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 دهیکچ
اکسیدان شناخته شده است.  باکتریایی و آنتی ست که به عنوان یک عامل ضداوژنول، جزء اصلی روغن میخک ا

ی بیمارستانی و برخی ها عفونتزا است که باعث  ترین عوامل بیماری به عنوان یکی از شایعاستافیلوکوکوس اورئوس 

 mecAتصال با پروتئین و ا mecAبیان ژن   ی باکتریایی است. در این مطالعه اثر اوژنول برها عفونتهای ناشی از  مرگ

(PBP2aدر جدایه )  باکتریایی اوژنول به روش  سیلین ارزیابی شد. فعالیت ضد مقاوم به متی استافیلوکوکوس اورئوسهای

های استافیلوکوکوس اورئوس بررسی شد. میان کنش بین اوژنول و پروتئین  در جدایه MBCو  MICانتشار از دیسک، 

mecA(PBP2aبه کمک داکینگ مو )ارزیابی قرار گرفت. بیان ژن   لکولی مورد mecAهای تحت تیمار و بدون تیمار  جدایه در

های  درصد از جدایه 01بررسی شد. نتایج این مطالعه نشان داد که اوژنول در  Q-RT-PCRبا اوژنول به روش 

ها به ترتیب  اغلب جدایه اوژنول در MBCو  MICاستافیلوکوکوس اورئوس باعث مهار رشد به روش انتشار از دیسک شد. 

mg/ml 22/5 و mg/ml 44/11  تعیین شد. آنالیزin silico کنش بین اوژنول و پروتئین  میانmecA (PBP2a .را نشان داد )

برابری  04/1گرم در میلی لیتر( در مقایسه با کنترل، کاهش بیان  میلی 22/5های تحت تیمار با اوژنول ) در جدایهmecA ژن 

باعث مهار رشد  mecAو هم از طریق کاهش بیان ژن  PBP2aرسد اوژنول هم از طریق میان کنش با  می داشت. به نظر

 .شود استافیلوکوکوس اورئوسهای  جدایه

 

 .استافیلوکوکوس اورئوس،  in silico ،mecA،Q-RT-PCRاوژنول،  :ها  کلیدواژه

 

 مقدمه
ترین پاتوژن ایجاد کننده  استافیلوکوکوس اورئوس شایع

و علت  ]2[در کودکان و بزرگسالان  ]1[ی بیمارستانی ها فونتع

. ]3[ی باکتریایی است ها عفونتبرخی مرگ و میرهای ناشی از 
ها نظیر التهاب  از بیماریای  این باکتری باعث طیف گسترده

ی ها عفونتی پوستی، ها عفونتشامه قلب، عفونت خونی،  درون
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موضع زخم ی ها عفونتی پس از جراحی و ها عفونتبافت نرم، 
های  سیلین در جدایه مقاومت به متی. ]4[شود  می

ی ها عفونتاستافیلوکوکوس اورئوس به عنوان یک مشکل مهم در 
کودکان در چندین دهه اخیر مطرح شده است. در ایران شیوع 

های استافیلوکوکوس اورئوس مقاوم به متی سیلین  جدایه
(MRSA1در میان کل جدایه )  های استافیلوکوکوس اورئوس

% و کودکان سالم 11بستری در بیمارستان %، در کودکان 44
 . ]2[% گزارش شده است 14

کد کننده پروتئین  ،mecAدارای ژن  MRSAهای  جدایه
که باعث ایجاد  (، هستندPBP2a2) 2aسیلین  قابل اتصال به پنی
های استافیلوکوکوس اورئوس  سیلین در جدایه مقاومت به متی 

ها به PBPبرخلاف دیگر  PBP2aشود. با این حال،  می
ها )به استثناء سفتارولین( متصل نمی شود ولی باعث  بتالاکتام

( و MRSA3مقاومت به متی سیلین در استافیلوکوکوس اورئوس )
 . ]1[شود  های کواگولاز منفی می مقاومت به اگزاسیلین در گونه

 ]6[(، در بخش روغنی 5)هیدروکسی فنیل پروپن 4اوژنول
چندین گیاه از جمله میخک میخک، دارچین و فلفل وجود دارد 

. مطالعات نشان داده که روغن میخک به دلیل خواص آنتی ]7[
حسی کاربردهای متنوعی در  اکسیدانی، ضد باکتریایی و بی

. مطالعات نشان داده که ]8[تواند داشته باشد  بخش دارویی می
های با  هم روغن میخک و هم اوژنول باعث مهار میکروارگانیسم

منشأ غذایی از طریق مهار تشکیل بیوفیلم و بیماریزایی شدند 
ترکیب روغنی ضروری میخک )اوژنول( باعث ای  در مطالعه. ]4[

دقیقه شد. در این مطالعه  66غیر فعال سازی سالمونلا تیفی بعد 
مشخص شد که اوژنول باعث افزایش نفوذپذیری غشاء سلولی 

همچنین اثرات ضد باکتریایی اوژنول علیه . ]16[شود  می
 . ]11[هلیکوباکتر پایلوری نیز گزارش شده است 

هدف از این مطالعه بررسی تاثیر اوژنول جزء روغنی اصلی 
و  استافیلوکوکوس اورئوسهای بیمارستانی  گیاه میخک بر جدایه

در استان گیلان  in silicoو  in vitroدر شرایط  mecAبیان ژن 
 بود. 

 
                                                        
1 Methicillin-resistant Staphylococcus aureus 
2 Penicillin-Binding Protein 2a 
3 Methicillin-Resistant S. aureus 
4 Eugenol  
5 hydroxyphenyl propene 

 ها مواد و روش
 باکتری جمع آوری نمونه و شناسایی

نمونه باکتریایی در سه ماه دی، بهمن و  36در این مطالعه، تعداد
آوری گردیدند و با  از مراکز درمانی رشت جمع 1466اسفند 

های بیوشیمیایی مانند کاتالاز، کواگولاز، کشت  استفاده از روش
تعیین هویت شدند. در این مطالعه  DNAas در مانیتول و

نتی بیوتیک خوراکی و تزریقی بودند بیمارانی که تحت درمان با آ
 مورد ارزیابی قرار نگرفتند. 

 
  6بیوتیکی به روش انتشار از دیسک سنجش حساسیت آنتی

 بیوگرام به روش بیوتیکی با انجام تست آنتی مقاومت آنتی
Kirby-Bauer  و طبق استانداردCLSI2021 با استفاده از ،

طب، ایران( تعیین ( )پادتن 5μgسیلین ) بیوتیک متی دیسک آنتی
کشت مایع،  گردید. بعد از کشت هر جدایه در محیط

سوسپانـسیون باکتریایی با غلظت نیم مک فارلند تهیه گردید و 
گار منتقل شد. سپس  این سوسپانسیون روی محیط مولر هینتون آ
دیسکها با فاصله مشخص از هم، بوسیله پنس استریل بر سطح 

ساعت انکوباسیون در  24-18 پلیت قـرار داده شدند و بعد از
درجه سیلیسیوس، قطر هاله عدم رشد اطـراف هـر  37دمای 

 CLSI2021دیسک اندازه گیری شد و نتایج طبق استاندارد 
 گزارش شد.  

از دیسک بلانک برای بررسی میزان انتشار از دیسک اوژنول 
گرم در  میلی 167استفاده شد. هر دیسک به اوژنول با غلظت 

آغشته شد. بعد از کشت سوسپانسیون میکروبی هر  لیتر میلی
گار،  جدایه با غلظت نیم مک فارلند به محیط مولر هینتون آ
دیسک آغشته به اوژنول به وسیله پنس استریل بر سطح پلیت قرار 

درجه سیلیسیوس، صورت  37داده شد و انکوباسیون در دمای 
ف هر ساعت، قطر هاله عدم رشد اطرا 48گرفت. بعد از گذشت 

 دیسک اندازه گیری شد. 
 

( و حداقل MICتعیین حداقل غلظت مهارکنندگی رشد )
  ( MBCباکتری کشی )

کنندگی   جدایه مقاوم به متی سیلین، حداقل غلظت مهار 16در 
( به روش براث mg/ml167در حضور اوژنول ) 7MIC)رشد )

                                                        
6 Disk diffusion 
7 Minimum Inhibitory Concentration 
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ساعت از  24-18دایلوشن صورت گرفت. بعد از گذشت 
ای که کدورت  درجه سیلیسیوس، اولین لوله 37 انکوباسیون در

 در نظر گرفته شد.  MICای نداشت به عنوان  قابل مشاهده
های  ، از اولین لوله بدون کدورت تا لولهMBCجهت تعیین 

گار صورت  با غلظت بالاتر ترکیب گیاهی، کشت در محیط آ
ساعت  24ها در هر پلیت بعد از  گرفت و تعداد کلونی

 درجه سیلیسیوس، شمارش شد.  37ر انکوباسیون د
 

  PCRو واکنش  DNAاستخراج 
در محیط مولر هینتون براث  استافیلوکوکوس اورئوسهای  جدایه

درجه سیلیسیوس، انکوبه  37ساعت در دمای  18-24به مدت 
 DNAشدند. بعد از رسیدن به کدورت سلولی مناسب، از کیت 

extraction  سیناکلون، تهران(، جهت تخلیص(DNA  استفاده
ی تخلیص شده در ژل  DNAشد. بعد از تأیید تک باند بودن 

گارز  ( جهت بررسی PCRپلیمراز )ای  % ، واکنش زنجیره1/1آ
صورت گرفت. اجزای واکنش  mecAحضور یا عدم حضور ژن 

PCR با استفاده از کیتPCR Master Mix 2x  ،سیناکلون(
( و آب pmol 20، جفت پرایمر )DNAبا افزودن  تهران(،

آماده شد. پرایمرهای رفت و برگشتی  PreMixاستریل به محلول 
(. واکنش 1توسط شرکت سیناکلون )تهران(، سنتز شد )جدول 

PCR  با برنامه دمایی شامل : یک مرحله واسرشت شدن ابتدایی
 44سیکل به ترتیب در دمای  36دقیقه، سپس  3بمدت ° C44در 

درجه سیلیسیوس به مدت  11ثانیه،  36درجه سیلیسیوس بمدت 
دقیقه، و یک مرحله  1درجه سیلیسیوس بمدت  72دقیقه، 1

دقیقه در  1درجه سیلیسیوس بمدت  72گسترش نهایی در دمای 
دستگاه ترمال سایکلر انجام شد. بعد از اتمام واکنش، 

گارز  PCRمحصولات  % الکتروفورز شدند تا از 1/1در ژل آ
 ینان حاصل شود. حضور یا عدم حضور محصول ژنی اطم

 

 جدایه تحت تیمار با اوژنول درmecA بررسی بیان ژن 
RNA  تام سلولی از جدایه تحت تیمار و بدون تیمار با اوژنول با

)سیناکلون، تهران( استخراج شد.  RNX-Plusاستفاده از کیت 
)سیناکلون،  cDNAبا استفاده از کیت سنتز  cDNAسنتز 

 Sinaها از کیت بیان ژنتهران(، صورت گرفت. جهت بررسی 
Green HS-qPCR Mix  .سیناکلون، تهران(، استفاده شد(

 LightCycler® 96در دستگاه  Real Time-PCRواکنش 
System مرحله واسرشت شدن  :ه دمایی)سوئیس( با برنام
به  C °41سیکل شامل  46دقیقه( و  16به مدت  C °41ابتدایی )

 36به مدت  C °72 دقیقه و 1به مدت  C °18ثانیه و  36مدت 
به عنوان ژن کنترل داخلی  16srRNAثانیه صورت گرفت. از ژن 
ذکر شده است. آنالیز  1ها در جدول  استفاده شد. توالی پرایمر

 صورت گرفت.  ΔΔCt-2ها به کمک معادله  نبیان ژ
 

کنش بین اوژنول و پروتئین  میان in silico بررسی
mecA(PBP2a) 

برای بررسی میان کنش بین ترکیب گیاهی اوژنول با پروتئین 
mecA(PBP2a از روش داکینگ با ابزار )Autodock4. 2. 1 

 PubChemاستفاده شد. ساختار سه بعدی اوژنول از سایت
)/https://pubchem. ncbi. nlm. nih. gov(  دانلود و با

تبدیل شد.  pdbبه فرمت  chimera ucsf 13. 1افزار  نرم
( دانلود rcsb. org) pdb( از سایت PBP2a) mecAپروتئین 

های آب از ساختار این پروتئین و  شد. بعد از حذف مولکول
ها و پیوندهای هیدروژنی این پروتئین در غیاب محیط  دن اتمافزو

 pdb، ساختار نهایی پروتئین به فرمت spdbvآبی با نرم افزار 
تبدیل شد. بعد از انجام داکینگ مولکولی، ساختار سه بعدی 

رسپتور و نوع پیوندهای اتصالی بین لیگاند و  - کمپلکس لیگاند
مورد مطالعه قرار  Rstudio discovery 16افزار رسپتور با نرم

 گرفت. 
 

 . توالی پرایمرهای مورد استفاده در این مطالعه1جدول 
 منبع PCR (bp)  طول محصول توالی پرایمر نام پرایمر

mecA-F 5'-AAAATCGATGGTAAAGGTTGGC-3' 198 ]12[ 
mecA-R 5'-AGTTCTGCAGTACCGGATTTGC-3' 

16srRNA-F 5'-AGAGTTTGATCATGGCTCAG-3' 806 ]13[ 
16srRNA-R 5'-GGACTACCAGGGTATCTAAT-3'   

 

https://diagnostics.roche.com/global/en/products/instruments/lightcycler-96-instrument-ins-2691.html
https://diagnostics.roche.com/global/en/products/instruments/lightcycler-96-instrument-ins-2691.html
https://diagnostics.roche.com/global/en/products/instruments/lightcycler-96-instrument-ins-2691.html
https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/
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 تحلیل آماری
تست برای بررسی بیان ژن در  tدر این مطالعه از آزمون 

گروههای تیمار و کنترل استفاده شد. هر آزمون حداقل دو بار 
 تکرار شد. 

 
 نتایج

 استافیلوکوکوس اورئوسهای  در جدایه mecAفراوانی ژن 
 mecAمشخص شد که ژن  PCRدر این مطالعه به کمک روش 

 یه استافیلوکوکوس اورئوس حضور داشت جدا 36جدایه از  16در 
 

 (. 1)شکل 
 

 تعیین قطر هاله عدم رشد اوژنول
 167 ها به غلظت % جدایه26در این مطالعه مشخص شد که 

میلی گرم در میلی لیتر اوژنول مقاوم بودند اما اوژنول باعث 
ها  % جدایه86های متفاوت برای  تشکیل هاله عدم رشد با قطر

(. بطوریکه بیشترین هاله عدم رشد 1و جدول  2شد )شکل
میلی متر اندازه گیری  36با قطر  1باکتری مربوط به جدایه شماره 

 (.1 شد )جدول

 
های دو تا ده مربوط به چندین جدایه دارای ژن  لدر و چاهک DNAهای استافیلوکوکوس اورئوس. چاهک اول مربوط به  در جدایه mecAژن  . بررسی حضور1شکل 

mecA باشد. جفت باز( یا فاقد این ژن می 148ول )با ط 
 

 (mg/ml167های استافیلوکوکوس اورئوس در حضور اوژنول ) . قطر هاله عدم رشد جدایه1جدول

 شماره باکتری
 قطر هاله
(mm) 

 شماره باکتری
 قطر هاله
(mm) 

 شماره باکتری
 قطر هاله
(mm) 

 شماره باکتری
 قطر هاله
(mm) 

 شماره باکتری
 قطر هاله
(mm) 

1 33 7 13 13 0 11 14 25 20 
2 20 8 11 14 0 20 30 23 30 
3 13 1 15 15 0 21 27 27 30 
4 17 10 11 13 35 22 0 28 13 
1 13 11 20 17 0 23 15 21 30 
6 20 12 0 18 13 24 13 30 17 

 

 
 گرم( میلی 167استافیلوکوکوس اورئوس در حضور اوژنول ) 26و  4، 4. هاله عدم رشد جدایه های2شکل 
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 اوژنول MBCو  MICتعیین 
سیلین نشان  جدایه مقاوم به متی اوژنول در MBCو  MICنتایج 

گرم در  میلی 22/1ها  اغلب جدایهاوژنول در  MICداد که 
گرم در  میلی 44/16ها  اوژنول در اغلب جدایه MBC و لیتر میلی
 . (2تعیین شد )جدول  لیتر میلی

 
به روش در جدایه تحت تیمار با اوژنول  mecAمیزان بیان ژن 

Q-RT-PCR  
 22/1غلظت با تحت تیمار در این مطالعه جدایه شماره دو

)کنترل( لیتر  گرم در میلی میلی 6)تست( و لیتر  گرم در میلی میلی
نتایج حاصل از آنالیز . گرفت ساعت قرار 24به مدت  اوژنول

به روش  تحت تیمار با اوژنولهای  در جدایه mecAکمی بیان ژن 
Q-RT-PCR را نسبت به  برابر( 84/6) ، کاهش بیان این ژن

  .(3 )شکل جدایه بدون تیمار با اوژنول نشان داد
 

 پروتئیننتایج داکینگ مولکولی میان کنش اوژنول و 
mecA(PBP2a) 

بین  به روش آنالیز داکینگ مولکولی مشخص شددر این مطالعه 
 mecA (PBP2a)پروتئین  در بعضی اسیدهای آمینه اوژنول و

تواند در میزان  می کنش این میان. (4 شکلکنش وجود دارد ) میان
 گذار تاثیر استافیلوکوکوس اورئوسهای  در جدایه PBP2aفعالیت 

 

  . باشد
 

 بحث 
در اسانس چند  یعیطب به طورپروپن  لیفن یدروکسیه یااوژنول 

، Lamiaceae ،Lauraceaeهای  متعلق به خانواده اهیگ
Myrtaceae  وMyristicaceae ء جزاوژنول . ]8[ وجود دارد

و  آنتی اکسیدانی با خواص ضد باکتریایی و خکیروغن م اصلی
خواص ضد باکتریایی ترکیبات گیاهی  ]14[ است ضد التهابی

آویشن ، ]16, 11[از گیاه زردچوبه  مختلف از جمله کورکومین
سفارانال از گیاه ، ]26, 14[بین از گیاه خارمریم یسیل، ]18, 17[

در مطالعات  ]22[ کارواکرول از گیاه نعناع، ]21[ زعفران
در مطالعات مختلف مشخص شده  .مختلف شناسایی شده است

عمل اوژنول، تخریب غشا سلولی و در های  که یکی از مکانیسم
همچنین مشخص شده که  .]24, 23[ باکتری استنتیجه مرگ 

و کاهش تشکیل بیوفیلم در  DNAاوژنول قادر به تخریب 
در این مطالعه . ]21[ استافیلوکوکوس اورئوس استهای  جدایه

سعی شد خواص ضد باکتریایی ترکیب اوژنول از گیاه میخک بر 
چندین جدایه بیمارستانی استافیلوکوکوس اوروئوس مورد بررسی 

نتایج ما نشان داد که اوژنول خاصیت کاهش رشد . قرار گیرد
باکتری، خاصیت کشندگی باکتری و کاهش بیان ژن مسبب 

 . دارد( را mecAمقاومت به متی سیلین )

 اوژنول MBCو  MIC تعیین. 2جدول
 MIC (mg/ml) MBC (mg/ml) شماره باکتری MIC (mg/ml) MBC (mg/ml) یشماره باکتر

1 - 22/1 26 22/1 44/16 
2 22/1 44/16 21 22/1 44/16 
6 22/1 44/16 27 22/1 44/16 
14 - - 24 - 22/1 
16 22/1 44/16 36 22/1 44/16 

 

mecA

0.0

0.5

1.0

1.5

Control

Treat

 
 Q-RT-PCRبه روش  ( و بدون تیمار )کنترل( با اوژنوللیتر گرم در میلی میلی 22/1تحت تیمار )های  در جدایه mecAمیزان بیان کمی ژن . 3شکل
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 mecA (PBP2a) پروتئین تصویر سه بعدی میان کنش بین اوژنول و. 4شکل
 

مشخص شد  ]26[همکاران در مطالعه جعفری ثالث و 
در شهر  استافیلوکوکوس اورئوسبیمارستانی های  % جدایه71

% 68در  mecAحضور ژن . تبریز، مقاوم به متی سیلین بودند
در  (27)همکاران در مطالعه زره ساز و . گزارش شد جدایه ها،

از  استافیلوکوکوس اورئوسبیمارستانی های  جدایهاز % 64/46
در . بودند mecAتهران دارای ژن  چندین بیمارستان در شهر

از  بیمارستان ولی عصر تبریزدر  (28) مکارانمطالعه نائبی و ه
جدایه مقاوم  26 ،استافیلوکوکوس اورئوسجدایه بیمارستانی  48

در . بودند mecAجدایه دارای ژن  13سیلین بودند و  به متی
 استافیلوکوکوس اورئوسجدایه بیمارستانی  16مطالعه حاضر 

 به نظر. بودند mecAسیلین و دارای ژن  %( مقاوم به متی4/33)
های ایجاد کننده  رسد تفاوت در فراوانی این ژن و دیگر ژن می

های  ایجاد فراوانی جدایه ها، در جدایه سیلین در مقاومت به متی
های مختلف  مقاوم در مناطق مختلف کشور و نیز در سال

 . گذار باشدتاثیر
حضور ژن  مشخص شد که ]Chambers ]24در مطالعه 

mecA در حالیکه در  ،باعث مقاومت به متی سیلین شده
در . یابد می سیلین کاهش مقاومت به متی، mecAفاقد های  سویه

با تاثیر نانوذرات طلا حاوی  ]36[همکاران و  Beha مطالعه
، کاهش رشد mecAسنس علیه  اولیگونوکلئوتیدهای آنتی

و کاهش  استافیلوکوکوس اورئوسسیلین  های مقاوم به متی جدایه
 همکارانو  Rashidدر مطالعه . شد نشان داده mecA بیان ژن

مقاوم به های  در جدایه mecAژن  مشخص شد که بیان ]31[

وذرات نقره تحت تیمار با نان استافیلوکوکوس اورئوس سیلین متی
و  بدون تیمار با نانوذرات کاهش یافتهای  در مقایسه با جدایه
در مطالعه حاضر کاهش بیان . ها گزارش شد کاهش رشد جدایه

مقاوم  های اوژنول در جدایهو کاهش رشد و کشندگی  mecAژن 
این نتایج . مشاهده شد استافیلوکوکوس اورئوسسیلین  به متی
یکی از اهداف ضد  mecAژن  کند کاهش بیان می پیشنهاد

 . باشد می ها باکتریایی اوژنول در این جدایه
 
 گیری  نتیجه

از طریق حداقل تواند  می شد که اوژنول مشخصدر این مطالعه 
( اتصال بالقوه مهاری به پروتئین 2و  mecAکاهش بیان ژن ( 1

mecA  اثرات مهار رشد  استافیلوکوکوس اورئوسهای  در جدایه
 . شدداشته با
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Abstract 
Background and Objectives: Eugenol is the major constituent of clove essential oil, which is 

known as an antibacterial and anti-oxidant agent. Staphylococcus aureus is most common 

pathogens that caused nosocomial infections and some bacterial infections death. In this 

study, the effect of Eugenol on the expression of mecA gene and the interaction with mecA 

protein (PBP2a) was evaluated in methicillin resistant isolates of S. aureus.  
Materials and methods: Antibacterial activity of eugenol was investigated in isolates of 

Staphylococcus aureus with DISC diffusion, MIC and MBC. Interaction between Eugenol 

and mecA protein (PBP2) was evaluated with molecular docking. The expression of mecA 

gene was assessed in Eugenol treated and untreated isolates by Q-RT-PCR.  

Results: The results of this study showed that eugenol in 80% of Staphylococcus aureus 

isolates inhibited growth with DISC diffusion method. MIC and MBC of Eugenol in the most 

isolates were determined 5. 22 mg/ml and 10. 44 mg/ml, respectively. In silico analysis 

showed interaction between eugenol and PBP2. mecA gene downregulated 0. 84 fold in 

Eugenol treated isolates (5. 22 mg/ml) in compared to control.  
Conclusion: It seems that eugenol led to growth inhibition of S. aureus isolates through both 

interaction with PBP2 and mecA gene downregulation.  
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