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تحت اثر عصاره گیاهان  زنجبیل و کنگر فرنگی   icaDی مولکولی بیان ژن بیوفیلم مطالعه

 Staphylococcus aureusدر باکتری 

 *2و محمد رضا صفری مطلق ۱الهی، هادی حبیب۱متین قدرت

 شناسیدانشکده علوم پایه، گروه زیست رشت، واحد اسلامی، آزاد دانشگاه رشت، ،ایران 1

 دانشکده علوم کشاورزی، گروه گیاهپزشکی رشت، واحد اسلامی، آزاد دانشگاه ،رشت ،ایران 2

 24/10/1399 تاریخ پذیرش: 13/06/1399 تاریخ دریافت:

 چکیده

در باکتری  شده وکه باعث افزایش اتصال به سطوح بیولوژیکی و غیربیولوژیکی  باشدمیها بیوفیلم تجمعی از باکتری

Staphylococcus aureus ینواپرهای ژن .گرددزایی و عفونت میایجاد بیماری باعث icaABCD  د.ندر این امر دخالت دار 

ساکارید خارجترانسفراز دارد و منجر به بیان فنوتیپیک پلی گلوکزآمین استیل – N نقش مهمی در حداکثر بیان آنزیم icaDژن 

 میکروبی ضد تأثیر تحقیق، این در .ضد باکتریایی هستند گیاهان دارویی بسیاری دارای خاصیت. شودمی S. aureusدر سلولی 

همچنین پس از . گردید مطالعه بیوگرامآنتی تست اساس بر S. aureus  از باکتری دو سویه و کنگر فرنگی روی عصاره زنجبیل

 Real timeتکنیک  از استفاده ، با(MBC)کشی ترین غلظت باکتریپایین( و MIC) ترین غلظت مهارکنندگیهای پایینآزمون

PCRبیوفیلم  ژن بیان ، میزانicaD نتایج  .شد ارزیابی مطالعه مورد هایسویه درعصاره زنجبیل  کنگر فرنگی و عصاره تیمار تحت

لیتر عصاره زنجبیل و نیز کنگر فرنگی در سویه گرم بر میلیمیلی 100حاصل از آزمون انتشار از دیسک نشان داد که غلظت 

نیز نشان  MICکند. آزمون متری ایجاد میمیلی 9متری و حدود میلی 15ترتیب هاله عدم رشد ، بهS. aureusتوژن استاندارد و پا

های گیاهی نیز توان رشد دارند. نتایج حاصل از لیتر عصارهمیکروگرم بر میلی 5000های مورد مطالعه در غلظت داد که سویه

های کنگر فرنگی و زنجبیل در سویه استاندارد بیانگر افزایش بیان این ژن بود ولی تحت تأثیر عصاره icaDبررسی میزان بیان ژن 

توجه ترتیب منجر به کاهش قابلبه P0.01دار زنجبیل و کنگر فرنگی با اختلاف معنی های، عصارهS. aureusدر سویه پاتوژن 

 درصد نمونه کنترل شدند. 10درصد و  28به حدود  icaDبیان ژن 

 .، زنجبیل، کنگر فرنگیicaD، ژن Staphylococcus aureus، بیوفیلم :کلیدی هایواژه

 ssafarimotlagh@yahoo.com پست الکترونیکی:،  09111384168 * نویسنده مسئول، تلفن: 

 مقدمه

Staphylococcus aureus و شایع مهم هاییکی از پاتوژن 

 لفمخت هایآنزیم داشتن با که است بیمارستانی هایعفونت

 باکتری این .کند ایجاد عفونت بدن جای همه در است قادر

از  پس دوم  مرتبه در بیمارستانی هایعفونت ایجاد نظر از

Pseudomonas aeruginosa این باکتری  .(34)دارد  قرار

های خارج از بدن قابلیت زنده ماندن در بدن و محیط

گرد و خاک و آب را دارا  ،میزبان طبیعی خود مانند هوا

است و این توانایی به دلیل انطباق و سازگاری بسیار زیاد 

این باکتری با شرایط مختلف محیطی و مقاومت زیاد در 

به علت  .(14) باشدبرابر خشکی و با فشارهای اسمزی می

 .Sبیوتیک در باکتری های مقاوم به آنتیپیدایش سویه

aureus ها حتی نسبت به تعداد زیادی از برخی از سویه

-ها و ضدعفونیبیوتیکترکیبات ضد میکروبی اعم از آنتی

 .Sهایی از سویه .(2۷) اندت نشان دادهها، مقاومکننده

aureus  کنند، ظرفیت کلونیزاسیونتولید می این مواد راکه 

-هایی که این دو عامل را تولید نمینسبت به سویه بالایی
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کنند دارند که این امر منجر به مقاومت بالا نسبت به درمان 

 .(19) شودها میبیوتیکبا آنتی

توان یک اجتماع باکتریایی نامید که در آن بیوفیلم را می

زنده و یا غیرزنده اتصال داشته و در  حها به یک سطباکتری

-ماهیت آب .(9)اند سلولی محصور شدهیک لایه خارج

طح خارجی باکتری در اتصال غیراختصاصی آن گریزی س

-ها و دیگر سلولبه سطوح پلاستیکی، اتصال به فاگوسیت

های ها روی لایههای پستانداران و نیز در رشد سلول

و  30 ،6) ها اهمیت داردگریز مثل هیدروکربننامحلول آب

تواند باعث ایجاد مشکلاتی در تشکیل بیوفیلم می .(31

از جمله عفونت وسایل خارجی مانند  پزشکیزمینه 

های حلقی و لنزهای تماسی و نیز عفونت کاتترها، لوله

های زنده مانند عفونت اندوکارد، عفونت زخم و بافت

فیبروز تلیوم ریه مخصوصا در بیماران مبتلا به اپیعفونت 

تولید بیوفیلم ناشی از فعالیت اپرانی (. 35) شود کیستی

ترین عامل برای باشد که مهممی icaABCDتحت عنوان 

از عوامل که ساکاریدی است تشکیل ماتریکس اگزوپلی

های عوامل اتصالی سلولی بوده و پروتئینچسبندگی بین

در تولید آن دخالت  icaDو  icaA ،icaB ،icaCسلولی بین

ساکارید پلیمری از این پلی. (32و  22، 12) دارند

-باشد که توسط آنزیم انمیواحدهای گلیکوز آمینوگلیکان 

شود. بیان این آنزیم استیل گلوکز آمینیل ترانسفراز سنتز می

های از میان ژن. (4) شودانجام می icaهای کوستوسط لو

زمان دو ژن بیان هم ica (Intracellular adhesin) لوکوس

icaA و icaD  درS. aureus مقاومت آنتی افزایش موجب

 .(10) شودمیزایی بیوتیکی و بیماری

های ایمنی عواملی هستند که با هدف قرار دادن محرک

ایمنی غیراختصاصی موجود سبب افزایش مقاومت میزبان 

های ایمنی یکی از محرک. (28)شوند در برابر بیماری می

توانند می که موثر و قوی، گیاهان و ترکیبات آنها هستند

 کاهش منظوربه. (33)جایگزین داروهای شیمیایی شوند 

-بیماری  عوامل از ناشی جانی خطرات و اقتصادی هایزیان

 ترکیبات عنوانبه طبیعی مواد از استفاده میکروبی، زای

 هایباکتری کنترل برای مؤثر روشی تواندمی ضدمیکروبی

 از پزشک تجویز بدون و رویهبی استفاده .(3) باشد زابیماری

-میکروارگانیسم گسترش روبه هایها، مقاومتبیوتیک آنتی

 عوارض درمانی، رایج هایبیوتیک به آنتی نسبت ها

 به مقرون طرفی از و آنها استفاده ناشی از جانبی و نامطلوب

 سوق باعث شیمیایی برخی داروهای ساخت نبودنصرفه

 دوباره تا است شده دارویی به گیاهان داروسازی صنعت

 فیتوتراپی سنتی، پزشکی به و محققین پزشکی جوامع توجه

 فلاونوئیدها، فنل،) دارویی در گیاهان موجود مؤثره مواد و

گیاهان عصاره  .(29)معطوف گردد  ...) و هاترپن ها،فلاون

دارویی مختلفی همچون زردچوبه برای درمان سرطان 

. همچنین فعالیت ضدباکتریایی اندکار رفته( به2کولون )

لیمو علیه باکتری عصاره هیدروالکلی گیاهان آویشن و به

Pseudomonas syringae  در شرایط آزمایشگاهی به اثبات

 (.1رسیده است )

های نای و مهار طیف مان عفونتزنجبیل از قدیم برای در

های گرم مثبت، ها از قبیل باکتریوسیعی از میکروارگانیسم

مطالعات . شده استها استفاده میگرم منفی و قارچ

های نقش ضد میکروبی این گیاه در مقابل باکتریمتعددی 

 کنگرفرنگی .(2۷) اندنشان داده را گرم مثبت و گرم منفی

 و شده گیاهی دارویی معرفی عنوانبه مختلف منابع در

 از بسیاری و درمان پیشگیری در آنها از حاصل هایفرآورده

 قرار استفاده مورد هاها و باکتریهای ناشی از قارچبیماری

 (.20) گیردمی

ضد باکتریایی پیاز و زنجبیل  اتاثر شدهمطالعات انجام

و  Escherichia coli ،Bacillus subtilisی هاباکتری روی

Salmonella typhimurium  اند. نتایج به اثبات رساندهرا

نوئیدی ونشان داد که زنجبیل حاوی مواد ضد میکروبی فلا

عصاره خام آبی  اییبررسی خاصیت ضد باکتری (.23) است

 S. aureus ،Pseudomonasو الکلی پیاز و زنجبیل در برابر 

aeruginosa  ،E. coli  وCandida albicans  جداشده از
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 ترین اثرعصاره الکلی زنجبیل بیش هنشان داد ک ،ادرار

 .(21) را دارا بودرشد میکروبی  گیمهارکنند

 برابر در فرنگی کنگر گیاه برگ عصاره  ای اثردر  مطالعه

، Bacillus subtilis  ،S. aureus هایباکتری

Agrobacterium tumefaciens ،Micrococcus luteus ،E. 

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

albicans ،C. 

lusitaniae ،Saccharomyces cerevisiae  وS. 

carlsbergensisهای ، قارچAspergillus niger ،

Penicillium oxalicum ،Mucor mucedo  و

Cladosporium cucumerinum  مورد بررسی قرار گرفت و

 .(3۷) به اثبات رسید هااثرات ضد میکروبی آن

در مطالعه دیگری خاصیت ضد باکتریایی و اثر ضد 

 Helicobacter گونه گیاه روی باکتری 25چسبندگی 

pylori که از میان آنها زیره سبز، زیره سیاه،  بررسی گردید

پونه کوهی اثر زنجبیل، چیلی، شیرین بیان، گل گاو زبان و 

کردن عصاره  اضافه. (26)قطعی ضدباکتریایی نشان دادند 

 گونه هایباکتری از برخی به محیط کنگر فرنگی

 مقاوم اریترومایسین و Gسیلین  پنی به که سودوموناس

در بررسی (. 8)ها گردید باکتری رشد توقف سبب بودند،

های گیاهان خانواده خواص ضد باکتریایی اسانس

Zingiberaceae گیاه زنجبیل بیشترین کارآیی را در 

  S. aureus ،Bacillus cereusهایبازدارندگی باکتری

 .(25)داشت  Listeria monocytogenesو

 و اتانولی، کلروفرمی عصاره باکتریایی ضد اثر در بررسی

 با نوع قارچ سه و باکتری نوع 13 بر زنجبیل اتری پترولیوم

دیفیوژن، حلال اتانولی زنجبیل  دیسک روش از استفاده

-ها بهباکتری و هابیشترین تاثیر فعالیت عصاره روی قارچ

 .(16)را نشان داد   Vibrio parahemolyticusویژه 

های اثر عصاره زنجبیل روی دو گونه از باکتری یدر تحقیق

 V. parahemolyticusو  Vibrio alginolyticusگرم منفی 

 .Vآزمایش گردید و نتایج نشان داد که این عصاره بر 

alginolyticus (۷) داردترین اثر ضد باکتریایی را بیش. 

کنسرو  ارخانهک ضایعات میکروبی ضد خواصبررسی 

 در میکروبی ضد حداکثر فعالیت نشان داد که کنگرفرنگی

 علیه (هاها  و گلبرگچه)  متصل هایفنل متانولی عصاره

 .(11) آیدمی دستبه منفی گرم هایباکتری

 ضد خاصیت در بررسی (1۷)و همکاران  درانی خسروی

 الکلی عصاره همراه به ایران در عسل نوع سه بیومیکر

 ، S. aureusدر زنجبیل و نشاسته عصاره نیز و آویشن نعناع،

Pseudomonas aeruginosa ،  E. coli و C. albicans به

 هاباکتری بر آویشن عصاره مهاری اثراین نتیجه رسیدند که  

-معنی طوربه زنجبیل عصاره و ودب کاندیدا قارچ از تربیش

  .بود ها موثرباکتری رشد مهار در مواد دیگر از بیشتر یدار

ی مولکولی بیان ژن بیوفیلم هدف از این تحقیق مطالعه

icaD  تحت اثر عصاره گیاهان زنجبیل و کنگر فرنگی در

 .بود S. aureusباکتری 

 مواد و روشها

رمی گیاه کنگر گمیلی 400کپسول تهیه عصاره گیاهان: 

 250 و  کپسول( Tichoke capsule)فرنگی با نام تیشوک 

با نام زینتوما  عصاره خشک ریشه گیاه زنجبیل گرمیمیلی

(Zintoma capsule) شرکت داروسازی گل دارو تهیه  از

گرم گرانول میلی 250هر کپسول زینتوما محتوی گردید. 

گرم اسانس میلی 5/2پودر ریزوم زنجبیل بود که معادل با 

این عصاره شامل در هر کپسول است. مواد مؤثره 

گلیکوزیدها شامل آماروپانین،  جرول و شوگال وجین

 400هر کپسول تیشوک نیز حاوی . باشدمیاناروزورین 

 (Cynara scolymu)گرم عصاره خشک کنگر فرنگی میلی

گرم ماده مؤثره کلروژنیک اسید میلی 14 -20مشتمل بر 

 100 استوکآبی  هایمواد مذکور، محلولیک از  از هر. بود

لیتر تهیه گرم در میلیمیلی 10لیتر و گرم در میلیمیلی

 گردید.
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: مورد مطالعه  S. aureusباکتری کشت و جداسازی 

 ATCC)سویه استاندارد  دواز   S. aureusکشت باکتری 

گیری شده از پاتوژن به صورت و سویه نمونه (25923

مولر هینتون آگار روی  کشت ی محیطکشت چمنی رو

های حاوی باکتری در انکوباتور پلیت پلیت انجام گرفت.

ساعت نگهداری و سپس در محیط مولر هینتون  24مدت به

ساعت پس از کشت، کدورتی  24. ندبراث کشت داده شد

 معادل محیط نیم مک فارلند آماده گردید.

منظور از برای این : هاعصاره یکروبیم ضد اثر آزمون

 50های بلانک استفاده گردید. هر دیسک بلانک در دیسک

گرم در میلی 100 با غلظت عصاره گیاهیمیکرولیتر از 

طور جداگانه آغشته شد زنجبیل و کنگر فرنگی به لیترمیلی

 ،و در محیط کشت مولر هینتون آگار حاوی باکتری

 100گذاری انجام گردید. علاوه بر این از ترکیب دیسک

با نسبت  های زنجبیل و کنگر فرنگیعصارهگرم میلی

گذاری استفاده سازی و دیسکنیز برای آغشته 1:1مساوی 

درجه  3۷ساعت در دمای  24ها به مدت پلیت سپس. شد

گیری گراد انکوبه شدند و قطر هاله عدم رشد اندازهسانتی

 .گردید

 Minimum Inhibitory آزمون حداقل غلظت مهاری

ation (MIC)Concentr: میکروبی آزمون MIC  از

عصاره گیاهی با استفاده از محیط مولر هینتون براث انجام 

 بهگرم از پودر براث  1/2 ،شد. برای تهیه مولر هینتون براث

و بعد از حل شدن کامل با  انتقال یافتلیتر آب مقطر  1

لوله  30لیتر در هر یک از میلی 2هیتر مغناطیسی به مقدار 

به  ،1ریخته و اتوکلاو شد. سپس در لوله شماره  آزمایش

گرم در میلی لیتر میلی 10  لیتر از عصارهمیلی 2 میزان

مورد نظر )زنجبیل یا  گیاهمیکروگرم بر میلی لیتر(  10000)

 5000کنگر فرنگی( ریخته شد که در این حالت غلظت 

 2برای لوله شماره یک ایجاد گردید. لیتر میکروگرم بر میلی

لیتر از میلی 2، 2به لوله شماره  1یلی لیتر از لوله شماره م

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

سازی سریالی انجام شد. رقیقانتقال یافت و عملیات 

و  منفیعنوان کنترل ترتیب بهنیز به 10و  9های شماره لوله

کنترل منفی به  به غیر از لوله .در نظر گرفته شدند مثبت

میکرولیتر از محیط براث حاوی باکتری با  200ها بقیه لوله

کدورت معادل نیم مک فارلند اضافه گردید و در نهایت 

ساعت نگهداری  24ها در انکوباتور به مدت این لوله

لوله برای عصاره گیاه  10 ،لوله آزمایش 30از  شدند.

 در نهایتگی و لوله برای عصاره گیاه کنگر فرن 10زنجبیل، 

هر دو گیاه در نظر های عصارهلوله برای ترکیبی از  10

  S. aureusسویه باکتری  دوگرفته شد. این مراحل برای 
 در نظر گرفته شد.  

 Minimum آزمون حداقل غلظت کشندگی

Bactericidal Concentration (MBC):  24بعد از 

 انجام شد. در این MBC آزمون، MIC آزمونساعت از 

استفاده گردید.  8تا  1های شماره های لولهاز نمونه آزمایش

پلیت جداگانه حاوی محیط کشت هشت در  هااین نمونه

دست کشت داده مولر هینتون آگار به صورت چمنی و یک

ها از لحاظ ساعت پلیت 24و بعد از آن به مدت  ندشد

 رشد باکتری مورد بررسی قرار گرفتند.

از دو سویه مورد  DNAتخراج برای اس :DNA استخراج

مطالعه رشدیافته در محیط مولر هینتون براث استفاده 

 DNAمراحل کار با استفاده از کیت استخراج  گردید.

و طبق های گرم مثبت شرکت پیشگامان باکتری

 انجام گرفت. دستورالعمل این کیت

برای : مورد مطالعه یهاهیدر سو icaD ژن وجود یبررس

 روش اختصاصی از آغازگرهایستفاده از این منظور با ا

PCR در مورد نظر  آغازگرهای جفت استفاده گردید. توالی

  (.5آمده است ) 1جدول 
 

 های آغازگرهای مورد مطالعهتوالی -1جدول 

 یتوال آغازگر نام

Icad-F ACCCAACGCTAAAATCATCG 

Icad-R GCGAAAATGCCCATAGTTTC 
 

https://dorl.net/dor/20.1001.1.23832738.1401.35.3.2.0


 1401، 3، شماره 35جلد                                                 )مجله زیست شناسی ایران(                           سلولی و مولکولیمجله پژوهشهای 

 

449 

 

           DOR: 20.1001.1.23832738.1401.35.3.2.0 

گر و از مواد واکنشبا استفاده  icaDژن  PCRواکنش 

آمده است،  3و  2ول اترتیب در جدبرنامه دمایی که به

 صورت گرفت.

 انجام الکتروفورز منظور، این برای: PCRارزیابی محصول 

 ٪1آگارز و پودر آگارز، ژل  TBEبافر  از استفاده با .شد

با پاورلود   PCRمیکرولیتر از محصول 5تهیه گردید و 

ها  تزریق شد. در یک چاهک مخلوط و  به درون چاهک

 الکتروفورز از پس. تزریق شد bp DNA Ladder 100نیز 

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

Transilluminator، محصول باندهای PCR و رؤیت 

 .گردید ارزیابی

 icaD ژن PCRگر مورد استفاده در مواد واکنش -2جدول 

 گرواکنش )میکرولیتر( حجم

 آب مقطر  15.5

2.5  PCR  بافر (10X) 

 1.5  MgCl2 (10mM) 
1  dNTPs (10mM) 

 (10p.mol)آغازگر مستقیم   0.5

 (10p.mol) آغازگر معکوس   0.5

3  DNA  الگو  

0.5  /Taq polymerase (100U 
 حجم کل  25

 

 

 icaD ژن PCRشرایط بهینه دمایی  -3جدول 

 برنامه  نزما دما

94C 5 دقیقه  واسرشت اولیه 

سیکل 35  

94C 45 ثانیه  واسرشت 

59C 60 ثانیه آغازگردمای اتصال    

۷2C 45 ثانیه آغازگرگسترش    

۷2C 5 دقیقه  گسترش نهایی 
 

، MBCو  MICبر اساس نتایج حاصل از  :RNAاستخراج 

های زنجبیل و کنگر فرنگی که باعث حداکثر غلظت عصاره

شدند برای تیمار دو های باکتریایی نمیهار و کشتن سویهم

سویه مورد نظر در محیط براث باکتریایی معادل نیم مک 

 3۷فارلند استفاده گردید و پس از انکوباسیون در دمای 

با استفاده از ترایزول  RNAگراد، استخراج درجه سانتی

و با  دستورالعمل کیتطبق  ،ROJETechnologiesشرکت 

 .انجام شدت شرایط استریل و در دمای پایین رعای

های استخراج شده و با RNAبا استفاده از : cDNAسنتز 

و  Parstous biotechnologyشرکت استفاده از کیت سنتز 

 سنتز  .انجام شد cDNAسنتز  ،طبق پروتکل این کیت

cDNA شد انجام هگزامر تصادفی آغازگرهای از استفاده با 

 icaD  ژن بیان بررسی میزان منظوربه سنتز این محصول و

 سویه دو هر در کنگر فرنگی و عصاره زنجبیل تأثیر تحت

 از روش این در .شد گرفته کاربه ریل تایمبرای  نظر مورد

 .گردید استفاده مرجع ژن عنوانبه 16s rRNAژن 

میکرولیتر  10برای این منظور :  Real time PCR واکنش

SYBR Green Premix میکروتیوب اضافه گردید.  به هر

 2، مستقیم و معکوس آغازگراز  میکرولیتر 1سپس 

 ROX میکرولیتر  4 و نیز cDNAمیکرولیتر از محلول 

Reference Dyeافزوده شد. برای رسیدن ها به میکروتیوب

میکرولیتر آب فاقد نوکلئاز  6 ،میکرولیتر 20به حجم نهایی 

ه از این مخلوط بمیکرولیتر  18و  و مخلوط گردیداضافه 

آنالیز نسبی در سطح  های استریپ اضافه شد.میکروتیوب

mRNA و برای تجزیه و تحلیل  انجام شد با سه تکرار

و با  CT-eبا  Pfaffianاز روش  PCRنتایج ریل تایم 
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 4جدول  .استفاده گردید 16SrRNAمقایسه با ژن مرجع 

را  16SrRNAو  icaDهای های مربوط به ژنآغازگرتوالی 

 (.5)دهد نشان می

 

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

یتوال آغازگر  
 اندازه محصول

icaD-F ACCCAACGCTAAAATCATCG 211  bp 
icaD-R GCGAAAATGCCCATAGTTTC 

16SrRNA-F GGGACCCGCACAAGCGGTGG 191  bp 
16SrRNA-R GGGTTGCGCTCGTTGCGGGA 

 

 تایجن

زنجبیل و کنگر  یهای گیاهاثر ضد میکروبی عصاره

 و گذاریدیسک روش ،آزمایش این انجام برایفرنگی: 

 لیترمیلی بر گرممیلی 100 محلول با هادیسک سازیآغشته

 از ترکیبی نیز و فرنگی کنگر و زنجبیل انگیاه هایعصاره

 برای هر دو سویه استاندارد و پاتوژن باکتری عصاره هردو

S. aureus    قطر هاله عدم رشد در کار رفتبهبا دو تکرار .

  نشان داده شده است. 5جدول 

 

 گذاریهای مورد مطالعه باکتری تحت تیمار به روش دیسکقطر هاله عدم رشد سویه -5جدول 

   S. aureusنوع سویه  لیترگرم بر میلیمیلی 100با غلظت  نوع تیمار متر(قطر هاله عدم رشد )میلی

 استاندارد سویه زنجبیل 15

 کنگر فرنگی 15

 ترکیبی از هر دو گیاه 15

 پاتوژن سویه زنجبیل 9

 کنگر فرنگی 8

 ترکیبی از هر دو گیاه 0

 

های زنجبیل و تحت تیمار عصاره  MBCو  MIC آزمون

و ها مشخص شد که هر دبا انجام این آزمون: کنگر فرنگی

در  مورد مطالعه  S. aureusن استاندارد و پاتوژسویه 

نگر های زنجبیل و ککار رفته از عصارهبالاترین غلظت به

لیتر، توان میکروگرم بر میلی 5000فرنگی یعنی غلظت 

میکروگرم بر  5000رشد دارند. بنابراین نتایج، غلظت 

 بررسی برایهای زنجبیل و کنگر فرنگی لیتر عصارهمیلی

 .(1)شکل  قرار گرفتمورد استفاده  icaDبیان ژن 

 icaD ژن وجود اثبات منظوربه:  icaDبررسی وجود ژن 

مورد مطالعه، آغازگرهای   S. aureusهای در سویه

اختصاصی این ژن مورد استفاده قرار گرفت و پس از انجام 

PCR  در شرایط بهینه دمایی و زمانی مطلوب، باندی در

 Atshan et)  مقاله با مطابق که جفت بازی  210محدوده 

al., 2012) .بود، حاصل گردید 
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 (T) فرنگی کنگر عصاره+  استافیلوکوکوس اورئوس  پاتوژن )الف(: سویه -1شکل 

 عصاره) منفی کنترل: 9 شماره لوله عصاره، لیترمیلی بر میکروگرم 39 غلظت: 8 شماره لوله عصاره، لیترمیلی بر میکروگرم 5000 غلظت: 1 شماره لوله

 (فرنگی کنگر عصاره بدون باکتری) مثبت کنترل: 10 شماره لوله( باکتری بدون نگیفر کنگر

 
 (T) فرنگی کنگر+  اورئوس استافیلوکوکوس استاندارد )ب(: سویه -1شکل 

 عصاره) منفی کنترل: 9 شماره لوله عصاره، لیترمیلی بر میکروگرم 39 غلظت: 8 شماره لوله عصاره، لیترمیلی بر میکروگرم 5000 غلظت: 1 شماره لوله

 (فرنگی کنگر عصاره بدون باکتری) مثبت کنترل: 10 شماره لوله( باکتری بدون فرنگی کنگر

 
 (Z) زنجبیل+  اورئوس استافیلوکوکوس استاندارد )ج(: سویه -1شکل 

 عصاره) منفی کنترل: 9 شماره لوله عصاره، لیترلیمی بر میکروگرم 39 غلظت: 8 شماره لوله عصاره، لیترمیلی بر میکروگرم 5000 غلظت: 1 شماره لوله

 (زنجبیل عصاره بدون باکتری) مثبت کنترل: 10 شماره لوله( باکتری بدون زنجبیل
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 (Z) زنجبیل+   (T)فرنگی  کنگر – اورئوس استافیلوکوکوس استاندارد )د(: سویه - 1شکل 

 دو هر 1:1 ترکیب لیترمیلی بر میکروگرم 39 غلظت: 8 شماره لوله عصاره، دو هر 1:1 بترکی از لیترمیلی بر میکروگرم 5000 غلظت: 1 شماره لوله

 (گیاه عصاره بدون باکتری) مثبت کنترل: 10 شماره لوله( باکتری بدون گیاه عصاره دو مساوی نسبت) منفی کنترل: 9 شماره لوله عصاره،

 سویه دو هرپس از تیمار : RNAاستخراج  کیفیت بررسی

میکروگرم  5000با غلظت   S. aureus ارد و پاتوژناستاند

توأم  تیمار و کنگر فرنگی عصاره زنجبیل، بر میلی لیتر

 استخراج کل RNAکنگر فرنگی،  و های زنجبیلعصاره

روی ژل آگارز چند نمونه کیفیت استخراج  2شکل . گردید

 .دهدرا نشان می

 
 RNAاج باندهای حاصل از استخر -2شکل 

 میزان مقایسهدر سویه استاندارد: icaD  بررسی بیان ژن 

 شده تیمار هاینمونه بین سویه استاندارد در icaDژن  بیان

 توأم تیمارو با کنگر فرنگی  شده تیمار زنجبیل، عصاره با

 آنالیز از حاصل نمودار در وکنگر فرنگی زنجبیل عصاره

باعث  نظر مورد هایتیمار تمام نشان داد که  ریل تایمنتایج 

  S. aureusاستاندارد سویه در icaDافزایش بیان ژن بیوفیلم 

به  منجر زنجبیل عصاره با استاندارد سویه تیمار. گردید

 با باکتری تیمار این و icaD ژن بیان برابری 8/۷افزایش  

بیوفیلم  برابری بیان این ژن 3/۷افزایش  کنگر فرنگی باعث

زنجبیل و کنگر فرنگی،  عصاره از همزمان استفاده شد.

برابر نمونه بدون تیمار  8/2را  icaDمیزان بیان ژن بیوفیلم 

 .(3شکل ) افزایش داد

 
 سویه ریل تایماطلاعات حاصل از آنالیز نتایج  -3شکل 

 S. aureus استاندارد

بر اساس داده: در سویه پاتوژن icaD  بررسی بیان ژن 

 در icaDژن  بیان میزان، ایمریل ت آنالیز نتایج از حاصل های
 زنجبیل، عصاره با شده تیمار هاینمونه بین سویه پاتوژن

زنجبیل و  عصاره توأم تیمار تیمار شده با کنگر فرنگی و

 در عصاره زنجبیل تیمار تحت icaD ژن فرنگی،  بیانکنگر 

بیان . دادنمونه کنترل کاهش نشان  درصد28 تا سویه،  این

 90اره کنگر فرنگی، کاهش این ژن تحت تیمار عص

به عبارت دیگر بیان این ژن به حدود . درصدی نشان داد

پاتوژن  سویه همزمان تیمار. درصد نمونه کنترل رسید 10

های زنجبیل و کنگر فرنگی، عصاره باS. aureus باکتری 

و بر بیان این ژن بیوفیلم نشان داد  در درصدی 9۷ کاهش
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طور بهتقریبا  icaD وفیلمیان ژن بیب این اساس باعث مهار

های حاصل از داده ANOVAآنالیز واریانس  .گردیدکامل 

در سطح احتمال  دانکنبیان نسبی ژن با استفاده از آزمون 

نشان داد که  ANOVAنتایج آنالیز  صورت گرفت. 01/0

در سویه پاتوژن تحت تأثیر  icaDکاهش بیان ژن 

تلاف معنی دار های کنگر فرنگی و زنجبیل دارای اخعصاره

(P<0.01) (4 شکل) باشدنسبت به نمونه کنترل می. 

 

 
 سویه ریل تایماطلاعات حاصل از آنالیز نتایج  -4شکل 

 S. aureus پاتوژن

 بحث

 ییهای باکتریاگیاهان دارویی از دیرباز برای درمان عفونت

های دارویی، به اخیرا به دلیل بروز مقاومت. انداستفاده شده

تری شده عنوان مخازن طبیعی توجه بیشی بههمنابع گیا

 . است

زنجبیل و  عصاره باکتریایی ضد بررسی اثر ،تحقیق این در

سویه روی به روش انتشار از دیسک کنگر فرنگی 

نشان داد  S. aureusاستاندارد و نیز سویه پاتوژن باکتری 

های مذکور از که سویه استاندارد نسبت به عصاره

وردار است درحالی که سویه پاتوژن حساسیت بیشتری برخ

ای که مؤمنی و در مطالعه دهد.مقاومت بیشتری را نشان می

به بررسی اثرات ضد میکروبی زنجبیل بر روی  (21) زمانزد

پرداختند نشان داده  S. aureusچند نمونه باکتری از جمله 

نسبت به عصاره الکلی زنجبیل حساس  S. aureusشد که 

حساس میعصاره آبی زنجبیل نیمهاست ولی نسبت به 

 باشد.

که عصاره زنجبیل قادر  مشخص گردید ی دیگردر پژوهش

، هاله عدم رشدی به قطر S. aureusاست در محیط کشت 

. همچنین فعالیت (15) متر ایجاد نمایدمیلی 8 – 12حدود 

عصاره الکلی زنجبیل و ایجاد هاله عدم رشد  باکتریاییضد 

ه یاسن و ابراهیم متر در مطالعمیلی 13 – 14به قطر حدود 

( گزارش شده است. این مطالعات با تحقیق حاضر 36)

 ضد اثر با بررسی (16) و همکاران کادر سو بودند.هم

 زنجبیل اتری پترولیوم و اتانولی، کلروفرمی عصاره باکتریایی

 دیسک روش از استفاده با نوع قارچ سه و باکتری نوع 13 بر

 و هادیفیوژن، تاثیر زنجبیل بر فعالیت عصاره روی قارچ

  .را نشان دادند  Vibrio parahemolyticusویژه ها بهباکتری

در تحقیق خود اثر عصاره زنجبیل روی دو نیز  (۷)کووان 

 .Vو  Vibrio alginolyticusهای گرم منفی گونه از باکتری

parahemolyticus در مورد تأثیر ضد  .را اثبات نمود

به تأثیر عصاره  (38) ایدر مطالعهباکتریایی کنگر فرنگی 

 شداشاره ، S. aureusی کنگر فرنگی بر رشد باکتری الکل

 که با تحقیق حاضر سازگار است.

با زنجبیل و کنگر فرنگی  هایدر تحقیق حاضر عصاره

باعث ایجاد هاله عدم لیتر گرم بر میلیمیلی 100غلظت 

متر در محیط حاوی سویه استاندارد میلی 15رشد به قطر 

S. aureus ای به قطر توژن نیز هالهشدند. در مورد سویه پا

دست طبق نتایج به متر مشاهده گردید.میلی 8 – 9حدود 

کار در این پژوهش، بالاترین غلظت به MICآمده از آزمون 

های زنجبیل لیتر عصارهمیکروگرم بر میلی 5000 یعنیرفته 

بر سویه استاندارد  یبازدارندگی رشد اتو کنگر فرنگی اثر

-توجه به این که در آزمون دیسکو پاتوژن نداشتند. با 

 100000لیتر )گرم بر میلیمیلی 100گذاری از غلظت 

ها استفاده شد و هاله عدم لیتر( عصارهمیکروگرم بر میلی

رشد در این غلظت مشاهده گردید بنابراین حداقل غلظت 

های بالاتر از ها احتمالا در غلظتبازدارندگی این عصاره

از آنجا که هدف  لیتر خواهد بود.میکروگرم بر میلی 5000

های مذکور بر بیان اصلی این پژوهش، بررسی اثر عصاره

های بیوفیلم بود، با این آزمون اطمینان حاصل شد که ژن
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ها منجر به مرگ لیتر عصارهمیکروگرم بر میلی 5000غلظت 

های مورد نظر نشده و امکان بررسی تغییرات بیان باکتری

در  MICو به همین دلیل بررسی  ژن وجود خواهد داشت

 ها غیرضروری به نظر رسید.های بالاتر عصارهغلظت

کنگر  وزنجبیل  عصاره تأثیر بررسی این تحقیق، اصلی هدف

 طبق تحقیقات .بود icaD بیوفیلم ژن بیان میزان برفرنگی 

، اثر ضد بیوفیلمی عصاره الکلی (24) نیکولیک و همکاران

 Pseudomonasنظیر هایی زنجبیل روی باکتری

aeruginosa ،Proteus mirabilis  وE. coli  به اثبات

به تأثیر ضد بیوفیلمی  (18) پارکو کیم  رسیده است.

و  گاداشاره کردند.  P. aeruginosaعصاره زنجبیل روی 

 S. aureus هایسویه تمام که داشتند اذعان (12همکاران )

. هستند icaD و icaA هایژن دارای ،بیوفیلم تولیدکننده

اثر ضد بیوفیلمی زنجبیل  (31همچنین در مطالعه دیگری )

که  ده شدو نشان دا بررسی S. aureusسویه از  25روی 

سویه از آنها دارای توانایی تولید بیوفیلم و واجد ژن  23

icaD تحقیقات بیشتری در زمینه اثر ضد  باشند.می

بط با های مرتبیوفیلمی زنجبیل و نیز بررسی وجود ژن

 هایتولید بیوفیلم وجود دارد ولی در مورد تأثیر عصاره

 icaDزنجبیل و کنگر فرنگی بر تغییرات بیان ژن بیوفیلم 
 .گزارشی دیده نشد

 آغازگرهای و PCR تکنیک استفاده از با حاضر پژوهش در

 S. aureus سویه دو هر در icaD ژن اختصاصی، وجود

 Real timeاز  حاصل جنتای بررسی .شد اثبات مطالعه، مورد

PCR  ژن بیان میزان که داد نشان icaD سویه پاتوژن به در-

درصد، تحت تیمار کنگر  28ترتیب تحت تیمار زنجبیل به 

این دو عصاره  ترکیبی ازدرصد و تحت تاثیر  10فرنگی به 

سویه  در موردکه این نتایج  درصد کاهش یافت 30به 

ر سویه استاندارد تیمار استاندارد بسیار متفاوت است زیرا د

ترتیب این دو گیاه به از زنجبیل، کنگر فرنگی و ترکیبی

علاوه بر این . ندبرابری شد 8/2و  3/۷،  8/۷باعث افزایش 

و  ATCC 25923در این پژوهش، تفاوت ژنتیکی دو سویه 

های و در مورد توالی icaDسویه پاتوژن در مورد ژن 

ن تفاوت در میزان بیان تنظیمی این ژن اثبات گردید که ای

یا جهش در  icaDتواند ناشی از جهش در ژن ژن می

های پاتوژن نسبت به سویه نواحی تنظیمی این ژن باشد.

های توانند تفاوتمی S. aureusهای استاندارد سویه

ژنتیکی بسیار زیادی داشته باشند که این تفاوت عمدتا 

که ژن  لازم به ذکر است .های ژنتیکی استحاصل جهش

icaD های حیاتی باکتری نیست بنابراین ممکن از جمله ژن

ها در هر دو سویه استاندارد و است غلظت بالای عصاره

پاتوژن مانع رشد و تکثیر باکتری شود ولی این احتمال 

های استاندارد و پاتوژن بر اثر جهش وجود دارد که سویه

این  یا نواحی تنظیمی icaDهای خاص از جمله ژن توالی

نسبت به  icaDد و پاسخ ژن نتفاوت شده باش ژن دچار

باکتری های گیاهی در سویه استاندارد و پاتوژن عصاره

کار بههای گیاهی نیز متفاوت باشد و عصاره مورد مطالعه

عنوان فعال کننده و در سویه در سویه استاندارد به رفته

 ایند.عمل نم icaDعنوان مهارکننده ژن بیوفیلم پاتوژن به

ها های کسب مقاومت باکتریبا توجه به این که یکی از راه

بیوتیک، تولید بیوفیلم است شاید استفاده از نسبت به آنتی

های گیاهی زنجبیل و کنگر فرنگی بتواند در عصاره

 ها بسیار مؤثر واقع شود.بیوتیکاثربخشی آنتی

 کلی گیری نتیجه

که  گفت توانمی پژوهش این نتایج اساس بر مجموع در

 .S  درمان برای عامل ضد باکتریایی یک عنوانزنجبیل به

aureus عمل کرده و از بیان ژن  سویه پاتوژنicaD  و در

کنگر  عصاره. کندنتیجه تشکیل بیوفیلم جلوگیری می

این . داد نشان خود از خوبی میکروبی ضد خواص فرنگی

 عصاره .بود اثربخش هم S. aureusعصاره طبیعی روی 

 ژن بیان کاهش توان کنگر فرنگی همانند عصاره زنجبیل

کنگر فرنگی  هایاما ترکیب عصاره داشترا  icaDبیوفیلم 

-قابل طوربه را icaD بیوفیلم ژن بیان و زنجبیل قدرت

 باعث بیوفیلم تولید که این به توجه با. داد کاهش توجهی
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شود، مواد ضد میکروبی می به نسبت باکتری مقاومت

ده همزمان عصاره کنگر فرنگی و زنجبیل در کاهش استفا

تولید بیوفیلم و از بین بردن این باکتری پاتوژن بسیار 
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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. 
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