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 ABSTRACT 
 

Background and Aim: Shigella flexneri is a highly contagious Gram-negative bacterium that causes severe diarrhea, 
especially in children under ten years old. The biofilm formation in this species increases its resistance to antibiotics. Given 
the important role of toxin-antitoxin (TA) systems in the stability and survival of bacteria under stress condition, this study 
was aimed to evaluate the expression of genes encoding TA systems and Lon protease (lonp) as the main protein regulating 
the expression and function of these systems in this microorganism in terms of biofilm formation.  

Materials and Methods: In this study, the standard Shigella f. ATCC 12022 was used. After the bacteria culture on the specific 
culture medium, the ability to form biofilm was quantitatively evaluated by microtiter plate method. Then, the expression 
level of the mentioned genes was assessed compared to the control group using real-time PCR.  

Results:  The results of microtiter plate test showed that the studied Shigella f. was a strong biofilm strain. The qPCR results 
showed an increase in gene expression of the studied toxins and Lon protease at 8 and 24 h following biofilm formation 
induction (P<0.01). 

Conclusion:  Due to the significant increase in the expression of the studied genes, especially Lon protease, GNAT and maz 
toxins at 24 h after biofilm formation, they can be potentially used as antimicrobial targets in new studies. 
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Introduction
Shigella flexneri is a low-dose infectious 

microorganism that swallowing a small number of it 
(about 100 bacteria/ml) can cause infection. This is the 
main reason for the high prevalence of the disease, 
which is estimated for 165 million infected people and 
1.1 million deaths worldwide per year (1, 2). Similar to 
other diarrheal diseases, shigellosis is treated with 
intravenous serum injection. Shigella infections 
respond to the antibiotic treatment by reducing fever 
and diarrhea, but there have been several reports of 
the antibiotic resistance (3). Therefore, to deal with 

the infectious agents resistant to antibiotics several 
studies must be conducted on pathogenicity, ways to 
escape the immune system, and resistance to 
antibiotics. In this study, the biofilm formation of 
Shigella f. and its association with the changes in the 
expression of TA (Toxin-Antitoxin) genes were 
investigated (4, 5). 

Biofilms are aggregates of microbial colonies that 
form a cellular matrix containing a protective 
polysaccharide layer. The biofilm formation is the 
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major factor involved in bacterial survival and 
resistance (6). In general, bacterial resistance in 
biofilm condition is much higher than planktonic state; 
one of the main reasons for this resistance is the 
polysaccharide matrix, which prevents the antibiotics 
penetration. In addition, lower level of bacterial 
metabolic activity in biofilm is another reason for the 
resistance to antibiotics (7). 

Studies on Shigella f. have shown that prolonged 
exposure of the bacterium to the bile salts leads to 
biofilm formation (8). In addition, salt concentration 
can significantly affect the capacity of Shigella to 
produce biofilm in microplate wells (9). Ferulic acid 
has also been reported to limit the formation of 
biofilms by Shigella f. (10). These indicate the effect of 
different salts and acids on the biofilm formation of 
this bacterium.  

On the other hand, in the case of TA systems, recent 
studies have shown that under stress condition, 
antitoxin is selectively degraded, which causes toxin 
activation and function (11, 12). It has been suggested 
that toxins in these systems are associated with 
various cellular processes such as regulating gene 
expression (13).  

Several evidences have shown that these systems are 
involved in the formation of biofilm and Quorum 
sensing (14, 15). Lon protease is a protected and ATP-
dependent serine protease in bacteria that selectively 
degrades mutated and abnormal proteins as well as 
some short-lived regulatory proteins such as antitoxins. 
Thus, by releasing the toxin it is activated. This protease 
plays a pivotal role in different bacterial mechanisms, 
including cell differentiation, participation in biofilm 
production, and bacterial survival (16, 17). 

Since there was not much information about the 
existence and prevalence of these systems in Shigella 
f., and due to the regular updating of the databases 
related to these systems, we evaluated the expression 
of these genes in the cell culture following cell 
infection by Shigella f. during a study after the 
identification of TA systems by these databases as well 
as the design of specific sequences of the related 
primers with the help of authentic software. This 
study was conducted in line with our previous study 
(18). The aim of this study was to investigate the 
changes in gene expression compared to the control 
by examining the biofilm of Shigella f.. 

Materials and Methods 
Bacterial Preparation and DNA Extraction  

This study was performed in 2019 in the laboratories 
of Iran University of Medical Sciences. The standard 
strain of Shigella f. (ATCC 12022) was prepared from 
the Microbial Bank of the Department of Microbiology, 

Iran University of Medical Sciences. The bacteria was 
cultured on Hektoen enteric agar (HEK) (Merck, 
Germany) and incubated at 37°C for 24 hr. The boiling 
method was used to extract genomic DNA (19). The 
quality and concentration of the extracted DNA were 
evaluated by Nanodrop (Nanodrop Technologies, 
Wilmington, De, USA). After reading the adsorption 
ratio of 260/280 and ensuring the purity of DNA, the 
sample was stored in a sterile microtube at -70°C for 
further use. 

Polymerase chain Reaction and Electrophoresis 

PCR was performed in a thermal cycler (Bio-Rad, 
USA) using Master Mix (Fermentas, Lithuania) (12.5 
µL) and extracted DNA (1 µL). The specific forward and 
reverse primers were used at 10 pM concentration (1 
µL/each) (18). The final volume reached to 25 µL using 
nuclease-free water. The cycling program was as 
follow: an initial denaturation step at 95°C for 5 min, 
35 cycles of denaturation at 95°C for 1 min, annealing 
at 60°C for 1 min, and extension at 72°C for 25 sec, and 
a final elongation phase at 72°C for 5 min. The PCR 
products were electrophoresed on 2% agarose gel. For 
this purpose, 2 gr of agarose powder (Sigma-Aldrich) 
was dissolved in 100 ml of 0.5X TBE buffer. After gel 
preparation and adding DNA Safe Stain, it was 
transferred to the tank and the samples were loaded 
in the wells. Finally, the bands were examined and 
photographed using gel doc.  

Quantitative Evaluation of Biofilm Formation by 
Microtiter Plate Method 

Shigella f. was cultured in trypticase soy broth (TSB) 
medium containing 1% glucose for 24 h at 37°C, and 
then a suspension equivalent to half McFarland was 
prepared. Then, 200 µL was inoculated into the wells 
of 96-well microplate. After incubation for 24 h at 
37°C, the wells were washed three times with PBS to 
remove unabsorbed bacteria. The absorbed bacteria 
were then fixed for 15 min using 95% ethanol and the 
plate was air dried. The wells were stained with 200 µL 
of 0.02% crystal violet for 5 min. The microplate was 
then washed twice with distilled water to remove the 
excess dye. After drying, 200 µL of 33% glacial acetic 
acid was added. Following the contents fixation with 
ethanol, the adsorption of the dye dissolved in acetic 
acid was measured at 492 nm wavelength. The culture 
medium alone was used as negative control. Thus, to 
quantitatively evaluate the ability of Shigella f. to 
produce biofilm, the average adsorption of three wells 
was calculated and compared with the average 
adsorption of three control wells (uncultivated 
medium). The ability of bacteria to produce biofilm 
was determined. The ability to form biofilm was 
obtained through Table 1. To ensure the accuracy of 
the work, these tests and measurements were 
repeated thrice at different times (20). 
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                             Table 1. Calculating the ability of biofilm formation compared to the control 

Degree of biofilm production Intensity of colorimetry 
Lack of production OD< ODnc 

Weak ODnc< OD< 2×ODnc 
Medium 2×ODnc< OD< 4×ODnc 
Strong 4×ODnc< OD 

Investigation of Gene Expression in Biofilm using 
qPCR and Livak Method 

At 8 and 24 h after induction of biofilm formation in 
Shigella f., total RNA was extracted using RNA 
extraction kit (Roche, Germany). To measure the 
concentration and purity of RNA, the amount of 
optical density was read using nanodrop. After 
ensuring the purity of the extracted RNA, cDNA was 
synthesized using cDNA synthesis kit (GeneAll 
Biotechnology, South Korea). The 16S rRNA gene was 
used for the data normalization. Then, the expression 
of the studied genes was measured in the presence of 
internal control gene compared to the control sample. 
All experiments were performed thrice. 

Each sample was done in duplicate. For each gene, 
two microtubes without template were placed to 
ensure the absence of contamination. To prepare the 
reaction mix with a total volume of 20 µL, 5 µL of sybr 
green Master Mix (qPCR Master Mix, Bioneer, Korea), 
1 µL of cDNA, specific forward and reverse primers 
with 10 pM concentration (0.5 µL/each) and 13 µL 
nuclease-free water was used. All the steps were 
performed on ice. After spinning for 10 sec, samples 
were placed inside Rotor Gene thermal cycler 
(Corbett, Australia). The thermal cycling consisted of 
an initial activation step at 95°C for 10 min, 45 cycle of 
denaturation at 95°C for 15 sec, annealing and 
extension at 60°C for 30 sec. Real-time PCR results 
were analyzed using Rest software and the amount of 
gene expression (fold change) was calculated using 
Livak method (18, 21). 

Statistical Analysis 
All data was presented based on three replications 

in each experiment and the mean of the 
measurements was performed in three replications 
and its statistical analysis was determined by analysis 

of variance (ANOVA) and P-value<0.01 using SPSS 22 
(SPSS Inc., Chicago, Ill., USA). 

Results 
Polymerase Chain Reaction Test Result  

The PCR results shown in Figure 1, confirmed the 
presence of TA systems genes (from left to right, toxin 
and then antitoxin, respectively), as well as Lon 
protease (lonp) in the studied Shigella f. strain. 

 

 
Figure 1. PCR results of the studied genes in Shigella flexneri strain 

 
Results of Shigella f. Biofilm Formation and Genes 

Expression 

The ability of the studied Shigella f. strain to produce 
biofilm was evaluated by microtiter plate method 
using ELISA reader. The results showed that the tested 
strain was able to produce biofilm strongly. The qPCR 
results showed a fold increase in the expression of TA 
systems and lonP genes at 8 and 24 h after biofilm 
formation compared to the control. The results of the 
expression of the studied genes in the mentioned 
hours are shown in Figures 2 and 3, respectively 
(P<0.01). 
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Figure 2. Results of expression of the studied genes in biofilm conditions compared to the control sample at 8 hour 
(results normalized in the presence of 16S rRNA internal control gene) (P <0.01) 

 

 
Figure 3. Results of expression of the studied genes in biofilm conditions compared to the control sample at 24 hour (results 
normalized in the presence of 16S rRNA internal control gene) (P <0.01) 

 

Discussion 
According to the obtained results for the TA systems 

increased expression level in terms of biofilm 
formation, it is possible to understand the association 
between these systems and biofilm formation. Hemati 
et al., in 2014, using PCR method, showed that in the 
clinical isolates of Pseudomonas aeruginosa, which 
have a high ability to form biofilms, TA systems and 
Quorum sensing genes are abundant (22), which 
indicates the association of biofilm formation with the 
presence of TA systems. This is consistent with the 
results of our study. In a study in 2016, Wood et al., 
identified a type II TA system called HigB/HigA in 
Pseudomonas aeruginosa PA14 and showed that HigB 
toxin affects biofilm production and virulence factors, 
and thus this system affects the pathogenicity of this 
strain (23). 

In 2017, Valadbeigi et al., investigated the effect of 
a compound called PNA on the expression of the mazE 
antitoxin gene and its effect on biofilm formation in 18 
clinical isolates of Pseudomonas aeruginosa. They 
mentioned that mazE antitoxin gene could be 
targeted for controlling the biofilm production by 
Pseudomonas aeruginosa (24). 

In 2018, Chan et al., identified four TA systems, 
including pezAT, yefM-yoeB, relBE, and phD-doc in 
Streptococcus pneumoniae. They showed that strains 

lacking the yefM-yoeB system, as well as mutants in 
both yefM-yoeB and relBE systems, had a significant 
reduction in biofilm formation ability (25). This 
indicates that, similar to our results, there is a 
significant association between the presence of some 
TA systems and biofilm formation. 

In a study in 2019, Alhusseini et al., examined 54 
isolates of Pseudomonas aeruginosa MDR and 
evaluated the presence of five type II TA systems, 
including relBE, hipBE, mazE, ccdAB, and mqsR. They 
observed biofilm formation in 90.74% of the isolates. 
Also, PCR results for identifying the gene loci of TA 
systems showed a very high percentage of these 
systems in the studied isolates (26). These results 
were similar to the present study outcome.  

In a study by Ma et al., in 2019 conducted on 3 
strains of Staphylococcus aureus, the role of the 
MazEF system in infections as well as the association 
between this system and increased biofilm growth 
was demonstrated (27). 

Numerous results of other bacteria have shown that 
maz toxin helps bacteria survive in harsh conditions. 
This system was also present in our studied strain. In 
Myxococcus xanthus, a Gram-negative bacterium, 
MazF plays an important role. It is induced by the 
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formation of a spore-producing body, resulting in the 
death of 80% of the cell population by cell lysis and the 
remaining 20% of the cells are capable of forming 
spore-producing bodies (28). 

Kwan et al., in a study in 2015, examined the 
MqsR/MqsA type II system in Escherichia coli and 
showed that due to the high concentration of 
deoxycholate in the gallbladder and upper intestine, 
this system is physiologically important and vital for 
the growth and survival of Escherichia coli cells in 
these areas, which have a high concentration of bile 
salts (29).  

Targeting the important toxins and their regulating 
protease is suggested as an appropriate method of 
treatment. One method to target a gene is antisense 
technology. Javanmard et al., in a study in 2020, 
designed and applied antisense against cagA gene in 
Helicobacter pylori and showed that antisense along 
with penetrating peptide could be used as an effective 
tool to inhibit the target gene mRNA (30). 

  

Conclusion  
In the present study, the expression of genes was 

evaluated in biofilm condition  compared to the 
control with lack of biofilm formation. The results 
showed that GNAT and maz toxins genes expression 
had a significant increase in biofilm conditions 

compared to the control group. These results suggest 
that these two systems may contribute to the 
formation of biofilms. In addition, due to the increased 
expression of Lon protease gene, its importance and 
necessity in bacterial survival can be realized through 
regulation and control of TA systems in biofilm 
conditions. Therefore, this protein can be a favorable 
target for introducing new therapeutic compounds. 
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در کودکان زیر ده   بسیار مسري است که باعث اسهال شدید بخصوص  ، باکتري گرم منفیيفلکسنر  یگلاش  :اهداف  و  زمینه
آنتیسال می برابر  در  آن  مقاومت  افزایش  سبب  گونه  این  در  بیوفیلم  تشکیل  مهم   گردد.ها می بیوتیکشود.  نقش  به  توجه  با 
در پایداري و بقاي باکتریها تحت شرایط استرس، هدف مطالعۀ حاضر، ارزیابی بیان    (TA)  توکسینآنتی -توکسینهاي  سیستم

بیان و عملکرد سیستمبه  پروتئاز  Lonو همچنین    TAهاي  مسیست  ة هاي کدکنندژن هاي عنوان پروتئین اصلی تنظیم کنندة 
 در شرایط تشکیل بیوفیلم است. میکروارگانیسممذکور در این 

استفاده شد. پس از کشت باکتري    ATCC 12022  شیگلا فلکسنري این مطالعه، از سویۀ استاندارد    در  :کار  روش  و  مواد
روي محیط کشت اختصاصی، توانایی تشکیل بیوفیلم به صورت کمی به روش میکروتیترپلیت ارزیابی شد. در ادامه سطح بیان  

 ارزیابی گردید. PCRهاي مذکور نسبت به گروه کنترل با استفاده از ریل تایم ژن
مورد مطالعه یک سویۀ بیوفیلم قوي است و نتایج   شیگلا فلکسنريباکتري    نتایج تست میکروتیترپلیت نشان داد که  ها:یافته

qPCR  هاي مورد مطالعه و هاي توکسینحاکی از افزایش بیان ژنlon  ،ساعت پس از القاي تشکیل بیوفیلم بود  24و  8پروتئاز
)01 /0 P<.( 

و   GNATهاي پروتئاز و توکسین lonهاي مورد مطالعه بخصوص با توجه به افزایش معنی دار میزان بیان ژن :گیرينتیجه
maz   عنوان هدف داروي ضد میکروبی در مطالعات جدید مورد طور بالقوه بهتوانند بهپس از تشکیل بیوفیلم، می  24  در ساعت

 استفاده قرار گیرند.
 PCRریل تایم توکسین، آنتی-توکسین، میکروتیترپلیت، ، بیوفیلميفلکسنر یگلاش :هاواژه  کلید
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 مه مقد     
زایی پایین  دوز عفونت  میکروارگانیسمی با شیگلا فلکسنري  

عدد باکتري در میلی   100است که بلع تعداد اندکی از آن (حدود 
تواند سبب عفونت گردد و این موضوع دلیل اصلی قدرت  لیتر) می

شود که در  طوریکه تخمین زده میزیاد سرایت این بیماري است به
شوند  عفونی می  شیگلامیلیون نفر در تمام جهان با    165هر سال  

, 1( گردد  میلیون مرگ و میر می  1/1و این بیماري، منجر به حدود  
بیماري)2 سایر  با  مشابه  با  .  درمان  نیز  شیگلوز  در  اسهالی،  هاي 

مایع میتزریق  صورت  رگی  درون  سرمی  عفونتهاي  هاي  گیرد. 
بیوتیکی با کاهش در میزان تب و اسهال یی به درمان آنتیشیگلا

می گزارشجواب  اما  مقاومت  دهند  مورد  در  زیادي  هاي 
با توجه   . بنابراین )3(  بیوتیکی در این باکتري مطرح شده استآنتی

براي مقابله با عوامل عفونی ابتدا  بیوتیکی، به افزایش مقاومت آنتی
هاي فرار از سیستم باید مطالعات زیادي بر روي بیماري زایی، راه

. در همین راستا در ها انجام شودبیوتیک ایمنی و مقاومت به آنتی
ارتباط   يشیگلا فلکسنراین مطالعه به بررسی بیوفیلم باکتري   و 

پرداخته شد   TA  (Toxin-Antitoxin)هاي  آن با تغییرات بیان ژن 
)4  ,5( . 

کلنیبیوفیلم از  تجمعی  سبب  ها  که  هستند  میکروبی  هاي 
شوند که داراي یک لایۀ محافظ  تشکیل یک ماتریکس سلولی می

پلی ساکاریدي است و تشکیل بیوفیلم عامل اصلی دخیل در بقا و  
ا باکتریایی  به)6( ست  مقاومت  در  .  باکتریایی  مقاومت  کلی  طور 
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از  یکی  که  است  پلانکتونی  حالت  از  بیشتر  بسیار  بیوفیلم  شرایط 
دلایل اصلی این مقاومت، ماتریکس پلی ساکاریدي است که مانع از 

آنتی  می بیوتیک نفوذ  فعالیت ها  سطح  بودن  پایین  ضمن  در  شود. 
ري بر مقاومت نسبت ها در بیوفیلم نیز دلیل دیگ متابولیکی باکتري 

نشان   شیگلا فلکسنري. مطالعات بر روي  )7(بیوتیک هاست  به آنتی 
هاي داده که قرار گرفتن طولانی مدت این باکتري در معرض نمک 

. در ضمن غلظت )8( شود  صفراوي منجر به تشکیل بیوفیلم در آن می 
در جهت تولید   شیگلاطور قابل توجهی بر ظرفیت  تواند به نمک می 

باشد  یلم در چاهک بیوف  اثرگذار  هایی . گزارش )9(هاي میکروپلیت 
شیگلا نیز حاکی از آن بود که فرولیک اسید، تشکیل بیوفیلم توسط  

ها ها نشان دهندة تأثیر نمک . این )10(کند  را محدود می   فلکسنري 
 هاي مختلف بر تشکیل بیوفیلم این باکتري است.و اسید 

مطالعات اخیر نشان   TAهاي ستم یساز سوي دیگر در مورد 
انتخابتوکسین بهآنتی  ،استرس  طیدر شراداده که    بیتخر  یطور 

سازمی فعال  باعث  و  اجرا  نیتوکس  يشود  آن   يعملکردها  يو 
ها با  هاي این سیستم . پیشنهاد شده که توکسین)12,  11(  شودمی

فرآیندهاي سلولی مختلفی همچون تنظیم بیان ژن مرتبط هستند  
علا)13( به  این  .  که  داده  نشان  متعددي  شواهد  و  مطالعات  وه 

, 14(ها در تشکیل بیوفیلم و کروم سنسینگ دخیل هستند  سیستم 
15(  .Lon  ی به   نیسر  کپروتئاز  وابسته  و  شده  حفاظت  پروتئاز 

ATP  باکتر بهيدر  که  است  انتخابها  تخر  یطور  به   ب یمنجر 
جهش  نیپروتئ غ   افتهیهاي  همچن  یعیطب  ری و    ی برخ  نیو 

.  شودها میتوکسینآنتی  با عمر کوتاه مانند  یمیهاي تنظنیروتئپ 
فعالیت بروز  به  توکسین منجر  آزادسازي  با  ترتیب  آن بدین  هاي 

از می بسیاري  در  محوري  نقش  داراي  پروتئاز  این  شود. 
باکتريمکانیسم تماها  هاي  جمله  تولید    ، یسلول  زیاز  در  شرکت 
 . )17, 16(  استها ي باکتريو بقا بیوفیلم

از آنجایی که اطلاعات چندانی در مورد وجود و شیوع این  
وجود نداشت و با توجه به   شیگلا فلکسنريها در باکتري  سیستم 

هاي اطلاعاتی مرتبط با این سیستم ها، طی  بروز رسانی مرتب بانک
شناسایی   از  پس  اي  بانک  TAسیستم    4مطالعه  هاي  توسط 

هاي اختصاصی مربوط توالی  طراحیهمچنین  و  ور  اطلاعاتی مذک
هاي مذکور  ، میزان بیان ژن به کمک نرم افزارهاي معتبربه پرایمرها  

شیگلا  ها توسط باکتري  را در کشت سلول و به دنبال عفونت سلول
دادیم  فلکسنري قرار  ارزیابی  لذا  مورد  راستاي  .  در  مطالعه  این 

و هدف ما    )18( ت گرفت  ، صورگرفته بودمطالعۀ قبلی که انجام  

ها با بررسی بیوفیلم باکتري در این مطالعه بررسی تغییرات بیان ژن 
 نسبت به کنترل است. شیگلا فلکسنري

 هاروش  و مواد

 DNAآماده سازي باکتري و استخراج  
سال   در  مطالعه  آزمایشگاه   2019این  در  علوم  و  دانشگاه  هاي 

 ATCC)شیگلا فلکسنري  پزشکی ایران انجام گرفت. سویۀ استاندارد  

علوم    (12022 دانشگاه  شناسی  میکروب  دانشکدة  میکروبی  بانک  از 
پزشکی ایران تهیه شد. جهت آماده سازي، سویۀ مورد مطالعه بر روي  

ت داده شد  کش   (Merck, Germany)محیط کشت هکتون انتریک آگار  
ساعت انکوبه شد. براي    24درجه سلسیوس به مدت    37و در دماي  

.  )19(استفاده شد    (Boiling)ژنومی از روش جوشاندن  DNA استخراج  
استخراج شده، توسط دستگاه نانودراپ    DNAدر ادامه کیفیت و غلظت  

(Nanodrop Technologies, Wilmington, De, USA)    مورد ارزیابی
گرفت  ب قرار  جذب  .  نسبت  خوانش  از  پس  ترتیب  و   260/ 280دین 

نمونه در یک ویال استریل در دماي    ، DNAحصول اطمینان از خلوص  
 درجه سلسیوس براي استفاده ذخیره گردید.   - 70

 واکنش زنجیره اي پلیمراز و الکتروفورز 
PCR    در دستگاه ترمال سایکلر(Bio-Rad, USA)    با استفاده از

میزان    (Fermentas, Lithuania)مسترمیکس   و    12/ 5به  میکرولیتر 
DNA   انجام گرفت. در این مطالعه  میکرولیتر    1  به میزان   استخراج شده

پیکومول از هر    10از پرایمرهاي اختصاصی مستقیم و برگشتی با غلظت  
و حجم نهایی با استفاده از آب    ) 18( استفاده شد   میکرولیتر   1کدام  

میکرولیتر رسانده شد. سپس در دستگاه بر طبق    25به   مقطر استریل 
مراحل تنظیم و زماندهی شدند. به این ترتیب که یک    ، برنامۀ مورد نظر 

سیکل حرارتی    35دقیقه و  5به مدت   C  95°مرحله واسرشتگی اولیه 
  C60°حلۀ اتصال  دقیقه، مر   1به مدت    C95°شامل مرحلۀ واسرشتگی  

ثانیه و یک مرحلۀ    25به مدت    C  72°دقیقه و مرحلۀ تکثیر    1مدت  به  
دقیقه لحاظ گردید. الکتروفورز    5به مدت    C72°طویل سازي نهایی  

گرم از    2  % صورت گرفت. بدین منظور 2ژل    توسط   PCRمحصولات  
حل   TBE 0.5Xلیتر بافر  میلی  100در  (Sigma-Aldrich)پودر آگارز  

و    به آن   DNA Safe Stainس از آماده سازي ژل و اضافه کردن  شد. پ 
شدند. در نهایت باندها با استفاده  لود  ها  چاهک ها در  انتقال به تانک، نمونه 

 برداري شدند. از ژل داك بررسی و عکس 
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 ارزیابی کمی تشکیل بیوفیلم با روش تست میکروتیترپلیت 
در محیط تریپتیکاز    فلکسنري شیگلا  باکتري    ، براي این منظور 

ساعت در انکوباتور    24درصد گلوکز به مدت    1حاوي    (TSB)سوي براث  
°C37    کشت داده شد و سپس سوسپانسیونی معادل نیم مک فارلند

  96هاي میکروپلیت  میکرولیتر از آن به چاهک   200تهیه شد. در ادامه  
  24به مدت  هاي میکروپلیت پس از انکوباسیون  چاهک خانه تلقیح شد.  

در   توسط    ، C37°ساعت  مرتبه  سه  تا    PBSابتدا  داده شدند  شستشو 
  15هاي جدا نشده به مدت  باکتري   ، هاي معلق جدا شوند. در ادامه باکتري 

درصد فیکس شدند و پلیت در هوا خشک    95دقیقه با استفاده از اتانول  
  5درصد به مدت   0/ 02میکرولیتر کریستال ویولۀ   200ها با شد. چاهک 

بار با آب مقطر شستشو    2دقیقه رنگ آمیزي شدند. سپس میکروپلیت  
  200  ، ها خارج شود. پس از خشک شدن داده شد تا رنگ اضافی از چاهک 

اسید   استیک  تثبیت    33میکرولیتر گلاسیال  از  بعد  اضافه شد.  درصد 
ها با اتانول و رنگ آمیزي با کریستال ویوله، جذب رنگ  محتویات چاهک 

نانومتر    492حل شده در اسید استیک توسط الایزاریدر در طول موج  
  عنوان کنترل منفی مورد خوانش قرار گرفت. از محیط کشت به تنهایی به 

(Negative control)   براي بررسی کمی توانایی  رتیب  استفاده شد. به این ت
بیوفیلم در سویۀ   فلکسنري  تولید  میانگین جذب    ، مورد مطالعه شیگلا 

نوري سه چاهک محاسبه و با میانگین جذب نوري سه چاهک کنترل  
(محیط کشت نشده) مقایسه گردید و با مقایسۀ این اعداد توانایی تولید  

به دست    1جدول    بیوفیلم مشخص شد. توانایی تشکیل بیوفیلم از طریق 
  3ها با  آمد. براي اطمینان از صحت انجام کار، این آزمایش و اندازه گیري 

 . )20(هاي مختلف صورت گرفت  مرتبه تکرار و در زمان 

   
 

 محاسبۀ میزان توانایی تشکیل بیوفیلم در مقایسه با کنترل   . 1جدول    

 شدت رنگ سنجی  درجۀ تولید بیوفیلم 

 ncOD< OD عدم تولید 

 nc< OD< 2×ODncOD ضعیف 

 nc< OD< 4×ODnc2×OD متوسط 

 ODnc4×OD > قوي 

 qPCRها در شرایط بیوفیلم با استفاده از  بررسی بیان ژن
 و روش لیواك 

ساعت پس از القاي تشکیل بیوفیلم در سویۀ   24و  8هاي در زمان 
،  RNA  ،(Roche, Germany)به کمک کیت استخراج    ، شیگلا فلکسنري 

RNA   جهت سنجش غلظت و خلوص  استخراج گردید و    کلRNA٬  
میزان جذب نوري با استفاده از نانودراپ خوانده شد. پس از اطمینان  

  cDNAاستخراج شده، با استفاده از کیت سنتز    RNAخاطر از خلوص  
(GeneAll  Biotechnology, South Korea)    بهDNA    اي تک رشته 
ها مورد استفاده قرار  ازي داده براي نرمال س   16S rRNA. ژن  تبدیل شد 

هاي مورد مطالعه در حضور ژن کنترل داخلی  . در ادامه، بیان ژن گرفت 
ها سه مرتبه انجام  تمام آزمایش نسبت به نمونۀ کنترل سنجیده شد.  

براي  شد. در ضمن هر نمونه به صورت دو تایی در دستگاه قرار گرفت. 
از عدم وجود آلودگی    جهت اطمینان   تیوب بدون الگو و هر ژن دو میکر 

. براي تهیه مخلوط  شد تمام مراحل کار روي یخ انجام  ه شد و  قرار داد 
 qPCR)س  از سایبر گرین مستر میک میکرولیتر،    20حجم کل  واکنش با  

Master Mix, Bioneer, Korea)    میزان   cDNA  1میکرولیتر،    5به 

غلظت  میکرولیتر  با  برگشتی  و  مستقیم  اختصاصی  پرایمرهاي   ،10  
میکرولیتر آب عاري از نوکلئاز    13میکرولیتر و    0/ 5پیکومول از هر کدام  

،  اسپین شدند   یه ثان   10ترکیبات لازم به مدت  استفاده شد. پس از اینکه  
جین   روتور  سایکلر  ترمال  دستگاه  قرار    (Corbett, Australia)داخل 

واکنش شامل یک مرحله فعال سازي اولیه در دماي  گرفتند. مراحل  
°C95    مدت و    دقیقه   10به  مرحلۀ    45بود  شامل  حرارتی  سیکل 

ثانیه و مرحلۀ اتصال و تکثیر    15به مدت    C95°واسرشتگی در دماي  
از نرم    با استفاده   PCRثانیه. نتایج ریل تایم    30به مدت    C60°در دماي  

 fold)ها  ار گرفت و میزان بیان ژن مورد تجزیه و تحلیل قر   Restافزار  

change)    با استفاده از روشLivak    21,  18( محاسبه شد ( . 

 تجزیه و تحلیل آماري 
تکرار در هر   بار  اساس سه  بر  اطلاعات  تمام  در مطالعۀ حاضر 

ها در سه تکرار انجام شد و  آزمایش ارائه گردید و میانگین اندازه گیري 
-P  0/ 01ز واریانس و با در نظر گرفتن  تحلیل آماري آن با آزمون آنالی 

value<   افزار  وسیلۀ نرم بهSPSS    22نسخۀ  (SPSS Inc., Chicago, Ill., 

USA)   .تعیین گردید 
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 هایافته 

 نتیجۀ آزمون واکنش زنجیره اي پلیمراز 
آورده شده، تأیید کنندة وجود    1که در شکل    PCRنتایج تکنیک  

(از چپ به راست به ترتیب توکسین و سپس    TAهاي  هاي سیستم ژن 
مورد    شیگلا فلکسنري پروتئاز در سویۀ    Lonتوکسین) و همچنین  آنتی 

 مطالعه بود. 

بیوفیلم سویۀ   تشکیل  فلکسنري نتایج  میزان    شیگلا  و 
 ها بیان ژن 

در تولید بیوفیلم به  مورد مطالعه    شیگلا فلکسنري توانایی سویۀ  
روش میکروتیترپلیت و استفاده از الایزا ریدر مورد بررسی قرار گرفت و  

ایج نشان داد که سویۀ مورد آزمایش قادر به تولید بیوفیلم به صورت  نت 
نتایج   ادامه  در  است.  بوده  ژن   qPCRقوي  بیان  افزایش  از  هاي  حاکی 

ز تشکیل بیوفیلم  بعد ا   24و    8هاي  در ساعت   lonPو    TAهاي  سیستم 

هاي  هاي مورد مطالعه در ساعت نسبت به کنترل بود. نتایج میزان بیان ژن 
 ). > 0P/ 01( آورده شده است    3و    2هاي  مذکور به ترتیب در شکل 

 

 
 شیگلا فلکسنري هاي مورد مطالعه در سویۀ  ژن   PCRژل نتایج  .  1شکل  

 

   
 ). > 0P/ 01( نرمال شده است)    16S rRNA(نتایج در حضور ژن کنترل داخلی    8هاي مورد مطالعه در شرایط بیوفیلم نسبت به نمونه کنترل در ساعت  نتایج بیان ژن   . 2شکل  

 

 
 ). > 0P/ 01( نرمال شده است)    16S rRNA(نتایج در حضور ژن کنترل داخلی    24هاي مورد مطالعه در شرایط بیوفیلم نسبت به نمونه کنترل در ساعت  نتایج بیان ژن .  3شکل  
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 بحث
با توجه به نتایج به دست آمده در مطالعۀ حاضر و افزایش 

توان به  در شرایط تشکیل بیوفیلم، می  TAهاي  سطح بیان سیستم
  Hematiهاي مذکور و تشکیل بیوفیلم پی برد.  ارتباط میان سیستم
نشان دادند    PCR، با استفاده از روش  2014و همکاران در سال  

که توانایی بالایی    ناس آئروژینوزاسودوموهاي کلینیکی  که در ایزوله
ژن دارند،  بیوفیلم  تشکیل  سیستمدر  کروم    TAهاي  هاي  و 
که نشان دهندة ارتباط بین    )22( سنسینگ به فراوانی وجود دارند  

است و از این   TAهاي  تشکیل بیوفیلم در باکتري با حضور سیستم 
و    Woodلحاظ با نتایج مطالعۀ ما همخوانی دارد. در مطالعه اي،  

  تیپ  TAموفق به شناسایی یک سیستم    2016همکاران در سال  
II    به نامHigB/HigA    سودوموناس آئروژینوزادر  PA14    شدند و

بر میزان تولید بیوفیلم و فاکتورهاي    HigBنشان دادند که توکسین  
این ترتیب این سیستم بر بیماریزایی  اثر گذاشته و به  ویرولانس 

و همکاران در سال    Valadbeigi.  )23(د  گذارسویۀ مذکور تأثیر می
  mazEتوکسین  را بر بیان ژن آنتی   PNAی به نامترکیب، اثر  2017

در   بیوفیلم  تشکیل  آن در  تأثیر  بالینی    18و  سودوموناس  ایزولۀ 
 mazEتوکسین بررسی کردند و بیان کردند که ژن آنتی آئروژینوزا

بهمی بیوفتواند  تولید  کنترل  براي  هدفی  باکتري عنوان  در  یلم 
آئروژینوزا باشد    سودوموناس  در   Chan.  )24(مطرح  همکاران  و 
سال   در  اي  سیستم  2018مطالعه  چهار   ،TA    شاملpezAT  ،

yefM-yoeB  ،relBE    وphD-doc    پاتوژن در  استرپتوکوکوس  را 
دادند که سویه  پنومونیه نشان  و  داد  فاقد سیستم تشخیص  هاي 

yefM-yoeB  هایی که هر دو سیستم  و همچنین موتانتyefM-

yoeB    وrelBE   را نداشتند، کاهش قابل توجهی در توانایی تشکیل
دهد که مشابه با  که این نشان می  )25(بیوفیلم از خود بروز دادند  

از سیست و تشکیل   TAهاي  منتایج مطالعۀ ما، بین حضور برخی 
سال   در  اي  مطالعه  دارد. در  وجود  مهمی  رابطۀ  ، 2019بیوفیلم 

Alhusseini    سودوموناس آئروژینوزا ایزولۀ    54و همکاران با بررسی 
MDR  حضور ،  relBE  ،hipBEشامل    IIتیپ    TAسیستم    5، 
mazE  ،ccdAB    وmqsR  ها مورد ارزیابی  و تشکیل بیوفیلم را در آن

ها تشکیل بیوفیلم  % از ایزوله 90/ 74ان کردند که در  قرار دادند و بی
هاي  در شناسایی جایگاه  PCRمشاهده شده است و همچنین نتایج  

سیستمژن  از    TAهاي  هاي  بالایی  بسیار  درصد  که  داد  نشان 
ایزولهسیستم  در  مذکور  گردید  هاي  مشاهده  مطالعه  مورد  هاي 

  Ma. در مطالعۀ  که نتایج آن با مطالعۀ حاضر مشابهت داشت  )26(
استافیلوکوکوس سویه از    3که بر روي    2019و همکاران در سال  

سیستم    اورئوس نقش  گرفت،  عفونت  MazEFانجام  و  در  ها 

نشان   بیوفیلم  رشد  افزایش  و  این سیستم  میان  ارتباط  همچنین 
ها نشان داده است  . نتایج متعددي در سایر باکتري)27(داده شد  

کند  سخت به بقاي باکتري کمک می  در شرایط  mazکه توکسین  
در  داشت.  وجود  نیز  ما  مطالعۀ  مورد  سویۀ  در  سیستم  این  که 

زانتوس   است،میکسوکوکوس  منفی  گرم  باکتري  یک     MazFکه 
نقش مهمی داشته و با شروع تشکیل جسم تولید کنندة اسپور، القا 

با لیز سلولی شده و  80شده و منجر به مرگ   % جمعیت سلولی 
سلول 20 باقی%  کنندة  هاي  تولید  اجسام  تشکیل  توانایی  مانده، 

و همکاران در مطالعه اي در    Kwan.  )28(اسپور را خواهند داشت  
 شیایاشر  در  II  تیپ  MqsR/MqsA  ستمیس، با بررسی  2015سال  
نشان دادند که با توجه به وجود غلظت بالاي دئوکسیکولات   کلی 
ک فوقان  سهیدر  روده  و  سیستم  صفرا  این  و    يبرای،  بقاي  رشد 
ها که غلظت بالایی از نمک در این بخش کلی اشریشیا هاي سلول 

. هدف  )29(مهم و حیاتی است    یکیولوژیزیاز نظر فصفرا دارند،  
طالعه و پروتئاز تنظیم کنندة  هاي مهم در این مقرار دادن توکسین 

شود. یکی  عنوان روش مناسبی در جهت درمان پیشنهاد میها بهآن 
ها براي هدف قرار دادن یک ژن استفاده از تکنولوژي آنتی از روش 

 2020و همکاران در مطالعه اي در سال    Javanmardسنس است.  
آنتی بردن  کار  به  و  طراحی  طریق  ژن  از  علیه  در    cagAسنس 

آنتیهل که  دادند  نشان  پیلوري  پپتید  یکوباکتر  با  همراه  سنس 
بهنفوذي می مهار  تواند  در  موثر  ابزاري  ژن هدف    mRNAعنوان 

 . )30(مورد استفاده قرار گیرد 

 نتیجه گیري 
ژن بیان  حاضر  پژوهش  به  در  نسبت  بیوفیلم  شرایط  در  ها 

کنترل و عدم تشکیل بیوفیلم مورد بررسی قرار گرفت و نتایج نشان  
در شرایط بیوفیلم در مقایسه  mazو  GNATهاي داد که توکسین 

با گروه کنترل افزایش بیان معنی داري داشتند. این نتایج نشان  
این دو سیستم ممکن استمی به    دهد که  بیوفیلم  ایجاد  که در 

باکتري کمک کنند. در ضمن با توجه به افزایش میزان بیان ژن  
lon  توان به اهمیت و ضرورت آن در زنده ماندن باکتري پروتئاز، می

در شرایط بیوفیلم پی    TAهاي  از طریق تنظیم و کنترل سیستم
پروتئین می این  رو  این  از  معرفی  برد.  براي  مناسبی  هدف  تواند 

 رکیبات جدید درمانی باشد. ت

 سپاسگزاري 
بدینوسیله مراتب تشکر و سپاس خود را از تمام افرادي که  

نماییم.  در طی انجام این مطالعه همکاري مؤثر داشتند، اعلام می
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شایان ذکر است که این مقاله حاصل بخشی از پایان نامۀ دکتراي 
د علوم و  تخصصی آقاي عرفان خردمند از دانشگاه آزاد اسلامی واح

هزینه و  بوده  محققین تحقیقات  عهدة  بر  پژوهش  این  مالی  هاي 
 بوده است.

   منافع در تعارض
 . نکردند گزارش را منافع  در تعارضی گونه هیچ نویسندگان

 مالی  منابع
این مقاله پژوهشی مستقل است که بدون حمایت مالی سازمانی  

 انجام گرفته است. 
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