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 دهیچك
Staphylococcus aureus باکتریایی است. جنتامایسین یکی از آنتی  بیمارگرهایترین  یکی از شایع

ولی متاسفانه به دلیل تولید بیوفیلم،  استهای استافیلوکوکوسی موثر  هایی است که برای درمان عفونت بیوتیک
در این پژوهش، تأثیر عصاره سیر و مقایسه آن با گردد.  رو میبیوتیک گاهی با مشکل روبهتأثیر این آنتی

 MIC  بیوگرام و آزمون روش آنتیبر اساس  S. aureusهای  بیوتیک جنتامایسین روی سه سویه از باکتری آنتی
افزایی آن با  تأثیر ضد استافیلوکوکی عصاره سیر و اثر هم تأییدکنندهمورد سنجش قرار گرفت که نتایج آن 

و توأم با هم بر تنهایی به . بر اساس آزمون فنوتیپی، اثر عصاره سیر و جنتامایسینبودایسین بیوتیک جنتام آنتی
های مورد مطالعه توسط  در سویه icaAکاهش میزان تولید بیوفیلم در این باکتری ارزیابی و اثبات شد. وجود ژن 

PCR  به اثبات رسید و با استفاده از تکنیکReal time PCR میزان بیان ژن ،icaA  ،تحت تیمار عصاره سیر
های بدون تیمار مورد مطالعه قرار گرفت. در مورد  جنتامایسین و تیمار توأمان سیر و جنتامایسین نسبت به نمونه

 icaAدرصدی بیان ژن  40درصدی و  99سویه استاندارد، جنتامایسین و عصاره سیر به ترتیب باعث کاهش 
منجر به  داد یعنیکاهش درصد نمونه کنترل  ۲9این دو ماده، بیان این ژن را به حدود شدند و استفاده توأم 

نیز تأثیر زیادی بر کاهش بیان  بیمارگر های سویهدرصدی بیان این ژن گردید. این تیمارها در مورد  59کاهش 
icaA  درصد  ۱۱عصاره سیر و جنتامایسین توانست بیان این ژن را به  زمانهمنشان دادند به طوری که استفاده

ها حاکی از  گردد. نتایج تمام این آزمون icaAدرصدی بیان  99به کاهش  منجرنمونه بدون تیمار کاهش دهد و 
 بود. S. aureusتأثیر مطلوب عصاره سیر در مقابل باکتری 
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 مقدمه
Staphylococcus aureus و مثبت گرم باکتری یک 

 جنس در گونه ترینمهم که است اختیاری هوازیبی
 عاملاین باکتری  .]۱[ شود می بمحسو استافیلوکوک

 کورک، جوشدانه، مانند پوستی یهاعفونت از بسیاری
 مانند خطرناک هایبیماری تا آبسه و مژه گل کفگیرک،
 سپتی و منژیت سمی، شوک سندرم استئومیلیت، پنومونی،

 خاصیت دارای باکتری پپتیدوگلیکان .]۲[ است( سمی
 استیل -N متناوب واحدهای از ترکیب این. است ژنیک آنتی

 که شده تشکیل آمین گلوکز استیل -N و اسید مورامیک
 تتراپپتیدی هایزنجیره و پنتاگلایسین هایپل توسط

تواند منجر به  می S. aureus .]۳[ شود می مستحکم
موجب  یگاه استئومیلیت یا پیوآرتیت، فولیکولیت و

 ینتریعشا S. aureus. یت شودو اندوکارد یتمنژ ی،پنومون
 یهادرصد عفونت 07 از بیش مسوولو  یاییعامل باکتر

  .]۴ [ بافت نرم در بخش اورژانس است
زا های بیماریبیوتیکی میکروبنتیآامروزه مقاومت 

تبدیل به یک مشکل جهانی شده که عواقب جدی در درمان 
بیوتیکی به کاهش نتیآهای عفونی دارد. مقاومت بیماری

 با .]۵[ شود اثربخشی داروها در درمان بیماری منجر می
 است، پذیریانعطاف ژنوم دارای S. aureus که این به توجه
 ۶[ است افزایش به رو دارو به آن مقاوم و زابیماری هایسویه

 هایسویه بین در بیوتیکیآنتی مقاومت شیوع علت .]0 -
 متعدد مقاومتی فاکتورهای کسب سبب به ،این باکتری

در ظهور  یتوجهقابل یشافزا یردهه اخ ینچند ی. طاست
 سایر و( MRSA) یلینسیمقاوم به مت یهایهسو

 هایعفونت در ویژهبه پنیسیلینازها به مقاوم های بیوتیک نتیآ
 این بیوتیکینتیآ مقاومت. است شده مشاهده بیمارستانی

 .]۸[ شود می کنترل کروموزوم و پلاسمید با باکتری
ها، جانواران و گیاهان ها اجتماعاتی از باکتری بیوفیلم

میکروسکوپی هستند که به یک سطح چسبیده و یک لایه 
ها افزون بر فراهم نمودن محیط سازند. این لایه ای میژله

مناسب برای زیستن، به بهتر چسبیدن و پایدار ماندن 
د و نقش محافظتی نکن کمک می وحها روی سطمیکروب

ها با تشکیل باکتریمقاومت اصولا . ]۹[ دنبرای باکتری دار
بیوفیلم نسبت به شرایط نامساعد محیطی و بیوسایدها زیاد 

در یک بیوفیلم ممکن است جذب مواد آلی و  .شود می
ولی  هستندها آزاد تغذیه کمتر از زمانی باشد که باکتری

پایداری ژنتیکی در آنها بیشتر و پلاسمیدها در بیوفیلم 
 .]۱7[ باشند پایدارتر می

 یعنی لمیوفیدهنده بلیمواد تشک نیترمهم که ییهاژن
کنند متعلق به  را کد می چسبنده دیساکاریو پل هانیپروتئ

  icaADBCی هاشامل ژن اپرون نیباشند. ا می ica اپرون
 icaرونویسی اپرون  است که از icaR کنندهمیژن تنظ و

انجام شده  قاتیحاصل از تحق جیکند. نتا می یریجلوگ
 ،یسلول دهد که تجمع نشان می لمیوفیب لیمراحل تشک یرو

واسطه ( بهPIA) دیساکاریپلو سنتز کپسول  فیلمویانباشت ب
تولید بیوفیلم مستلزم وجود  .]۱۱[ شود انجام می ica اپرون

 S. aureusهای است و سویه icaADBCگروه ژنی 
واسطه تولید بیوفیلم به یکدیگر چسبیده و مقاومت  به

  .]۱۲[ کنند بیوتیکی پیدا می آنتی
از خانواده  یاگونه (Allium sativum) سیر

Alliaceae یادیز حاوی تعداد ییدارو یاهگ ین. ااست 
 یم،کلس یم،و عناصر ژرمان یمآنز ینچند ی،گوگرد یبترک

 یهایتامینو یزو ن یرو یوم،سلن ینزیم،م یم،مس، آهن، پتاس
A، B1، C اسید  ۱0 سیر در. است آب و فیبر همچنین و

 اسید، آسپارتیک آرژنین، هیستیدین، لیزین، جمله از آمینه
 است. شده کشف گلیسین پرولین، گلوتامین، ترئونین،
عصاره  یکروبیضدم یتبر فعال یمبن یمتعدد یها گزارش

 یگرم مثبت و گرم منف های یکروارگانیسمدر مقابل م یرس
 یطدر شرا یرس یو روغن یالکل ،یآب هایعصارهوجود دارد. 

in vitro و باسیلوس استرپتوکوک، استافیلوکوک، رشد 
 بالاترین دارای گیاه این .]۱۳[ کند می مهار را اشریشیا
 اثرات و سیر تند بوی مسئول که است سولفوری ترکیبات
 . است آن درمانی

 درمان برای که است هایی بیوتیک آنتی از یکی جنتامایسین
 دلیل به متاسفانه ولی است موثر استافیلوکوکوسی هایعفونت

 روبهرو مشکل با گاهی بیوتیکآنتی این تاثیر بیوفیلم، تولید
 از ترکیبی که دارند آن بر سعی دلیل محققان ین. به همشود می

 های عفونت بر شدن چیره برای طبیعی مواد با هابیوتیکآنتی
 آنها جمله از که دهند قرار سنجش مورد را استافیلوکوکوسی

 S. aureusمقابله با  ینانوذره آهن برا از به استفاده توان می
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 اسید با جنتامایسین ترکیب، ]۱۴[ جنتامایسین به مقاوم
 فعالیت و ]۱۵[ این باکتری بر غلبه برای آسکوربیک

 با آن مقایسه و S. aureus روی سبز چای عصاره ضدمیکروبی
 .نمود اشاره ]۱۶[ جنتامایسین

عصاره  ضدمیکروبی، اثر ]۱0[ بکائیان و همکاران
مقاوم به  S. aureusهای اتانولی سیر روی سویه

های مختلف را بررسی کرده و به تأثیر کشندگی بیوتیک آنتی
پور و محسنی .کردنداشاره این عصاره روی باکتری مذکور 

های عصارهضدمیکروبی به مطالعه اثر  ]۱۸[ همکاران
به صورت منفرد  S. aureusگیاهی آویشن و سیر بر باکتری 

قابلیت مهار  این نتیجه رسیدند کهو بیوفیلم پرداختند و به 
بسیار  سیرهای متانولی تشکیل بیوفیلم در تیمار با عصاره

بیشتر از نوع اتانولی است و این گیاهان قابلیت مهار باکتری 
 .در حالت منفرد و بیوفیلم را دارا هستند

 بیمار، ۱70 از جداشده S. aureus روی ایمطالعه در
گزارش  درصد ۴7جنتامایسین  بیوتیکآنتی به مقاومت میزان

 و آبی عصاره ضدمیکروبی اثر در مورد مطالعه .]۱۹[ گردید
 نشان داد که S. aureus باکتری روی سیر گیاه کلروفرمی

 کمتر جانبی عوارض دلیلبه گیاهی های اسانس و هاعصاره
 و رسند می نظربه باارزش رایج، درمانی عوامل به نسبت
 عصاره به نسبت تریقوی ضدمیکروبی اثر کلروفرمی عصاره

 نسبت بیوتیکی آنتی حساسیت میزان بیشترین و داد نشان آبی
 در بیوفیلم تولید روی مطالعه .]۲7[ شد مشاهده نافسیلین به

 داد نشان سالم افراد از شده جدا S. aureus های سویه میان
است که  بیوفیلم مولد سیلینمتی به مقاوم این باکتری که

  .]۲۱[ بیوتیکی باشد های آنتی تواند عاملی برای مقاومت می
ممانعتی عصاره سیر بر مطالعه دیگری نشانگر تأثیر 

های ریوی کئوروم سنسینگ و پاکسازی سریع عفونت
 و icaA ژن روی شیوع در پژوهشی .]۲۲[سودوموناسی بود 

icaD های سویه در S. aureus وS. epidermidis جدا 
 که مشخص گردید که یبیمارستان کارکنان و بیماران از شده

 از درصد ۴۸و  ها اورئوس از استافیلوکوک درصد ۲/۳۵
 icaD و icaAها دارای هر دو ژن  استافیلوکوک اپیدرمیدیس

  .]۲۳[ هستند
بررسی اثر عصاره سیر همراه با هدف از این پژوهش 

  icaAو بیان ژن بیوفیلمروی تولید بیوتیک جنتامایسین  آنتی

 S. aureus در icaD ژن بیان سطح بود و برای این منظور

 تعیین گردید. جنتامایسین و سیر عصاره با تیمار اثر در
 

 هامواد و روش
 تیمارهای مورد استفاده

 جنتامايسین
 ۴7) بیوتیک تزریقی جنتامایسین در این پژوهش از آنتی

 لیتر( استفاده گردید.گرم بر میلیمیلی
 

 عصاره سیر
گرم )از میلی ۵77 1برای این منظور از قرص گارسین

شرکت دارویی گل دارو( استفاده گردید. در هر یک از این 
گرم از ماده مؤثره آلیسین موجود است.  میلی ۴تا  ۲، ها قرص

لیتر آب مقطر حل شد و عصاره  میلی ۱7یک قرص در 
تهیه  گرم بر میکرو لیتر(میلی ۵7محلول سیر با غلظت )

لیتر آب  یمیل ۹لیتر از این محلول با  میلی ۱گردید. سپس 
 ۵مقطر مخلوط شد و بدین ترتیب عصاره سیر با غلظت 

 گرم بر میکرولیتر آماده شد. میلی
 
يايی نمونه  های باکتر

)تهیه  ATCC 25923استاندارد  S. aureusیک نمونه 
به  بیمارگر( و همچنین دو نمونه توراوشده از شرکت آریا 

که از   S. aureusهای  از میان جدایه ۴۱و  ۲۹های  شماره
بیماران چند بیمارستان در رشت جمع آوري شده بود، 

صورت چمنی روی محیط کشت بهسپس انتخاب گردید. 
گار در داخل پلیت کشت داده شد. پلیت های مولر هینتون آ

ساعت آنکوبه گردید و سپس در  ۲۴مدت حاوی باکتری به
ساعت پس از  ۲۴محیط مولر هینتون براث کشت داده شد. 

 .کدورتی معادل محیط نیم مک فارلند آماده گردیدکشت، 
 
 عصاره سیر و جنتامايسین ضدمیکروبیهای بررسی تأثیر  روش

گار با ايجاد چاهک  روش انتشار در آ
گار حاوی باکتری، با استفاده  روی محیط مولر هینتون آ

مقداری  از پیپت پاستور سه چاهک در پلیت ایجاد گردید.
گار محیط با استفاده از  میکرولیتر( ۱7)کمتر از  کشت آ

                                                           
1
 Garcin 
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چاهک بسته  و قسمت تحتانیسمپلر درون چاهک ریخته 
چاهک باز  ایجاد بعد از کشت محیط قسمت تحتانی شد تا

 استفاده از باسپس نرود.  کشت محیطنباشد و عصاره به زیر 
سیر،   عصارهمیکرولیتر  ۶7به ترتیب مقدار سمپلر 

ره سیر و جنتامایسین به هر یک جنتامایسین، و ترکیب عصا
 . درب پلیت بسته واضافه گردیداز سه چاهک ایجاد شده 

و در  پوشانده شدبا پارافیلم نفوذ آلودگی  به منظور عدم
ساعت  ۴۸مدت به گراددرجه سانتی ۳0دمای باانکوباتور 

 .گیری گردیدو قطر هاله عدم رشد اندازه گرفتقرار 
 

 بیوتیکي تعیین حساسیت آنتيبرای  روش ديسک بلانک
 بمیکروتیوداخل  سیری  لیتر از عصاره میلی ۱مقدار 

داخل  به های بلانک سپس از دیسک و شد ریخته
های بلانک  . بدین ترتیب که دیسکگردید اضافه بمیکروتیو

 دقیقه ۵تا  ۳بعد از حاوی غلظت فوق قرار گرفت.  یدر لوله
محیط کشت حاوی ها روی  دیسک، پس از جذب کامل و

داده شدند. ساعت قرار  ۴۸مدت باکتری و در انکوباتور به
 .تکرار گردیدبار  سهبرای حصول اطمینان این آزمایش 

 S. aureus) ATCCی استانداردهمچنین، از سویه
تعیین حساسیت نسبت  هایشکنترل آزمای برای( 25923

 ها استفاده شد.بیوتیکبه آنتی
 

 ( MIC) 1کنندگیروش حداقل غلظت مهار 
ی مورد نظر ساعته( سه سویه ۲۴تا  ۱۸ی )کشت تازه

گار انجام شد. سپس مقداری از  روی محیط مولرهینتون آ
های محیط کشت تازه به محیط کشت مولر هینتون  کلنی

درجه  ۳0 ساعت در دمای ۲۴مدت براث منتقل گردید و به
انکوبه شد. سپس محیط مایع میکروبی با گراد سانتی

استفاده از محیط کشت مولر هینتون براث، معادل کدورت 
، از MICفارلند رقیق سازی شد. برای انجام  نیم مک

بیوتیک تزریقی جنتامایسین و همچنین سوسپانسیون  آنتی
سیر تهیه شده از قرص گارسین استفاده شد. از جنتامایسین 

 ۴777با استفاده از سرم فیزیولوژی، محلولی با غلظت 
میکروگرم بر لیتر تهیه گردید. از عصاره سیر نیز، محلولی با 

سری  هسمیکروگرم بر میکرولیتر تهیه شد.  ۵777غلظت 
                                                           
1
 Minimum Inhibitory Concentration (MIC) 

 ۱تایی آماده شد و در لوله آزمایش شماره  ۱7لوله آزمایش 
 ۱لیتر جنتامایسین، در لوله آزمایش شماره  میلی ۲سری اول، 
لیتر عصاره سیر و در لوله آزمایش شماره  میلی ۲سری دوم، 

 درسری سوم نیز مخلوط سیر و جنتامایسین ریخته شد.  ۱
 ۲به میزان  ۱7تا شماره  ۲های شماره  هر یک از لوله

لیتر محیط کشت مولر هینتون براث ریخته و اتوکلاو  میلی
برداشته و به لوله  ۱لیتر از لوله شماره  میلی ۱گردید. سپس 

بیوتیک و  منتقل شد. بدین ترتیب غلظت آنتی ۲شماره 
لوله اول رسید. به  نصفبه  ۲عصاره سیر در لوله شماره 

 ۳به لوله شماره  ۲ه لیتر از لوله شمار میلی ۱همین ترتیب 
این روند متوالی از هر لوله به لوله بعدی ادامه و منتقل شد 

از  سریالی انجام شد.سازی رقیق عملیاتو یافت 
فارلند  های مورد نظر با کدورت نیم مک سوسپانسیون باکتری

اضافه شد. لوله  ۹تا  ۱های  میکرولیتر به لوله ۱77به اندازه 
عنوان شاهد بدون باکتری در نظر گرفته شد. به ۱7شماره 

 ۲۴مدت بهگراد درجه سانتی  ۳0ها در دمای  تمام این لوله
ساعت قرار داده شدند و سپس میزان کدورت یا عدم ایجاد 

 بررسی شد. MICهای  کدورت لوله
 

 روش بررسی تشکیل بیوفیلم
مایع  محیطهای مورد نظر در  این آزمون، ابتدا باکتريدر 

. پس از انکوبه گردیدو شد مولر هینتون براث کشت داده 
مك  ٥/٠ساعت، کدورت محیط حاوي باکتري برابر با ٤٢

ساخته  ٤٠به  1شد. از هر سوسپانسون رقت  تعیینفارلند 
ای استفاده  خانه ۹۶های  شد. در این روش از میکروپلیت

میکرولیتر محیط  1٠٠های پلیت،  در هر یک از خانه. شد
ي  سپس به هر خانه .لر هینتون براث اضافه شدکشت مو

میکرولیتر عصاره سیر، 1٠٠مشخص شده پلیت، به میزان 
میکرولیتر مخلوط عصاره 1٠٠میکرولیتر جنتامایسین و  1٠٠

سیر و جنتامایسین اضافه شد )دو ستون از میکروپلیت نیز 
عنوان کنترل در نظر گرفته شد(. سپس در بقیه بدون تیمار به

 سازیعملیات رقیقای هر ستون از میکروپلیت، ه خانه
های  هاي موجود در ستون از این مرحله به خانهپس  وانجام 

میکرولیتر از  1٠٠ترتیب مشخص شده برای هر باکتری، به
اضافه   ۴۱و  ۲۹ هایهای شماره های استاندارد، سویه سویه

ساعت در  ٢٤مدت شد و در نهایت میکروپلیت به
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ل وار گرفت. پس از این زمان، بیوفیلم با اتانانکوباکتور قر
ها در ظرف حاوی آب مقطر تخلیه  تثبیت شد و میکروپلیت

. سپس ندو به آرامی شستشو و در دمای اتاق خشک گردید
به هر  درصد ۲/7میکرولیتر محلول کریستال ویوله  ۲77

دقیقه، رنگ اضافی کریستال  ۱7خانه اضافه گردید و پس از 
کشی و در دمای  ویوله تخلیه شده و میکروپلیت دو بار آب

اتاق خشک گردید. در نهایت کریستال ویوله متصل به 
درصد حل گردید و  ۳7ها و بیوفیلم در اسید استیک  سلول

میزان  نانومتر )بالاترین ۵07میزان بیوفیلم در طول موج 
نانومتر است( با استفاده از  ۵07جذب کریستال ویوله در 

 تعیین شد. Micro plate readerدستگاه 
 

 های مورد مطالعه از سويه DNAروش استخراج 
های مورد نظر در محیط کشت مولر هینتون براث  سویه

 ۳0ساعت و در انکوباتور با دمای  ۲۴مدت حداکثر به
ها شدند. سپس تمامی نمونهگراد کشت داده درجه سانتی

قرار گرفتند و  دور ۳۵77دقیقه تحت سانتریفیوژ  ۱7مدت  به
کار به DNAمنظور استخراج یافته بههای رسوب باکتری

های گرم  ژنومی از باکتری DNAگرفته شدند. استخراج 
 با استفاده از کیت و طبق دستورالعمل  S. aureusمثبت 

 

 شد. شرکت پیشگامان انتقال ژن انجام
 

 icaA  بررسی وجود ژن
 در سه سویه icaA  ، وجود ژنPCR با استفاده از روش

S. aureus  .مورد  آغازگرهایمورد مطالعه، بررسی گردید
و همکاران  Atshan استفاده در این تحقیق، برگرفته از مقاله

است که توسط شرکت تکاپو زیست سنتز شد و  ]۲۴[
آمده است. شرایط زمانی و  ۱مشخصات آن در جدول 

 PCRگرهای  و میزان واکنش PCRانجام  برایدمایی بهینه 
 نشان داده شده است. ۳و  ۲ترتیب در جداول به

 
  PCR حصولبررسی کیفیت م

با الکتروفورز ارزیابی شد. با  PCRکیفیت محصول 
گارز  TBEاستفاده از بافر  گارز، ژل آ % تهیه ۱و پودر آ

با پاورلود مخلوط و  PCRمیکرولیتر از محصول  ۵گردید و 
 bp DNA Ladder 100ها تزریق شد. از  به درون چاهک

تروفورز نیز برای تعیین اندازه باندها استفاده شد. پس از الک
 UVولت و استفاده از دستگاه ۱۲7در ولتاژ 

Transilluminator های محصول  ، باندPCR  رؤیت شد
 و مورد بررسی قرار گرفت.

  ica Aژن  آغازگرهای .۱ جدول
Amplicon size 

(bp) 

Annealing 

temperature 

Accession 

numbers 
Nucleotide sequence of primers (5′-3′) Genes 

151 60 AF086783 
5′-GAGGTAAAGCCAACGCACTC-3′ icaA (Forward) 

5′-CCTGTAACCGCACCAAGTTT-3′ icaA(Reverse) 

 
  16s rRNA مرجعژن  آغازگرهای .۲ جدول

 
  icaA  ژن PCRبرنامه دمايی ترموسايکلر برای  .3جدول 

 برنامه زمان گراد(دما )درجه سانتی
 Initial denaturation دقیقه ۵ ۹۴

 سیکل ۳۵

 Denaturation هثانی ۴۵ ۹۴

 Annealing ثانیه ۴۵ ۶7

 Extension ثانیه ۴۵ 0۲

 Final extension دقیقه ۵ 0۲

Amplicon 

size (bp) 
Annealing 

temperature 
Accession 

numbers 
Nucleotide sequence of primers (5′-3′) Genes 

191 60 L37597.1 
5′-GGGACCCGCACAAGCGGTGG-3′ 16S rRNA (Forward) 
5′-GGGTTGCGCTCGTTGCGGGA-3′ 16S rRNA (Reverse) 
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  icaA  ژن PCRگرها جهت  مواد و مقادير واکنش .4جدول 
 ماده مقدار

15.5 µl Distilled water 
2.5 µl PCR buffer (10X) 
1.5 µl MgCl2 (10mM) 
1 µl dNTPs (10mM) 

0.5 µl Forward primer (10p.mol) 
0.5 µl Reverse primer (10p.mol) 
3 µl Template DNA 

0.5 µl Taq polymerase (100U/    
25 µl Total volume 

 
 cDNA و سنتز RNAنحوه استخراج 

های تیمار شده و  ، نمونهMICبر اساس نتایج آزمون 
ساعت انکوبه  ۲۴حدود  sub MICبدون تیمار به روش 

استخراج  براید و پس از سانتریفیوژ، رسوب حاصل شدن
RNA  مورد استفاده قرار گرفت. استخراجRNA  در شرایط

استریل و با رعایت تمام اصول برودتی، طبق دستورالعمل 
صورت گرفت و صحت استخراج  BIONEERشرکت 

RNA  گارز میکرولیتر  ۵% و بارگذاری ۱با استفاده از ژل آ
مورد تأیید واقع شد. از این  RNAاز محصول استخراج 

طبق دستورالعمل کیت  cDNAمنظور سنتز محصول به
استفاده شد و سپس این  ۱بایونیرشرکت  cDNAسنتز 

cDNA منظور ها بهReal time PCR ندکار گرفته شدبه. 
 

 Real Time PCR واکنش
های تیمار شده  در نمونه icaAمنظور مقایسه بیان ژن   به

-Real شاهدهای  امایسین و نمونهبا عصاره سیر و جنت
Time PCR  ،از میکرولیتر ۱7انجام شد. برای این منظور 

استریل مخلوط گردید.  مقطر آب میکرولیتر ۹7با  آغازگر
انجام  Real- Time PCRسپس مراحل انجام واکنش 

 SYBR Greenمیکرولیتر  ۱7گرفت. یعنی در ابتدا 
Premix  م اضافه به هر میکروتیوب مخصوص ریل تای

و پس از آن  Forward آغازگرمیکرولیتر  ۸/7گردید. سپس 
به هر میکروتیوب اضافه  Reverse میکرولیتر آغازگر ۸/7

 ۴/7 و سپس  cDNA میکرولیتر ۲ی بعد، شد. در مرحله
به برای رسیدن و  ROX Reference Dyeمیکرولیتر از 
فاقد  مقطر آب میکرولیتر ۶، میکرولیتر ۲7حجم نهایی 

مخلوط شدند.  Spinکلئاز اضافه گردید. سپس مواد با نو
از این مخلوط برداشته و به هر میکرولیتر  ۱۸ بعد از آن

مخصوص روی  Capمیکروتیوب استریپ اضافه گردید. 
عنوان ژن به 16SrRNAها قرار داده شد. از ژن استریپ

سازی استفاده گردید. در پایان، متد نرمالبرای  مرجع
CT ها مورد استفاده قرار گرفت. جداول نالیز دادهآ برای

ها و نوع تیمار و الگوی  اطلاعات مربوط به نمونه ،0و  ۶، ۵
 دهند. ها را نشان می مقایسه نمونه

 
 1های سويه استاندارد با تیمارهای مختلف مقايسه نمونه .۵جدول 

 مشخصات نمونه مرجعژن  آغازگر سويه

 رشده با جنتامایسینتیما icaA 16s rRNA استاندارد

 تیمارشده با جنتامایسین و عصاره سیر icaA 16s rRNA استاندارد
 تیمارشده با عصاره سیر icaA 16s rRNA استاندارد

 کنترل )بدون تیمار( icaA 16s rRNA استاندارد

 

                                                           
1
 Bioneer 
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 با تیمارهای مختلف ۲2های سويه شماره  مقايسه نمونه .۶ جدول
 نمونهمشخصات  مرجعژن  آغازگر سويه

 تیمارشده با جنتامایسین icaA 16s rRNA ٤2شماره 
 تیمارشده با جنتامایسین و عصاره سیر icaA 16s rRNA ٤2شماره 
 تیمارشده با عصاره سیر icaA 16s rRNA ٤2شماره 
 کنترل )بدون تیمار( icaA 16s rRNA ٤2شماره 

 
 تلفبا تیمارهای مخ 4۱های سويه شماره  مقايسه نمونه .۷جدول 

 مشخصات نمونه ژن رفرنس آغازگر سويه
 تیمارشده با جنتامایسین icaA 16s rRNA ٢1شماره 
 تیمارشده با جنتامایسین و عصاره سیر icaA 16s rRNA ٢1شماره 
 تیمارشده با عصاره سیر icaA 16s rRNA ٢1شماره 
 کنترل )بدون تیمار( icaA 16s rRNA ٢1شماره 

 

 نتايج
يابررسی اثر ضد با   عصاره سیر و جنتامايسین يیکتر

میکروگرم بر لیتر  ٥٠٠٠در این پژوهش، از محلول 
میکروگرم بر لیتر جنتامایسین  ٢٠٠٠عصاره سیر و محلول 

دیسک بلانک استفاده گردید. همچنین کردن آغشتهبرای 
برای سنجش تأثیر توأم سیر و جنتامایسین نیز دیسک بلانک 

میکروگرم بر لیتر و  ٥٠٠٠با مخلوطی از محلول سیر 
تأثیر میکروگرم بر لیتر آغشته شد.  ٢٠٠٠جنتامایسین  

بیوتیک جنتامایسین و استفاده توأم سیر و  عصاره سیر، آنتی
(، سویه ۱)شکل  S. aureusجنتامایسین در سویه استاندارد 

( نشان داده ۳شکل ) ۴۱( و سویه شماره ۲)شکل  ۲۹شماره 
 .شده است

 

 
 ی سیر )س(،عصارهتحت تیمار رشد  عدم یهاله .۱شکل 

ج( در  و تیمار توأم سیر و جنتامايسین )س/ جنتامايسین )ج(
 سويه استاندارد

 
 ی سیر)س(،عصارهتحت تیمار رشد  عدم یهاله .۲شکل 

ج( در  )س/ و تیمار توأم سیر و جنتامايسین جنتامايسین )ج(
 ۲2سويه شماره 

 

 
 ی سیر)س(،عصارهتحت تیمار رشد  عدم یهاله .3شکل 

ج( در سويه  جنتامايسین)ج( و تیمار توأم سیر و جنتامايسین)س/
 4۱شماره 
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قطر هاله عدم رشد باکتری در سه سویه مورد مطالعه 
 (.۸)جدول گیری شد  تحت تیمارهای مختلف اندازه

 
تحت تیمار عصاره  (MIC)بررسی حداقل غلظت مهاری 

 سیر و جنتامايسین
ی سیر و حداقل غلظت عصاره ،MICبا انجام آزمون 

توانند مانع از فعالیت بیوتیک جنتامایسین که میآنتی
های )شماره  حساسهای نیمهسویه های استاندارد و سویه

بر همین شود، مشخص گردید.  S. aureus( ۴۱و  ۲۹
 ۱777توان رشد در غلظت  ۲۹ی شماره اساس، سویه

 نیزو  مایسینبیوتیک جنتالیترآنتی میلیمیکرو گرم بر
سیر و جنتامایسین  زمانهمی سیر را نداشت. تیمار  عصاره

 MIC. لیتر را نشان داد میلی میکروگرم بر MIC ۱777نیز 
زمان هم تیمارو ی سیر بیوتیک جنتامایسین و عصارهآنتی

برابر  نیز ۴۱ی ی شمارهعصاره سیر و جنتامایسین برای سویه
در مورد سویه استاندارد  بود.لیتر  میلیمیکروگرم بر  ۱777

S. aureus  میکروگرم بر  ۱777نیز حداقل غلظت مهاری
و  ۵، ۴ هایلیتر برای هر سه حالت تعیین گردید )شکل میلی

۶). 

 
 های مورد مطالعه تحت تیمارهای سیر و جنتامايسین  رشد سويه قطر هاله عدم .۸جدول 

 

 

 
 

 
 (µg/ml۱111ی استاندارد تحت تیمار عصاره سیر )مربوط به سويه MIC. 4شکل 

 
 

 متر( قطر هاله عدم رشد )میلی نوع تیمار سويه باکتری

 استاندارد
 g/ml 11 5000عصاره سیر با غلظت 
 g/ml 11 4000جنتامایسین با غلظت 

 52 ترکیب عصاره سیر و جنتامایسین

52 
 g/ml 11 5000عصاره سیر با غلظت 
 g/ml 11 4000جنتامایسین با غلظت 

 13 ترکیب عصاره سیر و جنتامایسین

31 
 g/ml 11 5000عصاره سیر با غلظت 
 g/ml 11 4000جنتامایسین با غلظت 

 13 ترکیب عصاره سیر و جنتامایسین
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 (µg/ml۱111ی استاندارد تحت تیمار جنتامايسین )مربوط به سويه MIC. ۵شکل 

 

 
 (µg/ml۱111ی استاندارد تحت تیمار جنتامايسین و عصاره سیر )مربوط به سويه MIC. ۶شکل 

 
 بررسی میزان تولید بیوفیلم

با استفاده از میکروپلیت و رنگ کریستال ویوله و طبق 
 .Sهای  ، میزان تولید بیوفیلم سویهMICهای مناسب  غلظت

aureusبیوتیک  ، تحت تیمارهای عصاره سیر، آنتی
جنتامایسین و تیمار همزمان جنتامایسین و عصاره سیر در 

های شاهد )بدون  نانومتر بررسی و با نمونه ۵07طول موج 
 ۹( که نتایج آن در جدول 0تیمار( مقایسه گردید )شکل 

 نشان داده شده است.
 

  DNAاستخراج 
، با استفاده از ٢1و  ٤2های استاندارد، شماره  از سویه

انجام  DNAت پیشگامان انتقال ژن، استخراج کیت شرک

گارز  آنو کیفیت  شد با استفاده از الکتروفورز روی ژل آ
 (.1٥مشخص گردید )شکل 

 
 icaAتأيید وجود ژن بیوفیلم 

یط مطلوب دمایی و در شرا PCR با استفاده از روش
وجود ژن اختصاصی،  کارگیری آغازگرهایبهزمانی و با 

icaA های در سویهS. aureus  ۴۱و  ۲۹استاندارد، شماره ،
مورد مطالعه قرار گرفت. بر اساس آنچه که در مقالات ثبت 

مورد انتظار بود  bp ۱۵7شده است، تک باندی در محدوده 
 (. ۹ه گردید )شکل که چنین باندی در الکتروفورز مشاهد
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 . نتايج تست بیوفیلم در میکروپلیت با تیمارهای جنتامايسین و عصاره سیر۷شکل 

 
 نانومتر( ۵۷1ها تحت تیمارهای مختلف )میزان جذب در طول موج  . بیوفیلم حاصل از سويه2جدول 

 

 ۲2سويه شماره  4۱سويه شماره  سويه استاندارد نوع تیمار
 1۲2/1 1۲۶/1 1۷۲/1 (µg/ml۵111 )غلظت  تیمار شده با عصاره سیر
 1۲۲/1 1۲۷/1 1۶3/1 ( µg/ml 4111) غلظت تیمار شده با جنتامايسین

 121/1 13۸/1 13۵/1 تیمار توأم جنتامايسین و عصاره سیر
 ۱۱2/1 131/1 1۲۵/1 های کنترل )بدون تیمار( نمونه

 

 
 

 %۱روی ژل الکتروفورز  4۱و  ۲2های استاندارد،  استخراج شده از سويه DNAباندهای  .۸شکل 
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گارز  در سويه icaA. باندهای 2شکل   (bp ladder 100)% ۱های مورد مطالعه روی ژل آ

 
  cDNA و سنتز RNA نتايج استخراج

از هر سه سویه مورد مطالعه تحت  SubMICبا تهیه 
تیمارهای عصاره سیر، جنتامایسین و تیمار توأم جنتامایسین 

یر، با استفاده از کیت و دستورالعمل شرکت و عصاره س
Bioneer استخراج ،RNA آنانجام شد و کیفیت  1کل 

گارز بررسی گردید. این  منظور سنتز نیز به RNAروی ژل آ
cDNA  با استفاده از کیت سنتزBIONEER  آغازگرهایو 
 .هگزامر، مورد استفاده قرار گرفتتصادفی 

 
  Real time PCR نتايج

منظور ، محصول این سنتز بهcDNAپس از سنتز 
تحت تأثیر عصاره سیر و  icaAارزیابی میزان بیان ژن 

 Real-timeجنتامایسین در هر سه سویه مورد نظر برای 
PCR  16مورد استفاده قرار گرفت. در این پژوهش، از ژنs 

rRNA عنوان ژن مرجع استفاده گردید. به 
 

يابی بیان ژن   اندارددر سويه است icaAنتايج ارز
بیوتیک  تیمار سویه استاندارد با عصاره سیر، آنتی

جنتامایسین و ترکیب سیر و جنتامایسین منجر به کاهش بیان 
شد که این موضوع در نمودار حاصل از آنالیز  icaAژن 

 (.۱7نشان داده شده است )شکل   Real time PCRنتایج 
نتایج حاصل از این پژوهش، سویه استاندارد  اساسبر 

S. aureus کاهش های مورد نظرتیمار تحت تأثیر همه ،
، . تیمار با جنتامایسیندهد میرا نشان  icaAبیان ژن بیوفیلم 

                                                           
1
 Total RNA 

درصد نمونه کنترل کاهش داد. تیمار  ۴۱را به  icaAبیان ژن 
درصد نمونه کنترل  ۳۶با عصاره سیر نیز بیان این ژن را به 

صاره سیر تحت تیمار همزمان ع icaAکاهش داد و بیان ژن 
 درصد نمونه کنترل کاهش یافت. ۲۵وجنتامایسین به 

 
يابی بیان ژن   ۲2در سويه  icaAنتايج ارز

، تأثیر Real time PCRبا آنالیز نتایج حاصل از 
در سویه  icaAجنتامایسین و عصاره سیر بر میزان بیان ژن 

ترکیب  ین اساسبر ا (.۱۱)شکل  مقایسه شد ۲۹شماره 
عصاره سیر و جنتامایسین تأثیر بسیار خوبی روی کاهش 

به طوری که بیان این ژن را به، شتدا icaAبیان ژن بیوفیلم 
-عصاره سیر به .حالت بدون تیمار کاهش داددرصد  ۱۸

به را  ۲۹در سویه شماره  icaAتنهایی میزان بیان ژن بیوفیلم 
هش بیان این ژن کاکاهش داد و  درصد نمونه کنترل ۲۹

درصد نمونه  ۳۹بیوتیک جنتامایسین نیز  آنتیتحت تأثیر 
 کنترل بود.

 
يابی بیان ژن  4۱ در سويه icaA نتايج ارز

 .S ۴۱بیان ژن بیوفیلم در سویه شماره بسیار زیاد کاهش 
aureus  در اثر تیمار با عصاره سیر و جنتامایسین مشاهده

 باعثتامایسین (. ترکیب عصاره سیر و جن۱۲گردید )شکل 
نمونه  درصد ۱۱به حدود  icaAژن بیوفیلم شد که بیان 

تنهایی تأثیر بسیار خوبی عصاره سیر به یابد. کاهشکنترل 
 ۲7منجر به کاهش در روند کاهش بیان این ژن داشت و 

نسبت بیوتیک جنتامایسین نیز  آنتی .درصدی نمونه کنترل شد
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 کاهش داد.درصد نمونه کنترل  ۴۵ به نمونه بدون تیمار بیان این ژن را به
 

 
 73 74 75 control 

icaA 
0.410.18 

0.01 

0.250.22 

0.001 

0.360.25 

0.01 
1.000.58 

 
 سويه استاندارد Real time PCR. نمودار و اطلاعات حاصل از آنالیز نتايج ۱1شکل 

 

 : تیمار با عصاره سیر(0۵: تیمار توأم سیر و جنتامایسین، شماره 0۴ه : تیمار با جنتامایسین، شمار0۳)شماره 
 )کنترل = بدون تیمار(

 

 
 

 76 77 78 control 

icaA 
0.390.23 

0.01 

0.180.25 

0.001 

0.290.21 

0.01 
0.990.63 

 
 ۲2سويه شماره  Real time PCR. نمودار و اطلاعات حاصل از آنالیز نتايج ۱۱شکل 

 

 : تیمار با عصاره سیر(0۸و جنتامایسین، شماره : تیمار توأم سیر 00: تیمار با جنتامایسین، شماره 0۶)شماره 
 )کنترل = بدون تیمار(
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 79 80 81 control 

icaA 
0.450.21 

0.01 

0.110.28 

0.001 

0.20.25 

0.001 
1.020.66 

 

 4۱سويه شماره  Real time PCR. نمودار و اطلاعات حاصل از آنالیز نتايج ۱۲شکل 
 

 : تیمار با عصاره سیر(۸۱: تیمار توأم سیر و جنتامایسین، شماره ۸7مایسین، شماره : تیمار با جنتا0۹)شماره 
 )کنترل = بدون تیمار(

 
 بحث 

عصاره  ضدمیکروبیهای متعددی در مورد تأثیر  گزارش
پور و ، محسنی]۱0[ سیر وجود دارد. بکائیان و همکاران

اثر به تأثیر  ]۲7[زاده ملا عباسو رادخانی و م ]۱۸[ همکاران
که  داشتندو بیان  اشاره کردهضد استافیلوکوکی عصاره سیر 

 یاستفاده از عصاره سیر به دلیل عوارض جانبی بسیار کمتر
 کهبسیار حائز اهمیت است  دارد، ها بیوتیک آنتی که نسبت به

نیز در  ]۱۳[ اصنافیال  با نتایج تحقیقات ما مشابه بود.
کید به خواص ضد استافیلوکوکی عپژوهش خود  صاره سیر تأ

 نیز نتیجه مشابهی حاصل گردید.این تحقیق  کرده است و در
بیوگرام تأثیر طبق نتایج آنتی بر اساس مطالعه حاضر،

ضد استافیلوکوکی عصاره سیر در هر سه سویه مورد مطالعه 
حائز اهمیت است و قطر هاله عدم رشد باکتری ناشی از اثر 

بیوتیک  ثر از آنتیعصاره سیر با قطر هاله عدم رشد متأ
کند و نکته جالب توجه این است که  جنتامایسین یرایری می

استفاده همزمان عصاره سیر و جنتامایسین، تأثیر ضد 
کند. نتایج حاصل از آزمون  ها را دو برابر می استافیلوکوکی آن

های  در مورد سویه (MIC)حداقل غلظت بازدارندگی رشد 
عصاره سیر و  ضدمیکروبی نیز تأثیر بیمارگراستاندارد و 

 جنتامایسین را تأیید نمود.

مطالعه هر سه سویه مورد نظر توانایی تشکیل  در این
 ]۲۵[ یشکرمی و راهکشا که با مطالعه بیوفیلم را داشتند

 .S جدایه ۲0از  سازگار بود. این محققان گزارش کردند که
aureus ،۲۵ توانایی تشکیل بیوفیلم را دارا بودند. جدایه 
در بررسی فنوتیپی میزان تولید بیوفیلم نشان  حاضرپژوهش 

تحت اثر  ۲۹ویژه سویه شماره به بیمارگرهای  داد که سویه
تیمار با عصاره سیر و جنتامایسین، کاهش تولید بیوفیلم را 

نیز نشان داده  ]۱۸[ دیگری  پژوهش دهند. نشان می خوبیبه
هار تولید بیوفیلم تواند باعث م بود که عصاره متانولی سیر می

 .شود S. aureusاز 
های دخیل در  مطالعه مولکولی و ارزیابی میزان بیان ژن

ترین تولید بیوفیلم تحت تأثیر عصاره سیر و جنتامایسین مهم
در  icaADBCوجود اپرون  هدف این پژوهش بود.

 اسزوداهمچون  محققانیتوسط  S. aureusهای  سویه
تحقیق نیز با استفاده از  این در. بوداثبات شده  ]۱۲[

، وجود این PCRو تکنیک  icaAاختصاصی ژن  آغازگرهای
به اثبات  بیمارگرهای  ژن در سویه استاندارد و همچنین سویه

رسید. اما آنچه که در پژوهش حاضر حائز اهمیت است، 
بررسی میزان بیان این ژن تحت تأثیر عصاره سیر و 

 .بودرد صورت نگرفته جنتامایسین بود که تحقیقی در این مو



 انهمکار و فاطمه کرمی / Staphylococcus aureusدر  icaAمقایسه تأثیر عصاره سیر و جنتامایسین روی بیان ژن بیوفیلم  20

 

که یکی از  icaAدر این تحقیق مشخص شد که بیان ژن 
های دخیل در تولید بیوفیلم است، تحت تأثیر  ترین ژنمهم

یابد. نتایج حاصل از  عصاره سیر و جنتامایسین کاهش می
Real time PCR  نشان داد که در هر سه سویه مورد

بیوتیک  تیمطالعه، عصاره سیر توان بیشتری نسبت به آن
دارد و در  icaAجنتامایسین در کاهش بیان ژن بیوفیلم 

دهد.  درصد کاهش می ۸7برخی موارد بیان این ژن را حدود 
اما تأثیر همزمان عصاره سیر و جنتامایسین بر کاهش بیان 

های  که در مورد یکی از سویه طوری این ژن بیشتر است به
درصدی  ۹7به منجر به کاهش نزدیک ، S. aureus بیمارگر

عملکرد چندین تولید بیوفیلم حاصل گردید.  icaAبیان ژن 
هایی است که با تولید یکی از ژن icaAباشد و ژن ژن می

دخیل در   acetylglucosaminyltranferase-N آنزیم
طورکلی تولید بیوفیلم حائز اهمیت است ولی بهمسیر 

 icaDویژه ژن و به icaADBCهای اپرون فعالیت تمام ژن
در تولید بیوفیلم باکتریایی موثر است. بنابراین بررسی 

تحت تأثیر عصاره سیر  icaDو   icaAهای زمان بیان ژن هم
تر بر نتایج فنوتیپی تولید بیوفیلم تواند نتایجی منطبقمی

در این پژوهش، نتایج آنالیز داشته باشد. با این حال 
نوتیپی بیوفیلم و همچنین آزمون ف icaAمولکولی ژن بیوفیلم 

تأیید کننده یکدیگر هستند و احتمالا با تأثیر عصاره سیر و 
، تولید بیوفیلم نیز دچار icaAجنتامایسین بر کاهش بیان ژن 

 شود. تقلیل می
 

 گیری کلی نتیجه
در  کارآیی زیادیعصاره سیر های فنوتیپی،  طبق بررسی

ن طوری که ایدارد به، S. aureusجلوگیری از رشد باکتری 
اثر  جنتامایسین قابل مقایسه است. ضدمیکروبیتأثیر با اثر 

ترکیبی از عصاره سیر و جنتامایسین دو چندان  ضدمیکروبی
با تولید بیوفیلم، نسبت ، S. aureusکه با توجه به این است.

ها مقاومت کسب  بیوتیک آنتی ضدمیکروبیبه اثرات 
مؤثر کند، عصاره سیر در روند کاهش تولید بیوفیلم  می

بیان ژن بیوفیلم  توجهعصاره سیر منجر به کاهش قابل است.
icaA  درS. aureus ،بیوتیک جنتامایسین  گردد و با آنتی می
و کاهش تولید بیوفیلم  icaAافزایی در کاهش بیان ژن  اثر هم

با توجه به نتایج این پژوهش،  توسط این باکتری دارد.

ها  بیوتیک نی برای آنتیعنوان جایگزیاستفاده از عصاره سیر به
بیوتیک جنتامایسین برای  یا حداقل استفاده توأم سیر با آنتی

منظور به رسد. نظر میمطلوب و مؤثر به S. aureusمقابله با 
ی درک بیشتری از تأثیر ضدمیکروبی عصاره سیر موارد

مطالعه اثر عصاره سیر روی تعداد بیشتری از  همچون
ه تأثیر عصاره سیر با مقایس، S. aureusهای  سویه
های اپرون  بررسی دیگر ژنو  های دیگر بیوتیک آنتی

icaADBC گرددپیشنهاد می تحت تیمار عصاره سیر. 
 

 سپاسگزاری
بدینوسیله از مساعدت و همکاری معاونت محترم 
پژوهشی واحد رشت در حمایت از پژوهش حاضر قدردانی 
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Abstract 
Staphylococcus aureus is one of the most common bacterial pathogens. Gentamicin is one of the 

antibiotics that is effective in treating staphylococcal infections, but unfortunately due to biofilms, the 

effect of this antibiotic is sometimes confronted with the problem. In this study, the effect of garlic 

extract and its comparison with gentamicin antibiotic on three strains of S. aureus bacteria was 

evaluated based on antibiogram method and MIC test, the results of which confirm the anti-

staphylococcal effect of garlic extract and its synergistic effect with gentamicin antibiotic. Based on 

phenotypic test, the effect of garlic extract and gentamicin alone and together on reducing the 

production of biofilm in this bacterium was evaluated and proven. The presence of icaA gene in the 

studied strains was confirmed by PCR and using Real time PCR technique, the expression of icaA 

gene under the treatment of garlic extract, gentamicin and the combined treatment of garlic and 

gentamicin compared to the untreated samples was studied. For the standard strain, gentamicin and 

garlic extract reduced icaA gene expression by 59% and 64%, respectively, and combined use of these 

two substances reduced the expression of this gene by about 25% compared to the control sample. In 

other words, it led to a 75% reduction in the expression of this gene. In the case of pathogenic strains, 

these treatments also showed a significant effect on reducing icaA expression, so that the simultaneous 

use of garlic extract and gentamicin could reduce the expression of this gene to 11% of the untreated 

sample. In other words, it leads to an 89% reduction in icaA expression. The results of all these tests 

showed the favorable effect of garlic extract against S. aureus. 
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