریشیاکلی  در

 

در بررسی ها:  جدایهبیوتیکی  تعیین مقاومت آنتی

 اشریشیاکلیهای  بیوتیکی جدایه فنوتیپی مقاومت آنتی

ها نسبت به تتراسیکلین  بیشترین میزان مقاومت جدایه

درصد( بود.  12/51درصد( و کوترموکسازول ) 70/57)

های مورد مطالعه شامل  بیوتیک مقاومت به سایر آنتی

 21/00درصد، سیپروفلوکساسین  01/11اریترومایسین 

درصد، و سفوتاکسیم  01/11ازیدیم درصد، سفت

درصد  17/11درصد بود و جنتامایسین مؤثرترین )70/11

در (. 2بیوتیک مورد مطالعه بود )جدول  حساسیت( آنتی

درصد( دارای مقاومت 11/02جدایه ) 22این بررسی 

درصد( مولد  70/11جدایه ) 1چندگانه دارویی و 

 الطیف بودند. بتالاکتاماز وسیع

 
 . تست آنتی بیوگرام جدایه های اشرشیا کلی مورد مطالعه2جدول 

 تعداد )درصد( مقاومت بیوتیک آنتی

(77/1)2 جنتامایسین  

(70/11)1 سفوتاکسیم  

(01/11)5 سفتازیدیم  

(21/00)21 سیپروفلوکساسین  

(01/11)11 اریترومایسین  

(12/51)04 کوتریموکسازول  

(70/57) 01 تتراسیکلین  

(11/02) 22 مقاومت چندگانه  

 

در  ها: بررسی قابلیت تولید بیوفیلم در جدایه

 17ها،  بررسی فنوتیپی قابلیت تولید بیوفیلم در جدایه

درصد( قادر به تولید بیوفیلم بودند که از  1/51جدایه )

درصد( تولیدکننده بیوفیلم  21/00)جدایه  21این تعداد 

جدایه با قابلیت تولید بیوفیلم قوی و مولد  1قوی بودند. 

ESBL، .برای ادامه مطالعه انتخاب شد 

های  اثر مهاری ارسولیک اسید بر جدایه

های  اثر ارسولیک اسید بر مهار رشد جدایه اشریشیاکلی:
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 MICبه روش انتشار از دیسک و تعیین  اشریشیاکلی

قطر هاله ممانعت از رشد ایجاد شده توسط بررسی شد. 

های مورد بررسی  گرم ارسولیک اسید در جدایه میلی 1/4

کمترین غلظت  متر متغیر بود. میلی 17تا  5بین 

های  ( ارسولیک اسید در جدایهMICمهارکننده رشد )

مولد بتالاکتاماز به روش براث میکرودایلوشن بررسی شد. 

 1/1تا  0/4د بررسی بین های مور این مقدار در جدایه

 لیتر متغیر بود. گرم بر میلی میلی

اثر ارسولیک اسید بر زمان کشتار اشریشیاکلی: 

جدایه منتخب در برابر  الاژیک اسید یکش یباکتر تیفعال

  log10 CFU/ml در راتییبر حسب تغ اشریشیاکلی

در  نشان داده شده است. 1نمودار زنده در  یها لولس

 20س از پ  log10CFU/mLنمودار سنجش زمان کشتار، 

در نمونه  گراد یدرجه سانت 15 یدر دما ونیساعت انکوباس

 1/2MICدر تیمار باکتری با غلظت . رسید 11شاهد به 

 یها ها در زمان یتعداد باکتر یجیکاهش تدرالاژیک اسید 

 الاژیک اسید باعثساعت مشاهده شد و  20تا  4 نیب

ساعت  20پس از  log10 CFU/ml واحدی در  1/2کاهش 

الاژیک  2MICو  MICدر تیمار با غلظت  .مواجهه شد

زنده به  آئروژینوزا سودوموناس یها تعداد سلول اسید

ساعت در  7سلول زنده پس از  چیو ه افتیشدت کاهش 

مشاهده  نیشده مشاهده نشد. همچن شیآزما یها هیجدا

شده توسط  جادیا ییایباکترجمعیت شد که کاهش 

و زمان قرار گرفتن در  الاژیک اسیدبه غلظت الاژیک اسید 

 .دارد یمعرض آن بستگ

 

 
 

 مولد بتالاکتاماز اشریشیاکلیمانی  های مختلف ارسولیک اسید بر زنده تأثیر غلظت -1نمودار 

 

اثر مهاری ارسولیک اسید بر تشکیل بیوفیلم 

ارسولیک اسید در های بالینی اشریشیاکلی:  جدایه

قادر به کاهش قدرت  1/4MICو  1/2MICهای  غلظت

های مورد مطالعه گردید. درصد مهار  کلی اشریشیااتصال 

 MICبیوفیلم در شرایط تیمار شده با غلظت تحت 

تا  2/71جدایه مورد مطالعه بین  1ارسولیک اسید در 

 (.2درصد متغیر بود )نمودار  1/15
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 در مقایسه با شاهد 1/4MICو  1/2MICهای تحت تیمار با غلظت اشریشیاکلیهای  جذب نوری جدایه-2نمودار 

 

 csgAو  fimHهای  اثر ارسولیک اسید بر بیان ژن

در باکتری  ، csgAو  fimHهای  ژنبررسی بیان : 

ارسولیک  SubMICتحت تیمار با غلظت  اشریشیاکلی

اسید نشان داد که تفاوت بین تیمار و کنترل در سطح 

طور  دار است و ارسولیک اسید به احتمال یک درصد معنی

داری نسبت به شاهد موجب کاهش بیان ژن فوق  معنی

افزار  و نرم  t-test(. آنالیز آماری با 1ارشده است )نمود

SPSS .انجام شده است 

 

 
 در نمونه شاهد و تحت تیمار با ارسولیک اسید csgAو  fimHهای  تغییرات بیان ژن -3نمودار 

 

 گیری و نتیجه بحث
ها یک مشکل  بیوتیکی بین باکتری های آنتی مقاومت

جهانی است و علاوه بر شکست درمان، موجب گسترش 

های  ها و پدید آمدن سویه مقاومت بین سایر باکتری

شود. اعضای خانواده انتروباکتریاسه شامل  تر می مقاوم

باشند. اعضای  زای انسانی می های بیماری ترین باکتری مهم

ها مقاوم  بیوتیک طور معمول نسبت آنتی این خانواده به

های متعدد ذاتی  هستند و این مقاومت ناشی از مکانیسم

اکتسابی است در حال حاضر، کاهش حساسیت به بسیاری 

مشاهده  اشریشیاکلیهای  ها در جدایه بیوتیک از آنتی
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 یها روش یامروز جستجو یپزشک چالششود.  می

مقاوم  یها یز باکترا یناشی ها درمان عفونت در نیگزیجا

ها با  انواع زیادی از مولکول (.2) است کیوتیب یبه آنت

پتانسیل فعالیت ضد میکروبی از متابولیسم ثانویه گیاهان 

ها دارای فعالیت ضد  شوند. اکثر این مولکول تولید می

های  بیوتیک تری در مقایسه با آنتی میکروبی ضعیف

. با این حال، این ها هستند ها یا قارچ تولیدی از باکتری

افزایی با داروهای ضد  صورت هم توانند به ترکیبات می

میکروبی برای تقویت اثر آنها عمل کنند و به میزبان 

از  یاهیگ باتیترککمک کنند تا بر عفونت غلبه کند. 

 یها تیفعال لیدل ها به ترپن یتر کیکلیجمله، پنتا س

 یها سلول یکم برا تیسممتعدد همراه با  ییدارو

 (.11،15) هستند مورد توجهبه شدت ی وتیوکاری

 مورد 72در گوشت مرغ، نمونه  14در این مطالعه از 

این  درصد 1/51شناسایی شد که  اشریشیاکلایباکتری 

درصد دارای مقاومت 11/02ها مولد بیوفیلم،  جدایه

درصد مولد بتالاکتاماز  70/11چندگانه دارویی و 

 1های جداسازی شده تعداد  از باکتری الطیف بودند. وسیع

جدایه با قدرت تولید بیوفیلم قوی و مولد بتالاکتاماز 

الطیف انتخاب گردید و اثر ارسولیک اسید بر مهار  وسیع

در این مطالعه رشد و تشکیل بیوفیلم آنها بررسی شد. 

نشان داد  ها ارسولیک اسید اثر مهاری بر رشد همه جدایه

 1/1تا  0/4لعه بین جدایه مورد مطا 1آن در  MICو 

دست آمده توسط  هب جینتالیتر بود. در  گرم بر میلی میلی

Wojnicz ریو همکاران، مقاد MIC  یبرا ارسولیک اسید 

 712تا  12 نیب فیکالیس انتروکوکوسمختلف  یها هیسو

و   Fontanay در مطالعه. (17) بود تریل یلیبر م کروگرمیم

 یها هیر برابر سوارسولیک اسید د  MIC ریمقاد همکاران

 استافیلوکوکوس اورئوسو  انتروکوکوس فیکالیسی نیبال

 .(11) بود تریل یلیدر م کروگرمیم 271بزرگتر/ مساوی 

ارسولیک  MICداد که  نشان و همکاران Horiuchi جینتا

آن در  MICبالاتر از  یگرم منف یها یباکتر در برابر اسید

 مقادیر تفاوت در (. این 24) است گرم مثبت یها هیسو

MIC مورد استفاده  یها تفاوت در روشتواند ناشی از  می

 یها یمختلف باکتر یها گونه ،MICمقدار  نییتع یبرا

ها  سمیکروارگانیم نیا أمنش تفاوت در شده و شیآزما

با  یخارج یغشا یدارای گرم منف یها یباکترباشد. 

در  دهایپیو فسفول یرونیدر برگچه ب دیساکار یپوپلیل

در ثر ؤمانع م کیخاص  ساختار نیا ی هستند.برگچه داخل

از . است یگرم منف برابر نفوذ ترکیبات ضد میکروبی در

های گیاهی و اجزای آنها ماهیتی آبگریز  آنجایی که اسانس

دارند، غشای پلاسمایی حاوی لیپید باکتری را هدف قرار 

ای  (. در مطالعه21د )کنن دهند و غشا را نفوذپذیرتر می می

Broniatowski   پنج  های ترپن یکه تر ندافتدریو همکاران

 یدهایپیبا فسفولی از جمله ارسولیک اسید ا حلقه

غشا، از  بیموجب تخر کرده وتعامل  ییایباکتر یغشاها

(. 22) شوند یم یسلول و مرگ باکتر یداریرفتن پا نیب

 یها هیبر جدا دیاس کیارسول یاثر مهار تواند یم افتهی نیا

د در بررسی اثر ارسولیک اسید کن هیمورد مطالعه را توج

های مورد مطالعه، اثر مهاری آن بر رشد  بر کشتار جدایه

ساعت مشاهده شد.  20و  7، 0، 2ها، پس از  جدایه

ساعت مشاهده  7پس از  ها یکاهش تعداد باکتر نیشتریب

 یوجهت  طور قابل کاهش به نیساعت ا 20شده و پس از 

 نیزهمکاران  و Kimدر مطالعه مشابهی  شده است. شتریب

رشد فرم پلانکتونی  ارسولیک اسیدکه  ندنشان داد

 غلظتدر  را مهار کرده و سابرینوس استرپتوکوکوس

1/2MIC دهد  میکاهش باکتری را بقا طور مؤثری  به

(21.) 

 1/2MICدر مطالعه حاضر ارسولیک اسید در غلظت 

 نیرا ب یکلایشیاشر یها هیجدا لمیوفیب لیتوانست تشک

و  Poteraدر مطالعه  درصد مهار کند. 1/15تا  2/71

 14همکاران هم مشخص شد ارسولیک اسید در غلظت 

 .Eلیتر قادر است تشکیل بیوفیلم در  گرم بر میلی میلی

coli K-12  وP. aeruginosa PAO1 75و  51ترتیب  را به 

مهار ممکن  ریدر مقادتفاوت  نیا(. 20درصد مهار کند )

 طیو شرا دیاس کیعلت تفاوت در غلظت ارسول است به

. همچنین مشخص شده دو مطالعه باشد نیب یشیآزما

 لمیوفیب لیمهار تشک قادر به ارسولیک اسید است که
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شده  دیتول لمیوفیب یو پراکندگ اورئوس لوکوکوسیاستاف

های  رشد باکتری (.21، 27) استاین باکتری توسط 

ها تهدید جدی برای سلامت انسان  پاتوژن در بیوفیلم

است. چون در بیوفیلم، باکتری از دسترس سیستم ایمنی 

با توجه به اینکه ماند.  ها مصون می بیوتیک و آنتی

 هستند ها در باکتری مهم ییزا یماریها عوامل ب لمیوفیب

دارد. مهار بیوفیلم توسط ارسولیک اسید اهمیت بسزایی 

کاهش بیان  موجبدر مطالعه حاضر ارسولیک اسید 

در  یکه هر دو نقش مهمشد  csgAو  fimHهای  ژن

دار  . در مطالعه دیگری تأثیر معنیدارند لمیوفیب لیتشک

های مؤثر در بیوفیلم  ارسولیک اسید بر کاهش بیان ژن

نشان  ها افتهی نیا (.1گزارش گردید )کلبسیلا پنومونیه 

های مؤثر در تشکیل بیوفیلم  که کاهش بیان ژن دهند یم

های مؤثر در خاصیت ضد  تواند یکی از مکانیسم می

 بیوفیلمی ارسولیک اسید باشد.

نتایج این مطالعه بیانگر اثر مهاری ارسولیک اسید بر 

مولد بتالاکتاماز و کاهش  اشریشیاکلیهای  رشد جدایه

تن  درونقدرت تشکیل بیوفیلم آنهاست. انجام مطالعات 

تواند امکان کاربرد آن در کنترل رشد و عفونت ناشی از  می

 های مقاوم به داروی این باکتری را روشن سازد. جدایه

 سپاسگزاری

نامه کارشناسی ارشد نویسنده  این مقاله حاصل پایان

اول در دانشگاه آزاد اسلامی واحد رشت است. نویسندگان 

دانشگاه آزاد مقاله از حمایت حوزه معاونت پژوهشی 

 اسلامی واحد رشت کمال تشکر را دارند.
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Summary 

 

The challenge of today's medicine is to find alternatives in treatment of infections caused by antibiotic-

resistant bacteria. Many types of molecules with antimicrobial potential are produced through the secondary 

metabolism of plants. This study was aimed to investigate the antimicrobial and anti-biofilm properties of ur-

solic acid against broad-spectrum beta-lactamase producing E. coli isolated from poultry meat. The inhibitory 

effect of ursolic acid against the test isolates was investigated using disk diffusion methods. MIC determination 

and its anti-biofilm effect were investigated using broth microdilution and microtiter plate methods respectively. 

Additionally, the effect of ursolic acid on the survival of E. coli has been checked by Time Kill assay and its 

effect on the expression level of fimH and csgA biofilm genes was analyzed by Real time-PCR. In this study, 

ursolic acid showed an inhibitory effect on the growth of all isolates, with MIC values ranging between 0.4 and 

1.6 mg/ml.  The percentage of biofilm inhibition in the conditions treated with the concentration of 1/2 MIC of 

ursulic acid in the 6 studied isolates varied between 51.2 and 67.3%. Furthermore, in the present study, treat-

ment with sub-MIC concentrations of ursolic acid significantly decreased the expression of the fimH and csgA 

genes. The results of this study indicate the inhibitory effect of ersolic acid on the growth of beta-lactamase-

producing E. coli isolates and the reduction of its biofilm formation ability. In vivo studies are required to fur-

ther clarify its potential clinical application in controlling infections caused by drug-resistant isolates. 
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