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 دهیچک
Staphylococcus aureus تواند با تشکیل  که می شود می گرفته نظر در مهم زاییک عامل بیماری عنوانبه

 ها بیوتیک آنتی باشد و نسبت به میزبان در امان دفاعی سیستم های مزمن ایجاد کرده و از عفونت بیوفیلم،
های  پروتئین و مواد ترین مهم از icaDاز جمله  ica اپرون به متعلق به رمز درآورنده های مقاومت نشان دهد. ژن

میکروبی  ضد درمانی خواص دارای شوند. سیری محسوب می ساکارید پلی ماده چسبنده ویژه دربه بیوفیلم،
 ترین قوی از نیز یکی شود. ریفامپین می مربوط آلیسین یعنی آن کلیدی عنصر زیادی است که این خاصیت به

 ،RNA سنتز ساختن متوقف با مولکولی، سطح است که در باکتریایی زایبیماری عوامل برابر در ها بیوتیک آنتی
ر عصاره سیر تأثیرگذار است. هدف از این تحقیق، بررسی خواص ضدمیکروبی و مقایسه اث ها باکتری متابولیسم بر

، انتخاب و S. aureusبود. دو سویه بیمارگر و یک سویه استاندارد از  icaDو ریفامپین بر روی بیان ژن بیوفیلم 
ترین غلظت  ( و پایینMIC) ترین غلظت مهارکنندگی بیوگرام، پایین های آنتی تأیید گردید. در این تحقیق از تست

بیوتیک ریفامپین و عصاره سیر )قرص گارسین( استفاده  های مشخصی از آنتی ( با غلظتMBCکشی )باکتری
های مختلف ریفامپین و گارسین انجام  چاهکی و با غلظت 19گردید. آزمون فنوتیپی بیوفیلم نیز با میکروپلیت 

 Realو سپس  cDNAز های متأثر از ریفامپین و گارسین و نیز شاهد، سنت از نمونه RNAشد. به دنبال استخراج 
time PCR  صورت گرفت و سطح بیان ژنicaD های مورد مطالعه سنجیده شد.  در نمونهMIC  وMBC  تحت

لیتر تعیین  میکروگرم بر میلی 737و  373ها به ترتیب  تیمار ریفامپین و ترکیب گارسین و ریفامپین برای همه سویه
تحت تاثیر عصاره سیر و ریفامپین واقع شده و در  icaD، بیان ژن Real time PCRگردید. بر اساس نتایج 

داری گردید و علاوه بر این، ترکیب ریفامپین و عصاره سیر، منجر به  های مورد مطالعه دچار کاهش معنی سویه
کاهش بیشتری در بیان این ژن شد. براین اساس استفاده از هر یک از دو عصاره سیر و ریفامپین در سویه 

را  icaDدرصد، بیان ژن  97درصد و استفاده توأم از این دو ماده  به میزان  39و  3۳ترتیب به میزان استاندارد، به 
 کاهش داد.

 

 .Staphylococcus aureus، عصاره سیر، icaDبیوفیلم، ریفامپین، ژن  :ها کلیدواژه
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 مقدمه
تاµm5/0هایگرممثبتباقطرهاباکتریاستافیلوکوک

گونهو23وبهشکلخوشهانگورهستند.تابهامروز،5/1
اند.اکثرهشتزیرگونهدرجنساستافیلوکوکشناساییشده

گونه کلینیازمنددارایتغذیهها بهطور اما بوده ایپیچیده
اسیدآمینهضروری13منبعآلینیتروژنهستندکهازپنجتا
ویتامین و والین آرژنین، جمله از گروه وBهای )تیامین

تأمینمی نیکوتینآمید( Staphylococcus aureusشود.

فرصت عفونتبیمارگری اصلی عامل و متعددطلب های
 اجتماعی و مهم]۲۱[بیمارستانی از یکی عواملو ترین

آنتیبیماری افزایشمقاومت در باعثزا استکه بیوتیکی
آبسه و پوستی ضایعات نواحیایجاد در موضعی های

عفونت باعث همچنین و بدن مانندمختلف عمیق های
اندوک و میاستئومیلیت اردیت ]۲۳[گردد .S. aureus

عفونت ومعمولابا ارتباطدارد کاتتر هایجسمیناشیاز
به نشود حذف میزبان ذاتی ایمنی پاسخ توسط اگر

هایماتریکسخارجسلولیرسیدهوتشکیلبیوفیلمپروتئین
می می .]۱۲[دهد نشان تشکیلشواهد توانایی که دهد

بیماری این]۲۱[کنداکتریکمکمیزاییاینببیوفیلمبه .
پروتئین با هایناهمگنباکتریقادراستبیوفیلمچندلایه

تولیدکندوباتوجهبهمیزانمرگومیرسالانهناشیازآن،
مهم از مییکی محسوب باکتریایی بیمارگرهای شودترین

بیوفیلم،یکجامعهسلولیمتصلبهسطوحاستکه]۱[ .
یکماتریکسخار یکدر در است. گرفته قرار سلولی ج

سلول باکتریایی، بستهعفونت ازهای بیوفیلم با شده بندی
شوندبیوتیکوپاسخایمنیمیزبانمحافظتمیدرمانآنتی
سلول این بستهو میبندیهای عفونتشده یک به توانند

تواناییتشکیلبیوفیلم]۶[مزمنتبدیلشوند نقشمهمی.
هایتولیدکنندهبیوفیلمبهآنتیدارد.باکتریزاییدربیماری
بیوتیک هستند مقاوم بیوفیلم،]۱[ها تشکیل از پس .
امانسلول در میزبان دفاعی سیستم از میکروبی های

هامقاومتکسببیوتیکخواهندبودونسبتبهفعالیتآنتی
دهندهایناستکهکنندکهاینموضوعبهنوبهخودنشانمی

اینبیوفیلم ماندن پایدار برای مهم استراتژی یک
ژنمیکروارگانیسم است. بهها مهمهای درآورنده ترینرمز

ی،ساکاریدویژهمادهچسبندهپلیهایبیوفیلم،بهموادوپروتئین
 اپرون به ژنicaمتعلق حاوی اپرون این هایاست.

icaADBCوژنتنظیمیicaRاستکهدرجهتمخالف
بهicaDوicaAزمانشود.بیانهمرونویسیمیicaAاپرون

قابل افزایش فعالیت ترانسفراز-Nتوجه گلوکوزآمین استیل
بهشدتتوسطS. aureus.حالتبیوفیلم]۲۱[گرددمنجرمی

می تنظیم پیچیده ژنتیکی بهعوامل مبنایشود. درک منظور
مکانیسم و عفونتمولکولی در بیماری ایجاد هایهای

هایدرگیردرتشکیلبیوفیلماستافیلوکوکیمزمن،شناساییژن
تواندضروریاستودرکبهترمکانیسممولکولیبیوفیلممی

.]۸[هاینوآورانهدرمانراتسهیلکندکشفگزینه
حاویطیفAlliumسیرمانندتمامسبزیجاتازجنس

ضد عاملی که است آلیسین مانند تیوسولفینات از وسیعی
ترکیباتفعالهموژنیک]۲۱[اکتریاستب یکياز آلیسین، .

فعالیت انواع داراي تازه، شده خرد میکروبيسیر ضد هاي
باشد.فعالیتضدباکتریاییآلیسیندربرابرطیفوسیعیمی

.اثر]۲۶[هایگرممنفیومثبتنشاندادهشدهاستازباکتری
علتواکنششیم به آلیسین اصلی میکروبی باضد آن یایی

آنزیمگروه تیول دهیدروژناز،های آلدهید نظیر مختلف های
و ردوکتاز می RNA تیورودوکسین که است برپلیمراز تواند

.]۲[هاتأثیربگذاردهایاساسیمیکروارگانیسمرویمتابولیسم
ریفامپیسین)(Rifampin)ریفامپین (Rifampicinیا

کشتنآنتی توانایی که است مسهلباکتریبیوتیکی های
هایعضلانیاسکلتیبسیارمتابولیکیراداردوبرایعفونت

قوی از یکی ریفامپیسین است. گستردهمفید و ترینترین
عواملبیماریبیوتیکآنتی برابر در زایباکتریاییاستوها

درمان در کلیدی ریفامپینعاملی است. سل ضد های
دآنتی که است لیپوفیلیکی بابیوتیک مولکولی، سطح ر

 سنتز ساختن باکتریRNAمتوقف متابولیسم بر ها،
یکسایت به اتصالدارو ناشیاز ایناثر است. تأثیرگذار

 RNAپیوندبسیاراختصاصیدر به DNAپلیمرازوابسته
ایبرایدرمانبیماری.ریفامپینبهطورگسترده]۲۱[است

می یسلاستفاده عنوان همچنینبه و کعاملشیمیشود
مننژیت بیماریمننگوکوکو مبتلابه درمانیبرایبیماران

.]۱[گیردهموفیلوسآنفولانزامورداستفادهقرارمی
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کهسیردارایغلظتبالاییازترکیباتمشخصگردید
استکهمسئولAlliumهایدیگرگوگرددارنسبتبهگونه

اس آن اثراتدارویی از بسیاری و سیر تند  .]۲۲[تبوی
Gattringer  همکاران روی]۲۱[و ریفامپین اثرات

جداشدهازStaphylococcus epidermidisهایبیوفیلم
عفونت به مبتلا باکتریبیماران و قلب ایمپلنت هایهای

مرتبطباکاتترراموردمطالعهقراردادند.نتایجآنهانشانداد
لیتربلافاصلهلیگرمدرمیمیلی۱/۲کهریفامپییندرغلظت

راکاهشS. epidermidisهایتشکیلشدهتوسطبیوفیلم
می Perlrothدهد. همکاران از]۱۱[و کمکی استفاده

راموردبررسیS. aureusهایریفامپینبرایدرمانعفونت
ازروش استفاده اینمحققاندریافتندکهبا هایقراردادند.

in vitroمی ، را ریفامپین گروهتوان از بسیاری هایبا
درمطالعات]۱[وهمکاران Fani.بیوتیکیترکیبکردآنتی

( سیر عصاره مهاری فعالیت عنوان با  Alliumخود
sativum روی بر ) Streptococcus mutansبه مقاوم

شویهیاخمیردندانحاویغلظتچنددارودریافتندکهدهان
باک رشد بر مهاری اثر سیر عصاره بهتریبهینه مقاوم های

تواندبرایجلوگیریازپوسیدگیدندانموثرداروداشتهومی
مطالعه در رویباشد. بر اثراتسیر به ایدیگریمحققان

بیمارگرهایپریودنتالوگونه ویژه  هایباکتریاییدهانیبه
.این]۱[هاپرداختندهایتولیدشدهتوسطاینباکتریآنزیم

عصارهسیرباعثمهاررشدبیمارگرهایتحقیقنشاندادکه
تواندشودوبنابراینسیرمیخوراکیوپروتئازهایخاصمی

ارزشدرمانیبرایپریودنتیتداشتهباشد.
پژوهش این از باهدف همراه سیر عصاره اثر بررسی

 icaAرویتولیدوبیانژنبیوفیلم بیوتیکریفامپینبرآنتی
درS. aureusدرicaDبودوبرایاینمنظورسطحبیانژن

اثرتیمارباعصارهسیروریفامپینتعیینگردید.


 ها مواد و روش
ازبیماران دراینپژوهشازدوسویهبیمارگر)پاتوژن(

بیمارستان در استانداردبستری یکسویه نیز هایرشتو
S. aureus شناسه گردید.استفادATCC 25923با ه

آماده به اقدام محیطسپس هینتونسازی مولر کشت های

گار،مولرهینتونبراثوتیمارهاشد. بهمنظورتهیهمحیطی آ
باکتری،محیطاستانداردنیممکفارلندکه5/1×108حاوی

این در شد. آماده دارد باکتری میزان این معادل کدورتی
کپسول از پژوهش ریفمیلی200های استفادهگرمی امپین

میلیلیترآبمقطر10کهدوعددکپسولدرشدبهطوری
-گرمبرمیلیمیلی۶۱حلواستوکاولریفامپینباغلظت

بعدازاستوکاولرقتلیتر درمرحله 1تهیهگردید. 10به
لیترگرمبرمیلیمیلی۶تهیهواستوکدومریفامپینباغلظت

میلی۶۱۱۱) بر شد.لیترمیکروگرم آماده قرص ( همچنین
استفادهمیلی200 مورد دارو( )شرکتگل گارسین گرمی

هاحاویمادهموثرهآلیسینقرارگرفت.هریکازاینقرص
 میزان 8/0به قرصمیلی6/1تا دو کردن خرد با بود. گرم

لیترآبمقطر،استوکمیلی10هادرگارسینوحلکردنآن
تهیهشد.بالیترگرمبرمیلییلیم۶۱اولگارسینباغلظت

رقیق نسبت به اول استوک 1سازی دوم10به استوک ،
غلظت میلیمیلی۶گارسینبا بر گردید.لیترگرم در آماده

تستآنتیمرحله تعیینحساسیتضدیبعد مانند بیوگرام
با میکروبی ضد اثر بررسی و بلانک دیسک با میکروبی

 ایجادچاهکانجامشد.
 :MICترینغلظتمهارکنندگی)رایانجامآزمونپایینب

Minimum Inhibitory Concentration،) یکشتتازه
18 محیط32تا با مطالعه مورد سویه سه هر از ساعته

سپسبخشیازکلنی شد. آماده گار هایرشدمولرهینتونآ
32یافته،بهمحیطکشتمولرهینتونبراثمنتقلوبهمدت

 در ساعت سانتی23دمای درجه ازگراد گردید. انکوبه
سوسپانسیونمیکروبیحاصل،کدورتیمعادلکدورتنیم

سوسپانسیون سپس شد. آماده فارلند تیمارمک تحت ها
استوک با آزمون این شدند. واقع گارسین و ریفامپین

غلظتآنتی میکروگرم۶۱۱۱بیوتیکریفامپینوگارسین)با
میلی بر شروع موردلیتر( سویه سه یکاز برایهر گردید.

تاییدر13مطالعهبهطورجداگانه،سهسریلولهآزمایش
لیترمحیطمولرهینتونمیلی3هانظرگرفتهشدودرهمهآن

 شماره لوله سه هر در گردید. اتوکلاو و به1براثافزوده ،
 غلظت میلی۶۱۱۱ترتیب بر ریفامپین،لیترمیکروگرم از

 گارسین گردید. تهیه دو هر ترکیب مرحله،و این از پس
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13و11هایشمارهسازیسریالیصورتگرفت.لولهرقیق
گرفته نظر در مثبت کنترل و منفی کنترل برای ترتیب به
فاقد مثبت، کنترل و باکتری فاقد منفی، کنترل شدند.

بیوتیکبود.ازسوسپانسیونباکتریموردنظرباکدورتآنتی
هامیکرولیتربههمهلوله300فارلندبهمیزانمکنیممعادل

ساعت32مدتهابهجزکنترلمنفیافزودهشد.تماملولهبه
انکوبهشدند.حداقلغلظتگراددرجهسانتی۳۱دردمای

باکتریآنتی مانعرشد که دو ترکیبهر گارسینو بیوتیک،
نجامآزمونبرایا درنظرگرفتهشد.MICعنوانشدهبودبه

باکتریپایین غلظت )ترین  MBC: Minimumکشی
Bactericidal Concentration،) هایازلولهMIC فاقد

لوله اولین و باکتری آزمونرشد این برای کدورت دارای
 و شد لوله100استفاده از میکرولیتر نظر MICهایمورد

گارباتهلولهبه آزمایشصورتچمنیدرپلیتمولرهینتونآ
مدت به و کشتداده با 32استریل انکوباتور ساعتدر

سانتی۳۱دمای حداقلغلظتگراددرجه شدند. داده قرار
بیوتیک،گارسینوترکیبیازآندوکهدرآنباکتریرشدآنتی

 تعیینشد.MBCعنواننکردهنبودبه
سویه در بیوفیلم تولید فنوتیپی ارزیابی موردبرای های

ساعتهازهرسهسویهموردنظردر32ه،کشتتازهمطالع
هامحیطمولرهینتونبراثتهیهشدوکدورتسوسپانسیون

معادل مکفارلند اساسنیم سپسرقیقبر و سازیسازی
بهسوسپانسیون ها 1نسبت گردید.30به انجام
میکروپلیت دمای با انکوباتور در سانتی۳۱ها گراددرجه

به رنگسا28مدت منظور به شدند. داده قرار آمیزیعت
میکرولیتر135بیوفیلمتشکیلشدهدرهرچاهک،بهمیزان

درصدبههرچاهکافزودهشد3/0محلولکریستالویوله
 از پس ویوله10و کریستال اضافی رنگ تخلیه دقیقه،

 اسیداستیک گرفت. به20صورت درصد 300میزان
هشدتاآزادسازیرنگموجودمیکرولیتربههرچاهکاضاف

اندصورتگیرد.هاییکهمولدبیوفیلمبودهدردیوارهباکتری
پسازحلشدنرنگکریستالویولهدراسید،میزانجذب

کارگیریدستگاه به چاهکبا هر در شده  Elisaرنگآزاد
Readerنانومترارزیابیگردید.۱۱۱ودرطولموجنوری

5/183،غلظتMBCوMICازبراساسنتایجحاصل

میلی بر بهمیکروگرم گارسین و ریفامپین منظورلیتر
 سویه، هر برای انتخابشد. لیترمیلی2مطالعاتمولکولی

محیطکشتمولرهینتونبراثدرچهارلولهریختهشدوبهسه
ولوله ریفامپین از مخلوطی و گارسین ریفامپین، ترتیب به

عنوانکنترلگردیدویکلولهنیزبدونتیماروبهگارسینافزوده
هاافزودههایموردنظر،سویهمثبتدرنظرگرفتهشد.بهلوله

ساعت18تا16بهمدتگراددرجهسانتی۳۱ گردیدودردمای
-نشینهایرشدیافتهپسازتهدرانکوباتورقرارگرفتند.باکتری

آل از پیشگیری اصول رعایت با شرایطسازی در و ودگی
به استخراجسرمایی، گرفتند.RNAمنظور قرار استفاده مورد

وهمچنینicaDمشخصاتوتوالیآغازگرهایمربوطبهژن
]۳[درشرکتسیناکلونایرانسنتزشد16s rRNAژنمرجع

ذکرشدهاست.۲کهمشخصاتآنهادرجدول
 Real Timeسازیآغازگرها،سازیورقیقپسازآماده

PCRمیکروتیوب در گرفت. انجام تایم، ریل ۲۱های
 ازSYBR Green Premixمیکرولیتر پس شد. ریخته

نیز ROX Reference،محلولcDNAافزودنآغازگرهاو
اضافهگردیدوبااستفادهازآبفاقدنوکلئاز،حجمنهاییبه

۱۱ ژن شد. رسانده ژنبه16s rRNAمیکرولیتر عنوان
هابرایتجزیهوتحلیلدادهورداستفادهقرارگرفت.رفرنسم
روش سویه    از یکاز هر مقایسه شد. هااستفاده

نمونهبه میان و جداگانه نمونهطور و هایتحتهایکنترل
ریفامپین و گارسین توأم تیمار و گارسین ریفامپین، تیمار

صورتگرفتوبرایناساسنمودارهاترسیمشدند.


 تایجن
آزمون انجام با مطالعه مورد نمونه سه هایهر

آمیزیگرم،تستکاتالاز،بیوشیمیاییومیکروبینظیررنگ
تستکواگولاز،تستاکسیدازوتخمیرقندمانیتولموردآزمون

آ گونه و جنس و گرفته یعنیقرار  Staphylococcusنها
aureusآنتی آزمون گردید. ازتأیید استفاده با بیوگرامی
هایگارسینوریفامپینانجامشد.ازآنجاییکههراستوک

 حدود دیسک یک20بلانک جذب ظرفیت میکرولیتر
محلولرادارد،بنابراینبلانکدیسکآغشتهشدهبهاستوک

کندوگرمجذبمیمیلی8/1ریفامپینیاگارسین،1شماره
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 هر استوکشماره 3بلانکدیسکدر میزان به 18/0نیز
گرمازگارسینیاریفامپینراجذبخواهدکرد.بلانکمیلی

غلظتدیسک حاوی های 8/1های برمیلی18/0و گرم
آنتی از پلیتمیکرولیتر در گارسین و هایبیوتیکریفامپین

شدمربوطبهسویهاستانداردودوسویهبیمارگربهکارگرفته
،۲گیریشد)شکلهااندازهوقطرهالهعدمرشداینسویه

(.۱جدول
تکثیرترینغلظتپایین مانعاز ریفامپینکه گارسینو

سویه آزمون انجام با شوند موردMICها در شد. تعیین
 استاندارد S. aureusسویه ،MIC ۳۱۱ریفامپین
میلی بر میکروگرم و MICلیتر ریفامپین،ترکیبگارسینو

میلی۱۱۱ بر درمیکروگرم گارسین ولی گردید تعیین لیتر
موردغلظت در نداد. نشان مهاری اثر آزمون، مورد های

نیزنتایجمشابهی6وهمچنینسویهشماره32سویهشماره
مربوطبهریفامپینمیکروگرمMICطوریکهدستآمدبههب

میلی بر و ترکیبریفاMICلیتر گارسین،مربوطبه مپینو
میلی۱۱۱ بر تنهاییمیکروگرم گارسینبه تعیینشدو لیتر

هایموردآزمون،اثرمهارینشاندهد.نتوانستدرغلظت
مرگپایین به منجر ریفامپینکه ترینغلظتگارسینو



باکتری اساستست بر شوند، درMBCها گردید. تعیین
سویه همه مورد مطالعه، مورد بهMBCهای مربوط

به گارسین و ترکیبریفامپین و ریفامپین ۳۱۱ترتیببرابر
میلی بر میکروگرم و میلی۱۱۱لیتر بر ومیکروگرم بود لیتر

غلظت از یک هیچ در نیز اثرگارسین نظر، مورد های
(.۳و۱کشندگینشاننداد)شکل

هایچاهکیوطبقغلظت66بااستفادهازمیکروپلیت
بیوتیکریفامپینوگارسین،مقداربیوفیلمتولیدمختلفآنتی

سویه توسط شده بیمارگرهای استاندارد S. aureusو
نمونه با و شدارزیابی مقایسه )شاهد( تیمار بدون های

 (.۳،جدول۱)شکل
۱/۲۸۱،بهطوریکسانغلظتMBCبراساسآزمون
ردولیترازریفامپین،گارسینوترکیبهمیکروگرمبرمیلی

سویه تمام از و شد گرفته نظر در مطالعه،ماده مورد های
یککشتنیز شد. تهیه کشتتازه مواد، این تحتتیمار
طبق درشرایطاستریلو گردید. آماده )کنترل( بدونتیمار

 RNAاصولبرودتی،بااستفادهازکیتشرکتسیناکلون،
الکتروفو(Total RNAکل) رزواستخراجوکیفیتآنبا

گارزبررسیشد)شکل (.5بررویژلآ

 16s rRNAو  icaDهای مشخصات و توالی آغازگرهای مربوط به ژن -۱جدول 

Genes Nucleotide sequence of primers 
Accession 
numbers 

Annealing 
temperature 

Amplicon size 
(bp) 

icaD-F 5-ACCCAACGCTAAAATCATCG-3 AF086783 60 211 
icaD-R 5-GCGAAAATGCCCATAGTTTC-3 AF086783 60 211 

16S rRNA-F GGGACCCGCACAAGCGGTGG L37597.1 60 191 
16S rRNA-R GGGTTGCGCTCGTTGCGGGA L37597.1 60 191 

 

 

یفامپین نتایج بلانک دیسکی آنتی -1شکل   های بیمارگر و استاندارد و گارسین در ایجاد هاله عدم رشد سویه بیوگرام ر
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یفامپین و گارسین اندازه هاله عدم رشد نمونه -۲جدول   های مورد مطالعه به روش بلانک دیسک با تیمارهای ر
 متر( قطر هاله عدم رشد )میلی (mg/µlغلظت و نوع تیمار ) سویه باکتری

 استاندارد

31 گارسین ۸/۲
15گارسین۲۸/۱
13ریفامپین ۸/۲
0ریفامپین۲۸/۱

0گارسین+ریفامپین۲۸/۱

 6بیمارگر شماره 

0گارسین ۸/۲
0گارسین۲۸/۱
18ریفامپین ۸/۲
10ریفامپین۲۸/۱

11گارسین+ریفامپین۲۸/۱

 42بیمارگر شماره 

13گارسین ۸/۲
8گارسین۲۸/۱
30ریفامپین ۸/۲
15ریفامپین۲۸/۱

33گارسین+ریفامپین۲۸/۱


 
 ۲2مرتبط با سویه بیمارگر شماره  MBC نتایج آزمون -۲شکل 

A) (لیترمیکروگرمبرمیلی۳۱۱ریفامپین)تحتتأثیر 
B) (لیترمیکروگرمبرمیلی۱۱۱ریفامپینوگارسین)تحتتأثیر 

C) هایموردآزمون(غلظتتحتتأثیرگارسین)فاقداثرکشندگیدر 
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 6مرتبط با سویه بیمارگر شماره  MBC نتایج آزمون -3شکل 

A) (لیترمیکروگرمبرمیلی۳۱۱ریفامپین)تحتتأثیر 
B) (لیترمیکروگرمبرمیلی۱۱۱ریفامپینوگارسین)تحتتأثیر 

C) هایموردآزمون(تحتتأثیرگارسین)فاقداثرکشندگیدرغلظت 
 


یفامپین در سویه -2شکل   های بیمارگر و استاندارد نتایج آزمون بیوفیلم تحت تأثیر تیمارهای گارسین و ر



RNAنمونه از ریفامپینواستخراجشده از هایمتأثر
نمونه نیز و کیتشرکتگارسین از استفاده با کنترل، های

برای آلودگی، جلوگیریاز طبقشرایطبرودتیو و فرمنتاز
 اینcDNAسنتز حاصل و گرفت قرار استفاده مورد

 استفاده مورد گرفت.Real time PCRاستخراج، قرار

هایکنترلومتأثرازبیننمونهicaDبیانژنمیزانمقایسه
بیمارگر سویه دو و استاندارد سویه در گارسین و ریفامپین

 ۶هایترتیبدرشکلبه۱۱و۶شماره ،۱ نشانداده۸و
 شدهاست.
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 گیری بحث و نتیجه
زا،هایبیماریشیوهدرمانیمرسومبرایمقابلهباباکتری

بیوتیک آنتی از آنتیاستفاده است. بسیاربیوتیکها های
شده تولید و طراحی کشفیا برههزیادی در که ازاند ای

ارمغان به انسان برای را سلامتی و شده واقع مؤثر زمان
متأسفامی و نبوده دائمی تأثیر این ولی ایجادآوردند با نه

هایها،مشکلاتوبیماریهایداروییدرباکتریمقاومت
روند سرعتگرفتن به توجه با شدند. گرفته سر از گذشته

مقاومت باکتریایجاد در دارویی نظیرهای  هایی

S. aureusپیشینیانبه داروهایگیاهیکه رویآوردنبه ،
درمان میصورتتجربیدر مودندنهایمیکروبیاستفاده

معطوف خود به علمی شکل به البته را امروزی بشر ذهن
کردهاست.پژوهشحاضرنیزبرهمیناساسشکلگرفتهو
سعیبرآنبودهکهتأثیرضدمیکروبیعصارهسیرومقایسه

بیوتیکریفامپینموردسنجشقرارگیرد.اینآنباتأثیرآنتی
مو سطح در هم و فنوتیپی سطح در هم لکولیمطالعه

صورتگرفت.


 
یفامپین و گارسین   مقدار جذب بیوفیلم حاصل از سویه -3جدول   ( nm) OD 570های بیمارگر و استاندارد تحت تأثیر ر

 g/ml 1500 g/ml 750 g/ml 375 g/ml 187.5 g/ml 3000 سویه استاندارد
۱۸۱/۱۱۱۱/۱۱۱۱/۱۱۸۱/۱۱۶۲/۱ کنترل )بدون تیمار(

یفامپین ۱۱۲/۱۱۱۱/۱۱۱۱/۱۱۱۶/۱۱۶۱/۱ تیمارشده با ر
۱۱۲/۱۱۱۱/۱۱۱۱/۱۱۱۲/۱۱۶۶/۱ تیمارشده با گارسین

۱۱۱/۱۱۱۳/۱۱۱۳/۱۱۶۱/۱۱۶۳/۱ تیمارتوأم
g/ml1500 g/ml750 g/ml375 g/ml187.5 g/ml 3000 6سویه شماره 

۱۱۲/۱۱۶۱/۱۱۶۱/۱۱۶۸/۱۱۶۱/۱ کنترل )بدون تیمار(
یفامپین ۱۸۱/۱۱۸۱/۱۲۱۶/۱۱۱۲/۱۱۱۱/۱ تیمارشده با ر
۱۸۱/۱۱۸۲/۱۱۱۱/۱۱۱۱/۱۱۱۱/۱ تیمارشده با گارسین

۲۱۱/۱۱۸۱/۱۱۸۱/۱۱۱۲/۱۱۶۱/۱ تیمارتوأم
g/ml1500 g/ml750 g/ml375 g/ml187.5 g/ml 3000 ۲2سویه شماره 

۱۱۳/۱۱۱۱/۱۱۶۱/۱۱۱۱/۱۱۱۱/۱ کنترل )بدون تیمار(
یفامپینتیمارشده با  ۱۶۱/۱۱۱۶/۱۱۶۲/۱۱۶۱/۱۱۱۸/۱ ر

۱۱۱/۱۱۱۱/۱۱۱۶/۱۱۱۱/۱۱۱۱/۱ تیمارشده با گارسین
۱۶۲/۱۱۶۱/۱۱۶۲/۱۱۱۱/۱۱۱۱/۱ تیمارتوأم

 


 (bp ladder 100های بیمارگر و استاندارد ) از سویهRNA چند نمونه از باندهای استخراجی  -5شکل 
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 1 2 3 4 

icaD 1.010.43 
 

0.541.3 
0.01 

0.741.12 
 

0.61.4 
0.05 

 

یفامپین )شماره ۱در نمونه کنترل )شماره  icaDمقایسه بیان ژن  -6شکل  ( و متأثر از ترکیب گارسین و 3(، متأثر از گارسین )شماره ۲(،  متأثر از ر
یفامپین )شماره   S. aureus( سویه استاندارد 2ر


 5 6 7 8 

icaD 1.020.65 
 

0.441.2 
0.001 

0.621.5 
0.05 

0.331.4 
0.001 

 

یفامپین )شماره 5در نمونه کنترل )شماره  icaDمقایسه بیان ژن  -۷شکل  ( و متأثر از ترکیب گارسین و ۷(، متأثر از گارسین )شماره 6(،  متأثر از ر
یفامپین )شماره   S. aureus 6( سویه بیمارگر شماره 8ر


 9 10 11 12 

icaD 1.050.43 
 

0.820.78 
 

0.690.93 
 

0.540.89 
0.05 

یفامپین )شماره  (،9در نمونه کنترل )شماره  icaDمقایسه بیان ژن  -8شکل  ( و متأثر از ترکیب ۱۱(، متأثر از گارسین )شماره ۱1متأثر از ر
یفامپین )شماره   S. aureus ۲2( سویه بیمارگر شماره ۱۲گارسین و ر
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باکتری روی بر سیر عصاره فنوتیپی مختلفتأثیر های
توسطمحققانزیادیموردمطالعهقرارگرفتهاست.ازجمله

]۱[وهمکارانFaniونیز]Dorglas]۱وBakriاینکه
سیر استرپتوکوکی و استافیلوکوکی میکروبی اثراتضد به

رویا ریفامپینبر اثر توسطاذعانداشتند. ستافیلوکوکنیز
Gattringer همکاران در]۲۱[و است. شده گزارش

پژوهشحاضر،اثرضداستافیلوکوکیعصارهسیردرقالب
آنتی آنبا بیوتیکریفامپینصورتقرصگارسینومقایسه

استاندارد، سویه از حاصل نتایج اساس بر گرفت.
گرمبرمیلی۲۸/۱گرمبرمیکرولیترومیلی۸/۲هایغلظت

میکرولیترگارسین)عصارهسیر(بهترتیبهالهعدمرشدی
مترایجادنموددرصورتیکههالهعدممیلی۲۱و۱۲بهقطر

گرممیلی۸/۲رشدحاصلازریفامپینکمتربودودرغلظت
 به میکرولیتر غلظتکمترمیلی۲۱بر مورد در و رسید متر
هاله سریفامپین، اما نشد. ایتشکیل شماره بیمارگر ۶ویه

حساسیتی گارسین، مطالعه مورد غلظت دو هر به نسبت
ودر نشاننداددرحالیکهدربرابرریفامپینحساسبوده

ایبهقطرگرمبرمیکرولیترریفامپین،هالهمیلی۸/۲غلظت
میلی۲۸ شماره بیمارگر سویه نمود. ایجاد به۱۱متر هم

-میلی۸/۲سبود.درغلظتریفامپینوهمبهگارسینحسا

ایبهقطرگرمبرمیکرولیترریفامپینوگارسینبهترتیبهاله
گرممیلی۲۸/۱مترتشکیلشدودرغلظتمیلی۲۱و۱۱

عدم هاله ترتیبقطر به گارسین و ریفامپین میکرولیتر بر
متربود.نکتهچشمگیردرمورداینسویه،میلی۸و۲۱رشد

یفامپینوگارسینبودبهطوریکهقطرهالهاثرهمافزاییر
 غلظت در و حالت این در سویه این رشد ۲۸/۱عدم

متررسید.میلی۱۱گرمبرمیکرولیترافزایشیافتوبهمیلی
نتایجاینآزمونبیانگرایناستکهاینسهسویهاحتمالااز
که طوری به هستند یکدیگر از متفاوت ژنتیکی لحاظ

سهسویهنسبتبهعصارهسیروریفامپینباحساسیتاین
موید تحقیق این نتایج دارد. زیادی نسبتا تفاوت یکدیگر

هایمحققانذکرشدهبود.یافته
آزمون نتایج از استنباطMBCوMICهای چنین

سویهمی ندارند. تفاوتی مطالعه، مورد سویه سه که شود
پینباغلظتاستانداردودوسویهبیمارگرتحتتیمارریفام

میلی۳۱۱ بر میکروگرم ولیعصارهلیتر توانرشدنداشتند
غلظت این در مهاری تأثیر توأمسیر تیمار نداد. نشان ها

 غلظت در نیز سیر عصاره و بر۱۱۱ریفامپین میکروگرم
میلی لیتر البته دادند. نشان مهاری غلظتMICاثر از

ریفامپینشروعشدگارسینولیترمیکروگرمبرمیلی۳۱۱۱
گرممیلی۶۱هایبیوگرامکهازغلظتوباتوجهبهنتایجآنتی

شدهگرمبرمیلیمیلی۶لیتروبرمیلی لیترگارسیناستفاده
ازغلظت بودچنانچه استفادهMICهایبالاترگارسیندر

شداحتمالااثرمهاریوکشندگیعصارهسیرمشخصمی
گردید.می

آنتی توسطاثر بیوفیلم تولید میزان بر بیوتیکریفامپین
Gattringerبررسیشدوطبقگزارشاین]۲۱[وهمکاران

غلظت با ریفامپین میلیمیلی۱/۲پژوهش، در درگرم لیتر
استافیلوکوکوساورئوستأثیر کاهشتولیدبیوفیلمناشیاز

ت با رابطه پژوهشکنونیدر نتایجحاصلاز ضددارد. أثیر
به ریفامپین که داد نشان ریفامپین و سیر عصاره بیوفیلمی

هایبالادرکاهشمیزانبیوفیلمناشیخصوصدرغلظت
 استاندارد سویه سیرS. aureusاز استولیعصاره مؤثر

دو مورد در ندارد. اینرابطه محسوسیدر تأثیر )گارسین(
ینتأثیرچندانیسویهبیمارگرموردمطالعه،ریفامپینوگارس

از حاکی نیز نتایج این نداشتند. بیوفیلم تولید میزان در
هایبیمارگراست.تفاوتسویهاستانداردباسویه

درسویه نتایجحاصلازمطالعاتکنونینشاندادکه
 S. aureusاستاندارد بیوفیلم ژن بیان میزان ،icaDتحت

رسدوگارسیندرصدنمونهکنترلمی۱۱تأثیرریفامپینبه
درصدنمونهکنترلکاهش۱۱تواندبیاناینژنرابهنیزمی

نیزباعثمی توأمازایندوماده استفاده شودکهبیاندهد.
icaD بیمارگر۶۱به سویه در برسد. کنترل نمونه درصد
،ریفامپینوگارسینبهترتیبباعثشدندکهبیان۶شماره
مونهکنترلبرسد.اماایندودرصدن۶۱و۱۱بهicaDژن

بهicaDمادهبایکدیگراثرافزایشینشاندادهوبیانژن را
درصدنمونهشاهدکاهشدادند.درموردسویهبیمارگر۳۳

ترینسبتبهریفامپیندر،عصارهسیراثرمطلوب۱۱شماره
۶۱نشاندادوباعثشدکهبیانآنبهicaDکاهشبیانژن
کنترلبرسددرحالیکهدرموردریفامپین،ایندرصدنمونه
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درصدنمونهکنترلبود.درمورداینسویهنیز۸۱کاهشتا
راicaDافزاییخوبیداشتهوبیانریفامپینوگارسیناثرهم

درصدنمونهکنترلکاهشدادند.۱۱تا
Hartmann ایننتیجهرسیدندکه]۲۱[وهمکاران به

بیوتیکریفامآنتی به اختصاصی بسیار اتصال با RNAپین
میپلی مراز توقفسنتز به منجر رونویسیRNAتواند و

دهد.پژوهشحاضرهاراکاهششودوبدینترتیببیانژن
icaDنشاندادکهعصارهسیرنیزدرکاهشبیانژنبیوفیلم

ایهمچونریفامپینتواندبامکانیسممولکولیناشناختهمی
نکته باشد. تأثیرگذار ریفامپین از بهتر حتی مواردی در و

کاهشبیانژن مورد در اهمیتایناستکه ،icaDحائز
افزاییخوبیداشتهعصارهسیروریفامپینبایکدیگراثرهم

طالعاتقیدشدهوتأثیرگذاریبهتریداشتند.دربسیاریازم
آنتی ترکیببا ریفامپیندر موردبیوتیکاستکه هایدیگر

به گیرد. قرار استفاده مثال وLaplanteعنوان
Woodmansee]۲۸[مطالعه ترکیبیدر استفاده ای

ریفامپینباوانکومایسینیاداپتومایسینواثرضدبیوفیلمی
بهعوارضجانبیاند.باتوجهبهتراینترکیباترانشانداده
آنتی سوء اثرات و بابیوتیکمتعدد ریفامپین ترکیب ها،

رسدچراکهدرتحقیقتربهنظرمیداروهایگیاهیمنطقی
هم اثر درحاضر، ریفامپین با سیر عصاره مطلوب افزایی

 بیوفیلم ژن بیان میزان چشمicaDکاهش به خوبی به
خورد.می

ژوهشنشاندادکهاستفادهبنابرایننتایجحاصلازاینپ
آنتیبی از باکتریبیوتیکرویه انواع جملهها، از هایمقاوم

S. aureusعلاوهاستفادهبیشازحددهند.بهراافزیشمی
آنتی فلوربیوتیکاز و است عوارضجانبی دارای غالبا ها

سازد.همچنینداروهاینرمالمیکروبیبدنرانیزمتأثرمی
ا که مصرفمیگیاهی صورتتجربی به گذشته شدند،ز

میگزینه و بوده علمی تحقیقات برای خوبی توانندهای
هایرایجمصرفبیوتیکجایگزینویاحداقلهمراهباآنتی

ضد خواص تأیید بر علاوه پژوهش این در شوند.
کاهش در سیر عصاره اهمیت سیر، عصاره استافیلوکوکی

 بیوفیلم اثicaDبیانژن سیربه بنابراینعصاره باترسید.
همچنینمی گیرد. قرار مصرف مورد رابطه این در تواند

آنتی یک عنوان به نیز ضدریفامپین نقش بیوتیک
بودوicaDاستافیلوکوکینشاندادوکاهندهبیانژنبیوفیلم

تواندبیوتیکریفامپینمیزمانعصارهسیرباآنتیاستفادههم
ازicaDوحداقلدرموردکاهشبیانژنمؤثرترواقعشده

اهمیتزیادیبرخورداراست.
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Abstract 
Staphylococcus aureus is considered as an important pathogen, which can create chronic infections 

through the formation of biofilms and protect itself from the host defense system and become resistant 

to antibiotic activity. The genes encoding the most important biofilm materials and proteins, especially 

the polysaccharides agent, belong to ica operon and one of the most important of these genes is icaD. 

Garlic has many health benefits, including antimicrobial, which is attributed to its key element, 

Allicin. Rifampin is also one of the strongest antibiotics against bacterial pathogens, affecting the 

metabolism of bacteria by interrupting RNA synthesis at the molecular level. The aim of this study 

was to evaluate the antimicrobial properties and compare the effect of garlic extract and rifampin on 

the expression of icaD biofilm gene. Two pathogenic strains and one standard strain of S. aureus, 

selected and approved. In this research, antibiogram, minimum inhibitory concentration (MIC) and 

minimum bactericidal concentration (MBC) tests were conducted with specific concentrations of 

rifampin antibiotic and garlic extract (garlic tablet). Biofilm phenotypic test was performed with 96 

wells microplate and with different concentrations of rifampin and garlic. Following the extraction of 

RNA from rifampin and garlic-affected specimens, as well as control, cDNA synthesis and then real 

time PCR were performed and the icaD gene expression level was measured in the samples. The 

results of MIC and MBC under rifampin treatment and the combination of garlic and rifampin for all 

strains were 375 and 750 μg/ml, respectively. Based on Real time PCR results, icaD gene expression 

was influenced by garlic extract and rifampin, and decreased significantly in the strains. In addition, 

the rifampin composition and garlic extract resulted in a further reduction in the expression of this 

gene. Garlic extract and rifampin in the standard strain reduced the icaD expression to 38% and 56%, 

respectively and the combination of rifampin and garlic extract led to a reduction of 67% of the icaD 

biofilm gene expression. 
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