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تحت اثر عصاره گياهان  زنجبيل و كنگر فرنگي   icaDي مولكولي بيان ژن بيوفيلم مطالعه
 Staphylococcus aureusدر باكتري 

  *2و محمد رضا صفري مطلق 1الهي ، هادي حبيب1متين قدرت
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 24/10/1399 :تاريخ پذيرش  13/06/1399 :تاريخ دريافت

  چكيده

در باكتري  شده وكه باعث افزايش اتصال به سطوح بيولوژيكي و غيربيولوژيكي  باشد ميها بيوفيلم تجمعي از باكتري
Staphylococcus aureus ينواپرهاي ژن .گرددزايي و عفونت ميث ايجاد بيماريباع icaABCD  دندر اين امر دخالت دار. 

ساكاريد خارجترانسفراز دارد و منجر به بيان فنوتيپيك پلي گلوكزآمين استيل – N نقش مهمي در حداكثر بيان آنزيم icaDژن 
 ميكروبي ضد تأثير تحقيق، اين در .ت ضد باكتريايي هستندگياهان دارويي بسياري داراي خاصي. شودمي S. aureusدر سلولي 

همچنين پس از . گرديد مطالعه بيوگرامآنتي تست اساس بر S. aureus  از باكتري دو سويه و كنگر فرنگي روي عصاره زنجبيل
 Real timeتكنيك  از استفاده ، با)MBC(كشي ترين غلظت باكتري پايينو ) MIC( ترين غلظت مهاركنندگي هاي پايينآزمون

PCRبيوفيلم  ژن بيان ، ميزانicaD نتايج  .شد ارزيابي مطالعه مورد هايسويه درعصاره زنجبيل  كنگر فرنگي و عصاره تيمار تحت
ليتر عصاره زنجبيل و نيز كنگر فرنگي در سويه  گرم بر ميلي ميلي 100حاصل از آزمون انتشار از ديسك نشان داد كه غلظت 

نيز نشان  MICآزمون . كند متري ايجاد مي ميلي 9متري و حدود  ميلي 15ترتيب هاله عدم رشد ، بهS. aureusاتوژن استاندارد و پ
نتايج حاصل از . هاي گياهي نيز توان رشد دارند ليتر عصاره ميكروگرم بر ميلي 5000هاي مورد مطالعه در غلظت  داد كه سويه

هاي كنگر فرنگي و زنجبيل در سويه استاندارد بيانگر افزايش بيان اين ژن بود ولي  هتحت تأثير عصار icaDبررسي ميزان بيان ژن 
توجه ترتيب منجر به كاهش قابلبه P0.01دار زنجبيل و كنگر فرنگي با اختلاف معني هاي، عصارهS. aureusدر سويه پاتوژن 

  .درصد نمونه كنترل شدند 10درصد و  28به حدود  icaDبيان ژن 

  .، زنجبيل، كنگر فرنگيicaD، ژن Staphylococcus aureus، بيوفيلم :كليديي هاواژه

  ssafarimotlagh@yahoo.com :پست الكترونيكي،  09111384168 : نويسنده مسئول، تلفن* 
  مقدمه

Staphylococcus aureus و شايع مهم هاييكي از پاتوژن 

 تلفمخ هايآنزيم داشتن با كه است بيمارستاني هايعفونت

 باكتري اين .كند ايجاد عفونت بدن جاي همه در است قادر

از  پس دوم  مرتبه در بيمارستاني هايعفونت ايجاد نظر از
Pseudomonas aeruginosa اين باكتري  .)34(دارد  قرار

هاي خارج از بدن قابليت زنده ماندن در بدن و محيط
گرد و خاك و آب را دارا  ،ميزبان طبيعي خود مانند هوا

است و اين توانايي به دليل انطباق و سازگاري بسيار زياد 

اين باكتري با شرايط مختلف محيطي و مقاومت زياد در 
به علت  .)14( باشدبرابر خشكي و با فشارهاي اسمزي مي

 .Sبيوتيك در باكتري هاي مقاوم به آنتيپيدايش سويه

aureus ها حتي نسبت به تعداد زيادي از برخي از سويه
-ها و ضدعفونيبيوتيكتركيبات ضد ميكروبي اعم از آنتي

 .Sهايي از سويه .)27( اندت نشان دادهها، مقاومكننده

aureus  كنند، ظرفيت كلونيزاسيونتوليد مي اين مواد راكه 
- هايي كه اين دو عامل را توليد نمينسبت به سويه بالايي
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كنند دارند كه اين امر منجر به مقاومت بالا نسبت به درمان 
  .)19( شودها ميبيوتيكبا آنتي

توان يك اجتماع باكتريايي ناميد كه در آن  بيوفيلم را مي
زنده و يا غيرزنده اتصال داشته و در  حها به يك سطباكتري

-ماهيت آب .)9(اند سلولي محصور شدهيك لايه خارج

طح خارجي باكتري در اتصال غيراختصاصي آن گريزي س
-ها و ديگر سلولبه سطوح پلاستيكي، اتصال به فاگوسيت

هاي ها روي لايههاي پستانداران و نيز در رشد سلول
و  30 ،6( ها اهميت داردگريز مثل هيدروكربننامحلول آب

تواند باعث ايجاد مشكلاتي در تشكيل بيوفيلم مي .)31
از جمله عفونت وسايل خارجي مانند  پزشكيزمينه 

هاي حلقي و لنزهاي تماسي و نيز عفونت كاتترها، لوله
هاي زنده مانند عفونت اندوكارد، عفونت زخم و بافت

فيبروز تليوم ريه مخصوصا در بيماران مبتلا به اپيعفونت 
توليد بيوفيلم ناشي از فعاليت اپراني ). 35( شود كيستي

ترين عامل براي باشد كه مهممي icaABCDتحت عنوان 
از عوامل كه ساكاريدي است  تشكيل ماتريكس اگزوپلي

هاي عوامل اتصالي سلولي بوده و پروتئينچسبندگي بين
در توليد آن دخالت  icaDو  icaA ،icaB ،icaCسلولي بين

ساكاريد پليمري از اين پلي. )32و  22، 12( دارند
-باشد كه توسط آنزيم انميواحدهاي گليكوز آمينوگليكان 

بيان اين آنزيم . شوداستيل گلوكز آمينيل ترانسفراز سنتز مي
هاي از ميان ژن. )4( شودانجام مي icaهاي كوستوسط لو
زمان دو ژن بيان هم )ica )Intracellular adhesin لوكوس

icaA و icaD  درS. aureus مقاومت آنتي افزايش موجب
  .)10( شودميزايي بيوتيكي و بيماري

هاي ايمني عواملي هستند كه با هدف قرار دادن محرك
ايمني غيراختصاصي موجود سبب افزايش مقاومت ميزبان 

هاي ايمني يكي از محرك. )28(شوند در برابر بيماري مي
توانند  مي كه موثر و قوي، گياهان و تركيبات آنها هستند

 كاهش منظوربه. )33(جايگزين داروهاي شيميايي شوند 

- بيماري  عوامل از ناشي جاني خطرات و اقتصادي هايزيان

 تركيبات عنوانبه طبيعي مواد از استفاده ميكروبي، زاي

 هايباكتري كنترل براي مؤثر روشي تواند مي ضدميكروبي

 از پزشك تجويز بدون و رويهبي استفاده .)3( باشد زابيماري

-ميكروارگانيسم گسترش روبه هايها، مقاومتبيوتيك آنتي

 عوارض درماني، رايج هايبيوتيك به آنتي نسبت ها

 به مقرون طرفي از و آنها استفاده ناشي از جانبي و نامطلوب

 سوق باعث شيميايي برخي داروهاي ساخت نبودنصرفه

 دوباره تا است شده دارويي به گياهان داروسازي صنعت

 فيتوتراپي سنتي، پزشكي به و محققين پزشكي جوامع توجه

 فلاونوئيدها، فنل،( دارويي در گياهان موجود مؤثره مواد و

گياهان عصاره  .)29(معطوف گردد  ...) و هاترپن ها،فلاون
دارويي مختلفي همچون زردچوبه براي درمان سرطان 

همچنين فعاليت ضدباكتريايي . اندكار رفتهبه) 2(كولون 
ليمو عليه باكتري عصاره هيدروالكلي گياهان آويشن و به

Pseudomonas syringae  در شرايط آزمايشگاهي به اثبات
  ).1(رسيده است 

هاي ناي و مهار طيف مان عفونتزنجبيل از قديم براي در
هاي گرم مثبت، ها از قبيل باكتريوسيعي از ميكروارگانيسم

مطالعات . شده استها استفاده ميگرم منفي و قارچ
هاي نقش ضد ميكروبي اين گياه در مقابل باكتريمتعددي 

 كنگرفرنگي .)27( اندنشان داده را گرم مثبت و گرم منفي

 و شده گياهي دارويي معرفي عنوانبه مختلف منابع در

 از بسياري و درمان پيشگيري در آنها از حاصل هايفرآورده

 قرار استفاده مورد هاها و باكتريهاي ناشي از قارچ بيماري

  ).20( گيردمي

ضد باكتريايي پياز و زنجبيل  اتاثر شدهمطالعات انجام
و  Escherichia coli ،Bacillus subtilisي هاباكتري روي

Salmonella typhimurium  نتايج . اندبه اثبات رساندهرا
نوئيدي ونشان داد كه زنجبيل حاوي مواد ضد ميكروبي فلا

عصاره خام آبي  اييبررسي خاصيت ضد باكتري ).23( است
 S. aureus ،Pseudomonasو الكلي پياز و زنجبيل در برابر 

aeruginosa  ،E. coli  وCandida albicans  جداشده از
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 ترين اثرعصاره الكلي زنجبيل بيش هنشان داد ك ،ادرار
  .)21( را دارا بودرشد ميكروبي  گيمهاركنند

 برابر در فرنگي كنگر گياه برگ عصاره  اي اثردر  مطالعه
، Bacillus subtilis  ،S. aureus هايباكتري

Agrobacterium tumefaciens ،Micrococcus luteus ،E. 

coli ،S. typhimurium و P. aeruginosa مخمرهاي ،C. 

albicans ،C. 

lusitaniae ،Saccharomyces cerevisiae  وS. 

carlsbergensisهاي ، قارچAspergillus niger ،
Penicillium oxalicum ،Mucor mucedo  و

Cladosporium cucumerinum  مورد بررسي قرار گرفت و
 .)37( به اثبات رسيد هااثرات ضد ميكروبي آن

در مطالعه ديگري خاصيت ضد باكتريايي و اثر ضد 
 Helicobacter گونه گياه روي باكتري 25چسبندگي 

pylori كه از ميان آنها زيره سبز، زيره سياه،  بررسي گرديد
پونه كوهي اثر زنجبيل، چيلي، شيرين بيان، گل گاو زبان و 

كردن عصاره  اضافه. )26(قطعي ضدباكتريايي نشان دادند 
 گونه هايباكتري از برخي به محيط كنگر فرنگي

 مقاوم اريترومايسين و Gسيلين  پني به كه سودوموناس

در بررسي ). 8(ها گرديد باكتري رشد توقف سبب بودند،
هاي گياهان خانواده خواص ضد باكتريايي اسانس

Zingiberaceae گياه زنجبيل بيشترين كارآيي را در 
  S. aureus ،Bacillus cereusهايبازدارندگي باكتري

 .)25(داشت  Listeria monocytogenesو

 و اتانولي، كلروفرمي عصاره باكتريايي ضد اثر در بررسي
 با نوع قارچ سه و باكتري نوع 13 بر زنجبيل اتري پتروليوم

ديفيوژن، حلال اتانولي زنجبيل  ديسك روش از استفاده
- ها بهباكتري و هابيشترين تاثير فعاليت عصاره روي قارچ

  .)16(را نشان داد   Vibrio parahemolyticusويژه 

هاي اثر عصاره زنجبيل روي دو گونه از باكتري يدر تحقيق
 V. parahemolyticusو  Vibrio alginolyticusگرم منفي 

 .Vآزمايش گرديد و نتايج نشان داد كه اين عصاره بر 

alginolyticus 7( داردترين اثر ضد باكتريايي را بيش(.  

كنسرو  ارخانهك ضايعات ميكروبي ضد خواصبررسي 
 در ميكروبي ضد حداكثر فعاليت نشان داد كه كنگرفرنگي

 عليه )هاها  و گلبرگچه(  متصل هايفنل متانولي عصاره

 .)11( آيدمي دستبه منفي گرم هايباكتري

 ضد خاصيت در بررسي )17(و همكاران  دراني خسروي

 الكلي عصاره همراه به ايران در عسل نوع سه بيوميكر
 ، S. aureusدر زنجبيل و نشاسته عصاره نيز و آويشن نعناع،

Pseudomonas aeruginosa ،  E. coli و C. albicans به
 هاباكتري بر آويشن عصاره مهاري اثراين نتيجه رسيدند كه  

- معني طوربه زنجبيل عصاره و ودب كانديدا قارچ از تربيش

   .بود ها موثرباكتري رشد مهار در مواد ديگر از بيشتر يدار

ي مولكولي بيان ژن بيوفيلم هدف از اين تحقيق مطالعه
icaD  تحت اثر عصاره گياهان زنجبيل و كنگر فرنگي در

  .بود S. aureusباكتري 

 مواد و روشها

رمي گياه كنگر گميلي 400كپسول : تهيه عصاره گياهان
 250 و  كپسول) Tichoke capsule(فرنگي با نام تيشوك 

با نام زينتوما  عصاره خشك ريشه گياه زنجبيل گرميميلي
)Zintoma capsule( شركت داروسازي گل دارو تهيه  از

گرم گرانول  ميلي 250هر كپسول زينتوما محتوي . گرديد
گرم اسانس  ميلي 5/2پودر ريزوم زنجبيل بود كه معادل با 

اين عصاره شامل مواد مؤثره . در هر كپسول است
گليكوزيدها شامل آماروپانين،  جرول و شوگال و جين

 400هر كپسول تيشوك نيز حاوي . باشد مياناروزورين 
 (Cynara scolymu)گرم عصاره خشك كنگر فرنگي  ميلي

گرم ماده مؤثره كلروژنيك اسيد  ميلي 14 -20مشتمل بر 
 100 استوكآبي  هاي مواد مذكور، محلوليك از  از هر. بود
ليتر تهيه گرم در ميليميلي 10ليتر و گرم در ميليميلي

  .گرديد
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: مورد مطالعه  S. aureusباكتري كشت و جداسازي 
 ATCC)سويه استاندارد  دواز   S. aureusكشت باكتري 

گيري شده از پاتوژن به صورت و سويه نمونه (25923
مولر هينتون آگار روي  كشت ي محيطكشت چمني رو

هاي حاوي باكتري در انكوباتور پليت .پليت انجام گرفت
ساعت نگهداري و سپس در محيط مولر هينتون  24مدت به

ساعت پس از كشت، كدورتي  24. ندبراث كشت داده شد
  .معادل محيط نيم مك فارلند آماده گرديد

منظور از براي اين : ها عصاره يكروبيم ضد اثر آزمون
 50هر ديسك بلانك در . هاي بلانك استفاده گرديد ديسك

گرم در ميلي 100 با غلظت عصاره گياهيميكروليتر از 
طور جداگانه آغشته شد زنجبيل و كنگر فرنگي به ليترميلي

 ،و در محيط كشت مولر هينتون آگار حاوي باكتري
 100علاوه بر اين از تركيب . گذاري انجام گرديدديسك
با نسبت  هاي زنجبيل و كنگر فرنگي عصارهگرم  ميلي

گذاري استفاده سازي و ديسكنيز براي آغشته 1:1مساوي 
درجه  37ساعت در دماي  24ها به مدت  پليت سپس. شد

گيري گراد انكوبه شدند و قطر هاله عدم رشد اندازه سانتي
  .گرديد

 Minimum Inhibitory آزمون حداقل غلظت مهاري

ation (MIC)Concentr: ميكروبي آزمون MIC  از
عصاره گياهي با استفاده از محيط مولر هينتون براث انجام 

گرم از پودر براث  1/2 ،براي تهيه مولر هينتون براث. شد
و بعد از حل شدن كامل با  انتقال يافتليتر آب مقطر  1 به

لوله  30ليتر در هر يك از ميلي 2هيتر مغناطيسي به مقدار 
به  ،1سپس در لوله شماره . ريخته و اتوكلاو شد آزمايش
گرم در ميلي ليتر ميلي 10  ليتر از عصارهميلي 2 ميزان

زنجبيل يا (مورد نظر  گياه) ميكروگرم بر ميلي ليتر 10000(
 5000ريخته شد كه در اين حالت غلظت ) كنگر فرنگي

 2. براي لوله شماره يك ايجاد گرديدليتر ميكروگرم بر ميلي
ليتر از ميلي 2، 2به لوله شماره  1يلي ليتر از لوله شماره م

 8ترتيب تا لوله شماره و به 3به لوله شماره  2لوله شماره 

. سازي سريالي انجام شدرقيقانتقال يافت و عمليات 
و  منفيعنوان كنترل ترتيب بهنيز به 10و  9هاي شماره  لوله
كنترل منفي به  به غير از لوله .در نظر گرفته شدند مثبت

ميكروليتر از محيط براث حاوي باكتري با  200ها  بقيه لوله
كدورت معادل نيم مك فارلند اضافه گرديد و در نهايت 

ساعت نگهداري  24ها در انكوباتور به مدت اين لوله
لوله براي عصاره گياه  10 ،لوله آزمايش 30از  .شدند

 در نهايتگي و لوله براي عصاره گياه كنگر فرن 10زنجبيل، 
هر دو گياه در نظر هاي عصارهلوله براي تركيبي از  10

  S. aureusسويه باكتري  دواين مراحل براي . گرفته شد
  .  در نظر گرفته شد

 Minimum آزمون حداقل غلظت كشندگي

Bactericidal Concentration (MBC):  24بعد از 
 در اين. انجام شد MBC آزمون، MIC آزمونساعت از 

. استفاده گرديد 8تا  1هاي شماره هاي لولهاز نمونه آزمايش
پليت جداگانه حاوي محيط كشت هشت در  هااين نمونه

دست كشت داده مولر هينتون آگار به صورت چمني و يك
ها از لحاظ  ساعت پليت 24و بعد از آن به مدت  ندشد

 .رشد باكتري مورد بررسي قرار گرفتند

از دو سويه مورد  DNAتخراج براي اس :DNA استخراج
مطالعه رشديافته در محيط مولر هينتون براث استفاده 

 DNAمراحل كار با استفاده از كيت استخراج  .گرديد
و طبق هاي گرم مثبت شركت پيشگامان  باكتري

  .انجام گرفت دستورالعمل اين كيت

براي : مورد مطالعه يها هيدر سو icaD ژن وجود يبررس
 روش اختصاصي از آغازگرهايستفاده از اين منظور با ا

PCR در مورد نظر  آغازگرهاي جفت  توالي. استفاده گرديد
   ).5(آمده است  1جدول 

  
  هاي آغازگرهاي مورد مطالعه توالي -1جدول 

 يتوال آغازگر نام
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Icad-F ACCCAACGCTAAAATCATCG
Icad-R GCGAAAATGCCCATAGTTTC 

  

گر و از مواد واكنشبا استفاده  icaDژن  PCRواكنش 
آمده است،  3و  2ول اترتيب در جدبرنامه دمايي كه به

  .صورت گرفت

 انجام الكتروفورز منظور، اين براي: PCRارزيابي محصول 

 ٪1آگارز  و پودر آگارز، ژل  TBEبافر  از استفاده با .شد
با پاورلود   PCRميكروليتر از محصول 5تهيه گرديد و 

در يك چاهك . ها  تزريق شدمخلوط و  به درون چاهك
 الكتروفورز از پس. تزريق شد bp DNA Ladder 100نيز 

 UVدستگاه  روي بر ژل دادن قرار ولت، با 150 ولتاژ در

Transilluminator، محصول باندهاي PCR و رؤيت 

  .گرديد ارزيابي
  icaD  ژن PCRگر مورد استفاده در  مواد واكنش -2جدول 

  گرواكنش  )ميكروليتر( حجم
  آب مقطر   15.5
2.5   PCR  بافر (10X)  
 1.5   MgCl2 (10mM)  

1  dNTPs (10mM)  
  (10p.mol)آغازگر مستقيم    0.5
  (10p.mol) آغازگر معكوس    0.5
3  DNA  الگو  

0.5   Taq polymerase (100U/  
  حجم كل  25

  
  

  icaD  ژن PCRشرايط بهينه دمايي  -3جدول 
 برنامه  نزما دما
94C 5 دقيقه  واسرشت اوليه 

سيكل 35  
94C 45 ثانيه  واسرشت 
59C 60 ثانيه آغازگردماي اتصال    
72C 45 ثانيه آغازگرگسترش    

72C 5 دقيقه  گسترش نهايي 
 

، MBCو  MICبر اساس نتايج حاصل از  :RNAاستخراج 
هاي زنجبيل و كنگر فرنگي كه باعث  حداكثر غلظت عصاره

شدند براي تيمار دو  هاي باكتريايي نمي هار و كشتن سويهم
سويه مورد نظر در محيط براث باكتريايي معادل نيم مك 

 37فارلند استفاده گرديد و پس از انكوباسيون در دماي 
با استفاده از ترايزول  RNAگراد، استخراج  درجه سانتي

و با  دستورالعمل كيتطبق  ،ROJETechnologiesشركت 
  .انجام شدت شرايط استريل و در دماي پايين رعاي

هاي استخراج شده و با RNAبا استفاده از : cDNAسنتز 
و  Parstous biotechnologyشركت استفاده از كيت سنتز 

 سنتز  .انجام شد cDNAسنتز  ،طبق پروتكل اين كيت

cDNA شد انجام هگزامر تصادفي آغازگرهاي از استفاده با 

 icaD  ژن بيان بررسي ميزان منظوربه سنتز اين محصول و
 سويه دو هر در كنگر فرنگي و عصاره زنجبيل تأثير تحت

 از روش اين در .شد گرفته كاربه ريل تايمبراي  نظر مورد

  .گرديد استفاده مرجع ژن عنوانبه 16s rRNAژن 

ميكروليتر  10براي اين منظور :  Real time PCR واكنش
SYBR Green Premix ميكروتيوب اضافه گرديد به هر .

 2، مستقيم و معكوس آغازگراز  ميكروليتر 1سپس 
 ROX ميكروليتر  4 و نيز cDNAميكروليتر از محلول 

Reference Dyeبراي رسيدن . افزوده شدها به ميكروتيوب
ميكروليتر آب فاقد نوكلئاز  6 ،ميكروليتر 20به حجم نهايي 

ه از اين مخلوط بميكروليتر  18و  و مخلوط گرديداضافه 
آناليز نسبي در سطح  .هاي استريپ اضافه شد ميكروتيوب
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mRNA و براي تجزيه و تحليل  انجام شد با سه تكرار
و با  e-CTبا  Pfaffianاز روش  PCRنتايج ريل تايم 

 4جدول  .استفاده گرديد 16SrRNAمقايسه با ژن مرجع 

را  16SrRNAو  icaDهاي  هاي مربوط به ژنآغازگرتوالي 
  ).5(دهد نشان مي

  
  )icaD )3و ژن  16SrRNA مرجعژن  استفاده  مورد هايآغازگر -4جدول 

يتوال آغازگر  
 اندازه محصول

icaD-F ACCCAACGCTAAAATCATCG 211  bp 
icaD-R GCGAAAATGCCCATAGTTTC 
16SrRNA-F GGGACCCGCACAAGCGGTGG 191  bp 
16SrRNA-R GGGTTGCGCTCGTTGCGGGA 

  

  تايجن
زنجبيل و كنگر  يهاي گياهاثر ضد ميكروبي عصاره

 و گذاريديسك روش ،آزمايش اين انجام براي: فرنگي
 ليترميلي بر گرمميلي 100 محلول با هاديسك سازيآغشته

 از تركيبي نيز و فرنگي كنگر و زنجبيل انگياه هايعصاره
 براي هر دو سويه استاندارد و پاتوژن باكتري عصاره هردو

S. aureus    قطر هاله عدم رشد در . كار رفتبهبا دو تكرار
   .نشان داده شده است 5جدول 

  
 گذاريهاي مورد مطالعه باكتري تحت تيمار به روش ديسكقطر هاله عدم رشد سويه -5جدول 

  S. aureusنوع سويه  ليترگرم بر ميليميلي100با غلظتنوع تيمار )مترميلي(قطر هاله عدم رشد 

 استاندارد سويه زنجبيل 15

 كنگر فرنگي 15

 تركيبي از هر دو گياه 15

  پاتوژن سويه زنجبيل 9
 كنگر فرنگي 8
  تركيبي از هر دو گياه 0

 

هاي زنجبيل و تحت تيمار عصاره  MBCو  MIC آزمون
ها مشخص شد كه هر دو با انجام اين آزمون: كنگر فرنگي

در  مورد مطالعه  S. aureusن استاندارد و پاتوژسويه 
هاي زنجبيل و كنگر كار رفته از عصارهبالاترين غلظت به

ليتر، توان ميكروگرم بر ميلي 5000فرنگي يعني غلظت 
ميكروگرم بر  5000بنابراين نتايج، غلظت . رشد دارند

بررسي  برايهاي زنجبيل و كنگر فرنگي ليتر عصارهميلي
  .)1شكل ( قرار گرفتمورد استفاده  icaDبيان ژن 

 icaD ژن وجود اثبات منظوربه:  icaDبررسي وجود ژن 
مورد مطالعه، آغازگرهاي   S. aureusهاي در سويه

اختصاصي اين ژن مورد استفاده قرار گرفت و پس از انجام 
PCR  در شرايط بهينه دمايي و زماني مطلوب، باندي در

 Atshan et)  مقاله با مطابق كه جفت بازي  210محدوده 

al., 2012) بود، حاصل گرديد.  
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  (T) فرنگي كنگر عصاره+  استافيلوكوكوس اورئوس  پاتوژن سويه): الف( -1شكل 

 عصاره( منفي كنترل: 9 شماره لوله عصاره، ليتر ميلي بر ميكروگرم 39 غلظت: 8 شماره لوله عصاره، ليتر ميلي بر ميكروگرم 5000 غلظت: 1 شماره لوله
  )فرنگي كنگر عصاره بدون باكتري( مثبت كنترل: 10 شماره لوله) باكتري بدون نگيفر كنگر

  
  (T) فرنگي كنگر+  اورئوس استافيلوكوكوس استاندارد سويه): ب( -1شكل 

 عصاره( منفي كنترل: 9 شماره لوله عصاره، ليتر ميلي بر ميكروگرم 39 غلظت: 8 شماره لوله عصاره، ليتر ميلي بر ميكروگرم 5000 غلظت: 1 شماره لوله
  )فرنگي كنگر عصاره بدون باكتري( مثبت كنترل: 10 شماره لوله) باكتري بدون فرنگي كنگر

  
  (Z) زنجبيل+  اورئوس استافيلوكوكوس استاندارد سويه): ج( -1شكل 

 عصاره( منفي كنترل: 9 شماره لوله عصاره، ليتر ليمي بر ميكروگرم 39 غلظت: 8 شماره لوله عصاره، ليتر ميلي بر ميكروگرم 5000 غلظت: 1 شماره لوله
  )زنجبيل عصاره بدون باكتري( مثبت كنترل: 10 شماره لوله) باكتري بدون زنجبيل
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  (Z) زنجبيل+   (T)فرنگي  كنگر – اورئوس استافيلوكوكوس استاندارد سويه): د( - 1شكل 

 دو هر 1:1 تركيب ليتر ميلي بر ميكروگرم 39 غلظت: 8 شماره لوله عصاره، دو هر 1:1 بتركي از ليتر ميلي بر ميكروگرم 5000 غلظت: 1 شماره لوله
  )گياه عصاره بدون باكتري( مثبت كنترل: 10 شماره لوله) باكتري بدون گياه عصاره دو مساوي نسبت( منفي كنترل: 9 شماره لوله عصاره،

 سويه دو هرپس از تيمار : RNAاستخراج  كيفيت بررسي
ميكروگرم  5000با غلظت   S. aureus ارد و پاتوژناستاند

توأم  تيمار و كنگر فرنگي عصاره زنجبيل، بر ميلي ليتر
 استخراج كل RNAكنگر فرنگي،  و هاي زنجبيلعصاره

روي ژل آگارز چند نمونه كيفيت استخراج  2شكل . گرديد
  .دهدرا نشان مي

  
  RNAاج باندهاي حاصل از استخر -2شكل 

 ميزان مقايسه: در سويه استانداردicaD  بررسي بيان ژن 

 شده تيمار هاينمونه بين سويه استاندارد در icaDژن  بيان

 توأم تيمارو با كنگر فرنگي  شده تيمار زنجبيل، عصاره با

 آناليز از حاصل نمودار در وكنگر فرنگي زنجبيل عصاره

باعث  نظر مورد هايتيمار تمام نشان داد كه  ريل تايمنتايج 
  S. aureusاستاندارد سويه در icaDافزايش بيان ژن بيوفيلم 

به  منجر زنجبيل عصاره با استاندارد سويه تيمار. گرديد
 با باكتري تيمار اين و icaD ژن بيان برابري 8/7افزايش  

بيوفيلم  برابري بيان اين ژن 3/7افزايش  كنگر فرنگي باعث
زنجبيل و كنگر فرنگي،  عصاره از همزمان استفاده .شد

برابر نمونه بدون تيمار  8/2را  icaDميزان بيان ژن بيوفيلم 
  .)3شكل ( افزايش داد

  
 سويه ريل تايماطلاعات حاصل از آناليز نتايج  - 3شكل 

  S. aureus استاندارد

بر اساس داده: در سويه پاتوژن icaD  بررسي بيان ژن 
 در icaDژن  بيان ميزان، ايمريل ت آناليز نتايج از حاصل هاي

 زنجبيل، عصاره با شده تيمار هاينمونه بين سويه پاتوژن

زنجبيل و  عصاره توأم تيمار تيمار شده با كنگر فرنگي و
 در عصاره زنجبيل تيمار تحت icaD ژن فرنگي،  بيانكنگر 

بيان . دادنمونه كنترل كاهش نشان  درصد28 تا سويه،  اين
 90اره كنگر فرنگي، كاهش اين ژن تحت تيمار عص

به عبارت ديگر بيان اين ژن به حدود . درصدي نشان داد
پاتوژن  سويه همزمان تيمار. درصد نمونه كنترل رسيد 10

هاي زنجبيل و كنگر فرنگي، عصاره باS. aureus باكتري 
و بر بيان اين ژن بيوفيلم نشان داد  در درصدي 97 كاهش
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طور بهتقريبا  icaD وفيلميان ژن بيب اين اساس باعث مهار
هاي حاصل از  داده ANOVAآناليز واريانس  .گرديدكامل 

در سطح احتمال  دانكنبيان نسبي ژن با استفاده از آزمون 
نشان داد كه  ANOVAنتايج آناليز  .صورت گرفت 01/0

در سويه پاتوژن تحت تأثير  icaDكاهش بيان ژن 
تلاف معني دار هاي كنگر فرنگي و زنجبيل داراي اخ عصاره

(P<0.01) 4 شكل( باشد نسبت به نمونه كنترل مي(.  
  

  
 سويه ريل تايماطلاعات حاصل از آناليز نتايج  - 4شكل 

  S. aureus پاتوژن

  بحث
 ييهاي باكترياگياهان دارويي از ديرباز براي درمان عفونت

هاي دارويي، اخيرا به دليل بروز مقاومت. انداستفاده شده
تري شده عنوان مخازن طبيعي توجه بيشي بههبه منابع گيا

  . است

زنجبيل و  عصاره باكتريايي ضد بررسي اثر ،تحقيق اين در
سويه روي به روش انتشار از ديسك كنگر فرنگي 

نشان داد  S. aureusاستاندارد و نيز سويه پاتوژن باكتري 
هاي مذكور از كه سويه استاندارد نسبت به عصاره

وردار است درحالي كه سويه پاتوژن حساسيت بيشتري برخ
اي كه مؤمني و در مطالعه .دهدمقاومت بيشتري را نشان مي

به بررسي اثرات ضد ميكروبي زنجبيل بر روي  )21( زمانزد
پرداختند نشان داده  S. aureusچند نمونه باكتري از جمله 

نسبت به عصاره الكلي زنجبيل حساس  S. aureusشد كه 
حساس ميعصاره آبي زنجبيل نيمهاست ولي نسبت به 

  .باشد

كه عصاره زنجبيل قادر  مشخص گرديد ي ديگردر پژوهش
، هاله عدم رشدي به قطر S. aureusاست در محيط كشت 

همچنين فعاليت . )15( متر ايجاد نمايدميلي 8 – 12حدود 
عصاره الكلي زنجبيل و ايجاد هاله عدم رشد  باكترياييضد 

ه ياسن و ابراهيم متر در مطالعميلي 13 – 14به قطر حدود 
اين مطالعات با تحقيق حاضر . گزارش شده است) 36(

 ضد اثر با بررسي )16( و همكاران كادر .سو بودندهم

 زنجبيل اتري پتروليوم و اتانولي، كلروفرمي عصاره باكتريايي

 ديسك روش از استفاده با نوع قارچ سه و باكتري نوع 13 بر

 و هاديفيوژن، تاثير زنجبيل بر فعاليت عصاره روي قارچ
  .را نشان دادند  Vibrio parahemolyticusويژه ها بهباكتري
در تحقيق خود اثر عصاره زنجبيل روي دو نيز  )7(كووان 

 .Vو  Vibrio alginolyticusهاي گرم منفي گونه از باكتري

parahemolyticus در مورد تأثير ضد  .را اثبات نمود
به تأثير عصاره  )38( ايدر مطالعهباكتريايي كنگر فرنگي 

 شداشاره ، S. aureusي كنگر فرنگي بر رشد باكتري الكل
  .كه با تحقيق حاضر سازگار است

با زنجبيل و كنگر فرنگي  هايدر تحقيق حاضر عصاره
باعث ايجاد هاله عدم ليتر  گرم بر ميلي ميلي 100غلظت 

متر در محيط حاوي سويه استاندارد ميلي 15رشد به قطر 
S. aureus اي به قطر توژن نيز هالهدر مورد سويه پا. شدند

دست طبق نتايج به .متر مشاهده گرديدميلي 8 – 9حدود 
كار در اين پژوهش، بالاترين غلظت به MICآمده از آزمون 

هاي زنجبيل ليتر عصارهميكروگرم بر ميلي 5000 يعنيرفته 
بر سويه استاندارد  يبازدارندگي رشد اتو كنگر فرنگي اثر
- توجه به اين كه در آزمون ديسكبا . و پاتوژن نداشتند

 100000(ليتر گرم بر ميليميلي 100گذاري از غلظت 
ها استفاده شد و هاله عدم عصاره) ليترميكروگرم بر ميلي

رشد در اين غلظت مشاهده گرديد بنابراين حداقل غلظت 
هاي بالاتر از ها احتمالا در غلظتبازدارندگي اين عصاره

از آنجا كه هدف  .ليتر خواهد بودميكروگرم بر ميلي 5000
هاي مذكور بر بيان اصلي اين پژوهش، بررسي اثر عصاره

هاي بيوفيلم بود، با اين آزمون اطمينان حاصل شد كه ژن
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ها منجر به مرگ ليتر عصارهميكروگرم بر ميلي 5000غلظت 
هاي مورد نظر نشده و امكان بررسي تغييرات بيان باكتري

در  MICو به همين دليل بررسي  ژن وجود خواهد داشت
  .ها غيرضروري به نظر رسيدهاي بالاتر عصارهغلظت

كنگر  وزنجبيل  عصاره تأثير بررسي اين تحقيق، اصلي هدف
 طبق تحقيقات .بود icaD بيوفيلم ژن بيان ميزان برفرنگي 

، اثر ضد بيوفيلمي عصاره الكلي )24( نيكوليك و همكاران
 Pseudomonasنظير هايي زنجبيل روي باكتري

aeruginosa ،Proteus mirabilis  وE. coli  به اثبات
به تأثير ضد بيوفيلمي  )18( پاركو كيم  .رسيده است

و  گاد. اشاره كردند P. aeruginosaعصاره زنجبيل روي 
 S. aureus هايسويه تمام كه داشتند اذعان )12(همكاران 
. هستند icaD و icaA هايژن داراي ،بيوفيلم توليدكننده

اثر ضد بيوفيلمي زنجبيل  )31(همچنين در مطالعه ديگري 
كه  ده شدو نشان دا بررسي S. aureusسويه از  25روي 

سويه از آنها داراي توانايي توليد بيوفيلم و واجد ژن  23
icaD تحقيقات بيشتري در زمينه اثر ضد  .باشندمي

بط با هاي مرتبيوفيلمي زنجبيل و نيز بررسي وجود ژن
 هايتوليد بيوفيلم وجود دارد ولي در مورد تأثير عصاره
 icaDزنجبيل و كنگر فرنگي بر تغييرات بيان ژن بيوفيلم 

  .گزارشي ديده نشد

 آغازگرهاي و PCR تكنيك استفاده از با حاضر پژوهش در

 S. aureus سويه دو هر در icaD ژن اختصاصي، وجود
 Real timeاز  حاصل جنتاي بررسي .شد اثبات مطالعه، مورد

PCR  ژن بيان ميزان كه داد نشان icaD سويه پاتوژن به در-

درصد، تحت تيمار كنگر  28ترتيب تحت تيمار زنجبيل به 
اين دو عصاره  تركيبي ازدرصد و تحت تاثير  10فرنگي به 

سويه  در موردكه اين نتايج  درصد كاهش يافت 30به 
ر سويه استاندارد تيمار استاندارد بسيار متفاوت است زيرا د

ترتيب اين دو گياه به از زنجبيل، كنگر فرنگي و تركيبي
علاوه بر اين . ندبرابري شد 8/2و  3/7،  8/7باعث افزايش 

و  ATCC 25923در اين پژوهش، تفاوت ژنتيكي دو سويه 

هاي  و در مورد توالي icaDسويه پاتوژن در مورد ژن 
ن تفاوت در ميزان بيان تنظيمي اين ژن اثبات گرديد كه اي

يا جهش در  icaDتواند ناشي از جهش در ژن  ژن مي
هاي پاتوژن نسبت به  سويه .نواحي تنظيمي اين ژن باشد

هاي  توانند تفاوت مي S. aureusهاي استاندارد  سويه
ژنتيكي بسيار زيادي داشته باشند كه اين تفاوت عمدتا 

كه ژن  لازم به ذكر است .هاي ژنتيكي است حاصل جهش
icaD هاي حياتي باكتري نيست بنابراين ممكن  از جمله ژن

ها در هر دو سويه استاندارد و  است غلظت بالاي عصاره
پاتوژن مانع رشد و تكثير باكتري شود ولي اين احتمال 

هاي استاندارد و پاتوژن بر اثر جهش  وجود دارد كه سويه
اين  يا نواحي تنظيمي icaDهاي خاص از جمله ژن  توالي

نسبت به  icaDد و پاسخ ژن نتفاوت شده باش ژن دچار
باكتري هاي گياهي در سويه استاندارد و پاتوژن  عصاره

كار بههاي گياهي  نيز متفاوت باشد و عصاره مورد مطالعه
عنوان فعال كننده و در سويه در سويه استاندارد به رفته

  .ايندعمل نم icaDعنوان مهاركننده ژن بيوفيلم پاتوژن به

ها  هاي كسب مقاومت باكتري با توجه به اين كه يكي از راه
بيوتيك، توليد بيوفيلم است شايد استفاده از  نسبت به آنتي

هاي گياهي زنجبيل و كنگر فرنگي بتواند در  عصاره
  .ها بسيار مؤثر واقع شود بيوتيك اثربخشي آنتي

  كلي گيري نتيجه

كه  گفت توانمي پژوهش اين نتايج اساس بر مجموع در
 .S  درمان براي عامل ضد باكتريايي يك عنوانزنجبيل به

aureus عمل كرده و از بيان ژن  سويه پاتوژنicaD  و در
كنگر  عصاره. كندنتيجه تشكيل بيوفيلم جلوگيري مي

اين . داد نشان خود از خوبي ميكروبي ضد خواص فرنگي
 عصاره .بود اثربخش هم S. aureusعصاره طبيعي روي 

 ژن بيان كاهش توان كنگر فرنگي همانند عصاره زنجبيل

كنگر فرنگي  هاياما تركيب عصاره داشترا  icaDبيوفيلم 
-قابل طوربه را icaD بيوفيلم ژن بيان و زنجبيل قدرت

 باعث بيوفيلم توليد كه اين به توجه با. داد كاهش توجهي
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شود، مواد ضد ميكروبي مي به نسبت باكتري مقاومت
ده همزمان عصاره كنگر فرنگي و زنجبيل در كاهش استفا

توليد بيوفيلم و از بين بردن اين باكتري پاتوژن بسيار 
  .ارزشمند خواهد بود
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Abstract 
Biofilm is an accumulation of bacteria that increase binding to biological and non-
biological levels and causes pathogenicity and infection in Staphylococcus aureus. The 
icaABCD operon genes are involved. The icaD gene plays an important role in the 
maximal expression of the enzyme N-acetylglucosamine transferase and leads to the 
phenotypic expression of extracellular polysaccharide in S. aureus. Many medicinal 
plants have antibacterial properties. In this study, based on antibiogram test, the 
antimicrobial effect of ginger and artichoke extract on two strains of S. aureus was 
studied. Also, in the studied strains, after the minimum inhibitory concentration (MIC) 
and minimum bactericidal concentration (MBC) tests, using real time PCR technique, 
the expression of icaD biofilm gene under the treatment of artichoke and ginger extracts 
was evaluated. The results of disk diffusion test showed that the concentration of 100 
mg/ml of ginger and artichoke extracts in the standard and the pathogen strains of 
Staphylococcus aureus, create a inhibition zone of 15 mm and about 9 mm, 
respectively. MIC test also showed that the studied strains can grow at a concentration 
of 5000 µg/ml of plant extracts. The results of icaD gene expression under the influence 
of artichoke and ginger extracts in the standard strain showed an increase in the 
expression of this gene. However, in the pathogen strain of Staphylococcus aureus, 
ginger and artichoke extracts led to a significant reduction (P<0.01) in icaD gene 
expression to about 28% and 10% of the control sample, respectively. 

Key words: Artichoke, Biofilm, Ginger, icaD gene, Staphylococcus aureus. 


