
 

 
 

 

Phenotypic and genotypic investigation of the co-cultivation of 

intestinal probiotic lactobacilli on the amount of biofilm production in 

Shigella typhi  
 

Moseib Gol Mohammadi1, Mahnaz Mohammadi2 

1 Senior Expert, Department of Biotechnology, Tehran Medical Sciences, Islamic Azad University,Tehran, Iran 
2Assistant Professor, Department of Biology, Islamshahr Branch, Islamic Azad University, Islamshahr, Iran 

  

Abstract 
 

Background: Diarrhea is one of the most important causes of death in the world. Shigella is one of the 

causes of diarrheal diseases. Global studies have also shown that the prevalence of this bacterium as well as 

the resistance in Shigella are strongly increasing. Also, the resistance of Shigella species to third generation 

cephalosporins is increasing. The purpose of this study was to investigate the effect of Lactobacillus 

plantarum probiotics on the survival rate and also to investigate the expression of surface factors related to 

survival and bacterial biofilm.  

Materials and methods: In this study, a sample of Shigella bacteria was prepared according to ATCC 

standard from Pasteur Institute of Iran and Lactobacillus plantarum isolated from dairy products was used. 

Samples were freshly cultured in culture medium. Then the effect of Lactobacillus plantarum on Shigella 

was co-cultured in 96-well plates in the presence of 1% glucose. After 24 hours RNA extraction and cDNA 

synthesis were performed and the survival and expression of the genes for the production of binding factors 

and bacterial biofilm were evaluated by Real Time technique.  

Results: This study showed that the co-cultivation of Lactobacillus plantarum could significantly reduce the 

population of Shigella bacteria and also significantly reduced the expression of genes related to BSSS and 

OSPE 2 binding factors. 

Conclusion: The results of this study showed that Lactobacillus plantarum could have an effect on the 

control and recovery process of Shigella bacteria. 
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 دانشگاه آزاد اسلامي پزشکيعلوم جله م

 154تا  146صفحات ، 1403 تابستان، 2، شماره 34 ورهد

 

 یاروده کیوتیپروب یها لوسیلاکتوباس ياثر همکشت يپیو ژنوت يپیفنوت يبررس

  يفیتا گلایدر ش لمیوفیب دیتول زانیم یبررو

 2مهناز  محمدی  ،  1محمدی گل مصیب

   
 نایرا ،تهران ،زاداسلامی آدانشگاه  ،پزشکی تهران مولع ،یوتکنولوژیاس ارشد، گروه بکارشن 1
   رانیواحد اسلامشهر دانشگاه آزاد اسلامی ، اسلامشهر، ا ،یشناس ستیگروه ز ار،یاستاد2

  کیدهچ

 کهاست  اسهالی هاییعوامل بیماریکی از. شیگلا هستندمرگ و میر در جهان  مهم از عوامل یکی های اسهالیبیماری :سابقه و هدف
-سفالوسپورین شیگلا به هایگونه مقاومت همچنین، .است شدت در حال افزایش در شیگلا به مقاومت و همچنین باکتری شیوع این

میزان بقا و  ر رویبوم لاکتوباسیلوس پلانتار هایمیزان تاثیر پروبیوتیک بررسی مطالعه . هدف از ایناست افزایش سوم رو به نسل های
 . بود باکتری بقا و بیوفیلم مربوط به سطحی بیان فاکتور های بررسی همچنین

نتاروم جدا شده از شد و از لاکتوباسیلوس پلا از انستیتو پاستور ایران تهیه ATCCصورت استاندارد  شیگلا به باکتری نمونه :روش بررسي
شیگلا  ارم بر رویمیزان تاثیر لاکتوباسیلوس پلانت شد سپس تهیه کشت های تازه در محیط های صورت کشت هها ب روده استفاده شد. نمونه

ام و انج CDNAو سنتز  RNAاستخراج  ساعت 24از  درصد گلوکوز انجام شد. پس 1در حضور  خانه ٩6 هایدر پلیت صورت همکشتی به
   .قرار گرفت مورد ارزیابی تایم ریل تکنیک توسط باکتری و بیوفیلم اتصالی اکتورهایتولید ف هایمیزان بقا و بیان ژن

شود و شیگلا  باکتری جمعیت کاهش باعث دارییمعنطور به دتوانلاکتوباسیلوس پلانتاروم می همکشتی نشان داد که مطالعه این ها:یافته
 .شود OSPE 2و  BSSS اتصالی فاکتورهای مربوط به هایبیان ژن کاهش باعث دارییمعن شکل به همچنین

 .باشد شیگلا تاثیر داشته باکتری تواند در روند کنترل و بهبودینشان داد لاکتوباسیلوس پلانتاروم می مطالعه این نتایج :گیرینتیجه
 .وبیوتیکپر، بیوفیلم، شیگلا ،لاکتوباسیلوس پلانتاروم واژگان کلیدی:

 

 1مقدمه
در  از گاسیتروانتریت میلیون مورد مرگ و میر ناشیی 5 سالانه

 ده درصد این حداقل دهد کهرخ می در حال توسعه کشورهای

 165از  . بییشاسیتاز شییگلا  ناشی دیسانتری یلدل موارد به

 میلییون میرگ و مییر مربیوط بیه و یک میلیون مورد بیماری

 (. ایین1شیود  ال در سرتاسیر دنییا گیزاری مییشیگلا در سی

باشد ییا  ایمنی نقص بیمار دارای که جز در مواردی به ،بیماری

                                                 
هناز  م، دانشگاه آزاد اسلامی واحد اسلامشهر  ،یشناس ستیاسلامشهر، گروه ز: آدرس نویسنده مسئول

 (  email: m-mohamadi@iiau.ac.ir)ی محمد

ORCID ID: 0000-0002-3376-2162 
 10/5/1402: تاریخ دریافت مقاله

 14/8/1402: تاریخ پذیرش مقاله

در دسیترس نباشید، معمیولا خیود  پزشیکی اولییه درمان های

، در حال توسعه در کشورهای بیماری . اینمحدود شونده است

هیا، ها، زندانودكاکثرا در مهد ک واست  کودکان شایع در بین

 (.2ها وجود دارد  پادگان

 یتییاخیتلالات الکترول مثل یبروزعوارض گوناگون باعث گلایش

، سیندروم تشینج ،یپوکلسیمیو ه یسمیپوگلیه ،(یپرناترمی ه

، تیی، آرترتییپرتون ،کیمگا کلون توکسم ،کیاورم کیتیهمول

و  هییتغذ دچار سوء مارانیبخصوص در ب تیو مننژ تیوکاردیم

    شود.یم یمنیا نقص

از  ، غییر متحیرك وعضیویگیرم منفیی هیای، باسییلشیگلاها

در انسیان و  فقط کههستند  ایروده هایخانواده بزرگ باکتری

 هیایدر سیلول بیاکتری این .هستندزا سانان بیماری نخستین
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وده ر بافیت بیه آسییب کند و موجبروده انسان تکثیر پیدا می

 (.3گردد  می اسهال خونی به منتهی در نتیجه ،انسان شده

مخیاط کلیون  بیه ینفوذ باکتر ایهجوم  جهیدر نت ییزا یماریب

در  تیو در نها تیکول کی جادیو ا یپوشش بافت بیهمراه تخر

شیدن مخیاط  زخیم منجر بیه ایپروپر نایاثر التهاب حاد در لام

و  یخیون و آزاد شیدن عناصیر التهیاب نرفیت روده با از دسیت

از جیذب  میانع طیشیرا نی. استروده ا درون لومن موکوس به

 جهیکند و در نتیم رییمدفوع تغ و حجم شودیآب در کولون م

 .شودیم یو مخاط یصورت متناوب دچار اسهال خون ماربهیب

 نیا ییزایرمایب نییدوز پا لیدل به ییگلایش یهاعفونت وعیش

 زیو ن گریفرد د به یآن از فرد انتقال راحت نیو همچن یباکتر

و آب  ییمصرف مواد غذا قیافراد از طر میرمستقیآلوده شدن غ

در انسیان  یگوارشی یمیاریب جیادیا باعث ،یباکتر نیا آلوده به

  (.4  شودیم

و  Sansonetti مطالعییات انجییام شییده توسییط 1٩٨0 در دهییه

 کیی بیه گلایشی یقیدرت تهیاجم یوابسیتگ انگریب همکارانش

 Invasion plasmidنیام  بیه kb230-210 رولانسیو دیپلاسم

(pINV) یکلی ایشییشریا بیه دیپلاسیم نییانتقال ا یبود؛ در پ 

K12 شیید و  گلایشیی بییه یکلیی ایشیییاشر یژنییوم رییییتغ باعییث

هیلا  یسیلول هیا بیه تهیاجم ییتوانیا افتیهی رییتغ یهاهیجدا

 Helaاز آن بیود  یحیاک ی(. مطالعات بعید5  کردند ( را کسب

 یییزایماریدر روند ب زین یمتعدد یکروموزوم یلوکوس ها که

 گلایشی یهاهییجدا یدر تمیام رولانسیو دیدارند. پلاسم نقش

 ورود بیه میورد نییاز بیرای هیایژن و همه .مشاهده شده است

 . شیده اسیت یافیت کیلو بیازی 32 میزبان در ناحیه هایسلول

 کننید. ایینرا کید می 3نیوع  ترشیحی سیسیتم ها یکژن این

افکتور را از  هایکرده و پروتئین سوزن عمل مانند یک سیستم

کنیید. می سییلول میزبییان منتقییل بییه بییاکتری سیتوپلاسییم

از  غنیی شیاییغ رافیل ییک گییری افکتور شیکل هایپروتئین

 کنند. بیاکتریمی میزبان را وساطت غشا سلولی بر روی اکتین

وارد سیلول میزبیان  فاگوسیتوزیس به شبیه مکانیسمی توسط

را کید  3نیوع  ترشیحی سیسیتم spaو  mxi هیایژن شود.می

را وارد  Ipa هیایپروتئین یعنی ipaمحصولات ژن  کنند کهمی

 دیگیر نییز در نقیاط مختلی  هیاینید. ژنکسلول میزبیان می

نوع  ترشحی در بیان سیستم وجود دارد که پلاسمید ویرولانس

 (.6  دارند نقش ارگانیسم و یا در بقا و گستری درون سلولی 3

 گیرم منفیی هایدر باکتری ویرولانس دیگر از فاکتورهای یکی

 هیایاز سیلول یجمعیتی . بییوفیلماسیت تولید بیوفیلم توانایی

 طور سسیت به واندروالسی در ابتدا با نیروی که هست باکتری

بیا  شیود و سیپسمی زنیده متصیل جان یا، بافیتسطوح بی به

 اگزوپلیی و ایجیاد میاتریکس خیارج سیلولی مرهیایتولید پلی

سیطوح  هیا بیهناپیذیر سیلول اتصال برگشت موجب ساکاریدی

 بیه نسیبت بیاکتری مقاومیت باعیث ییوفیلمب شوند. توسعهمی

بییروز  توانیید منجییر بییهشییده و می بیییوتیکیآنتی هییایدرمییان

 بیمارسیتانی هیایدر محیط شیود. زمینه مشکلات حاد در این

مخیزن  عنیوان ییک بیه سطوح مختل  روی میکروبی بیوفیلم

طیور تولیید شیده ب (. بییوفیلم7شوند  مطرح می انتقال عفونت

بیدن میزبیان  ایمنیی از سیسیتم باکتری محافظت سبب اولیه

ماکروفاژهیا و  توسط شدن باکتری از فاگوسیته جلوگیری یعنی

 از ورود آنتیی میانع بییوفیلم شیود. همچنیینهیا میینوتروفیل

قیرار  درون بییوفیلم کیه هیاییبیاکتری محییط ها بیه بیوتیک

 مقاومیت هایژن از کسب جدای طریق شود بدیناند میگرفته

از ورود  مییانع تولییید کننییده بیییوفیلم بییاکتری بیییوتیکی آنتییی

شود و عیدم می اطراف باکتری محیط به بیوتیک آنتی مستقیم

 شود.ها میباکتری ویر ها بربیوتیک آنتی کارایی

د شود. تولییم شدن بیماری مزمن سبب تولید بیوفیلم در واقع

، پروسیتتیک مصینوعی اعضیای دارای کیه در افیرادی بیوفیلم

دیگیر  ، کیاتتر و ییا اجسیام خیارجینخیاعی مغزی های شنت

سیطوح و  بیروی چسبیده وکلونیزه شدن باکتری سببهستند 

در فیرد  ایجیاد بیمیاریکننیده  کمیک از عوامل عنوان یکی به

 قیدرت تشیکیل بیاکتری این که شده امروزه مشخص شود.می

 بییوتیکی آنتی هایمقاومت سطوح دارد. افزایش بروی بیوفیلم

 و ایجاد بیوفیلم بیمارستانی هایدر عفونت زاییدر کنار بیماری

شیده  تبیدیل عمیومی در حوزه سیلامت عمومی نگرانی یک به

 فاده از بیاکتریاسیت بررسیی ،مطالعه ایناز  (. هدف٨،٩  است

 توانید باعیثمیی کیه ،لاکتوباسیلوس اسیدوفیلوس پروبیوتیک

 هیایبییان ژن کیاهش شییگلا و همچنیین مهار رشد بیاکتری

 بیه ،شیود بیاکتری اتصال و تولید بیوفیلم فاکتورهای مربوط به

 بود. عنوان درمان حمایتی

 

 مواد و روشها

 ATCCنتییاریوم اسییتاندارد لاکتوباسیییلوس پلااز  مطالعییه در اییین

 کشیت میایع MRS را در محیط باکتری ،کشت . برایشداستفاده 

اسید، صیورت  به مقاومت تست جهت لازم برای هایو تست دادیم

 درجیه 37 در دمیای سیاعت 72تیا  4٨میدت  ها بیه. نمونهگرفت

 یگردییید. شناسییای انکوبییه هییوازی صییورت بییی بییهگییراد سییانتی

گیرم،  آمیزی کاتالاز، رنگ با استفاده از تست باکتری مورفولوژیکی

 هییایو رشیید در غلظییت درجییه 45و  15، 10 رشیید در دماهییای

در  کلریدسییدیم وزنییی -درصیید حجمییی 5و 6/4   نمییک مختلیی 
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 16srRNAبا  و در نهایت ( انجام پذیرفتمایع MRS کشت محیط

PCRد.تایید ش باکتری صحت 

 شیگلا نمونه جداسازی

 بیاکتری بیر روی تاثیر پروبیوتییک ی مطالعه برای مطالعه در این 

 (PTCC 1234) شیگلا از سوی اسیتاندارد شییییگلا فلکسییینری

اده شده از انیسیتیتو پاسیتور تهیران اسیتف گردد. تهیه استفاده می

 .تایید آن انجام شد برای بیوشیمیای های شد و تست

تولیاد کنناده  نهاایژحضور  تشخیص ژنوتیپي هایروش 

 بیوفیلم

% 1 تیازه حیاوی MRSو  TSB محییط بیه تسیت انجام ایین برای

 محلیول گلیوکز را بیهو  TSB، MRS . ابتدا محیطگلوکز نیاز است

از  معیین بیا نسیبت کیرده و سیپس درآب مقطر حل مقدار معین

 نمیوده تیا غلظیت اضیافه MRSو  TSB محییط محلول گلوکز به

داده و  جامید کشیت ها را در محیط % برسد. ابتدا نمونه1 به نهایی

رشد کیرده  تک های ازکلنی شد. سپس انکوبه ساعت 20مدت  به

 MRSو  TSB میایع لیتر محیط میلی 10 جامد به محیط بر روی

 37 در دمیای تسیاع 20میدت  کرده بیه % گلوکز تلقیح1 حاوی

فارلنید  میک نییم کدورت را به شد. سپس سلسیوس انکوبه درجه

 چاهک میکرولیتر داخل 200شده  رسانده و از سوسپانسیون تهیه

 درجیه 37 در دمیای ساعت 20مدت  و به ریخته میکروپلیت های

 را بییرون ریختیه هر چاهک فاز رویی شد، سپس سلسیوس انکوبه

و شیو داده شید. در  شسیت PBSبیا  ها را چهیار مرتبیه هکو چا

 درجیه 65 در دمیای سیاعت میدت ییک ها را به بعد پلیت مرحله

 آمییزی رنگ شود. سپس تا کاملا خشک دهیمقرار می گرادسانتی

 انجیام گرفیت. سیپس دقیقیه 15میدت  به کریستال ویوله با رنگ

آب  را توسیط پلییت بییرون ریختیههیا را  موجود در چاهک رنگ

 میکرولیتیر از مخلیوط حیاوی 100 و شو داده شد. سیپس شست

هیا افیزوده و جیذب چاهک % به10 الکل % و ایزوپروپیل70اتانول 

گرفیت.  دستگاه الایزا رییدر قراتیت نانومتر توسط 570را در  نوری

برابیر انحیراف  از سیه آنها بیش جذب نوری متوسط که هاییسویه

% گلوکز( باشید 1 حاوی (TSB کنترل منفی نمونه معیار مربوط به

 شد. در نظرگرفته عنوان مثبت به از نظر تولید بیوفیلم

 تفسیر آزمون

-مونهن غیر چسبنده(،  فاقد بیوفیلم 1/0کمتر از  ODبا  هاینمونه

 چسیبنده  ضیعی  عنوان بییوفیلم به 2/0تا  1/0 بین ODبا  های

 عنیوان بییوفیلم بیه 3/0تیا  2/0 بیین ODبیا  های(، نمونهضعی 

 بیه 3/0از  بییش ODبیا  های ( و نمونه چسبنده متوسط متوسط

 شد. ( ارزیابی چسبنده قوی قوی عنوان بیوفیلم

 

 (MIC) مهارکنندگي غلظت حداقل

میورد  وتییکاز پروبی غلظتیی چیه کیه شیویم متوجیه اینکه برای

از آن بیر  غلظتیی و چیه ثأثیر گذاشته شیگلا باکتری ، رویمطالعه

 بیه پروبیوتییک MICاثیر داده شیود ابتیدا مقیدار  باکتری بیوفیلم

 کیه از پروبیوتیک غلظت ترینبا کم چاهک آورده شد. اولین دست

آن  MICعنییوان  بییه شیییگلا در آن رشیید نکییرده اسییت بییاکتری

انجیام  میورد اسیتفاده بیرای شد. محیط در نظر گرفته یوتیکپروب

و سوسپانسییون  است MRSو  MHB کشت ، محیطMICآزمون 

 شیود. بیه میی فارلند تهیه مک 1 معادل غلظت با غلظتی باکتری

فارلند  مک نیم با غلظت ابتدا سوسپانسیون باکتری صورت که این

 ایین گردد. روی کار بهمی رقیق 1اندازه  به را آماده کرده و سپس

 20  میورد مطالعیه هایتعیداد سیویه بیه کیه صورت انجام گرفت

 سیرم فیزیولیوژی و در آنهیا مقیداری برداشته آزمایش ( لولهسویه

در سیرم  بیاکتری از کلنیی کمیی شید. بیا سیواس اسیتریل ریخته

فارلنید  میک محلول نییمکدورت  زده تا کدورت آن به فیزیولوژی

و  ریختیه MHB کشیت از محیط ml 5فالکون  لوله برسد. در یک

 میک 1 شید تیا غلظیت اضیافه از سوسپانسیون باکتری L 50بعد 

مکفارکنید در  یک با غلظت پروبیوتیک آید. سپس دست فارلند به

 Serial dilutionروی  بیه سیازی از آن رقیت شد. پیس لیتر تهیه

روی  یکتیا  کییت توسیط DNAسپس ، استخراج صورت گرفت. 

 شده، انجام گرفت. استخراج DNA کیفیت تجهیز آزما( و بررسی

 شیگلا بر باکتری از پروبیوتیک MIC غلظت اثردهي

 انکوبیه سیاعت 24از  شد. پس تکرار درنظر گرفته 3، باکتری برای

و در  مربییوط برداشییته چاهییک 3 هییا، از رویکییردن میکروپلیت

وارد شد. مشخصیات محتوییات هیر وییال را  RNase free ویالهای

در  RNAاستخراج  انجام مرحله کرده و برای آن ها یادداشت روی

 چگونگی منظور بررسی به مرحله شد. در این نگهداری -70فریزر 

، روی شیییگلا بییر بییاکتری پروبیوتیییک مختلیی  هییایاثییر غلظت

با استفاده از دستگاه  . سپسانجام گرفت بیوفیلم تست آمیزیگرن

Elisa Readerجذب نیوری ، (OD) بیا  آمید. در نهاییت دسیت بیه

 ، میییزان اثرگییذاریODآن بییا  و رابطییه ODcمیییزان  محاسییبه

آن  شیگلا و یا عیدم تشیکیل بیوفیلم بر قدرت تشکیل پروبیوتیک

 های از سوسپانسیون باکتری RNAشد. فرآیند استخراج  مشخص

 Catبیا  RNAاسیتخراج  کییت وسیله ، بهتیمار شده با پروبیوتیک

No: YT9080 یکتا تجهیزآزما انجام شد.  از شرکت 

 استخراج شده هایRNAو خلوص  کمیت سنجش
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دسیتگاه  وسییله استخراج شده بیه RNAو خلوص  کمیت بررسی

را بیا  پروتئین به نمونه دستگاه آلودگی نانو دراس سنجیده شد. این

 بیه 260 در طول موجهیای RNA جذب نوری نسبت اندازه گیری

و دیگر  مانند فنل با موادی کند. آلودگی می نانومتر مشخص 2٨0

-مییمیورد اسیتفاده قیرار  RNAدر هنگام استخراج  که ترکیباتی

 بیه 260ول میوج در طی جذب نیوری نسبت گیرند نیز با سنجش

 260 جذب نیوری نسبت دارای های گیرد. نمونه صورت می 230

 بیه 260 جیذب نیوری و نسیبت 2/2تیا  ٨/1 نانومتر بین 2٨0 به

 هستند. مناسب cDNAسنتز  جهت ٩/1تا  7/1 نانومتر بین 230

 استخراج شده RNAاز  cDNA تهیه 

 اسیتفاده از کییت استخراج شیده، بیا هایRNAاز  cDNA ساخت

 یکتا تجهیز آزما بیه ، از شرکتCat No: YT4500با  cDNAسنتز 

 صورت زیر انجام شد.

 2و BSSS بیاان ژن هاای و بررساي Real-time PCRانجام  
OSPE 

 rotorمدل qiagenاز دستگاه  Real-time PCR انجام واکنش برای

gen 6000 بییان ژن هیای منظیور بررسیی به BSSS 16وsrRNA 

OSPE 2 شییگلا بیاکتری بیر بییوفیلم پروبیوتییک از اثردهی پس 

 SYBR Green آزمایشیگاهی از کیت واکنش استفاده شد. در این

qPCR MasterMix 2X بیا ،Cat No: YT2551 یکتیا  از شیرکت

نیرم  کمک ژن ها به پرایمر این تجهیز آزما استفاده شد. ابتدا توالی

 ذکیر اسیت . لازم به(1 جدول  شدند طراحی Gene Runnerافزار 

 .  استفاده شد عنوان ژن مرجع به 16srRNAاز  مطالعه در این که

 نتایج آنالیز آماری

 هیاادهنرمیال بیودن د به با توجه ها و همچنیننوع داده به با توجه

 Ordinary one-way ANOVA آنییالیز داده هییا از تسییت بییرای

 استفاده شد. Tukey's از تست تعقیبی د و در تستاستفاده ش

 

 هایافته

 srRNA16و  OSPE 2و BSSS پرایمر ژن های توالی. 1جدول 

Lengh  Sequence ( ´5  ´3 )  Forward or Reverse       Name  

140     CCCTTGCCTTCCACAAACACA F OSPE2 

CAACGTTTTCGTCCGGTTGG R 

112     CCTGCTCGGACTTATTTGGGGT F BSSS 

CGCTCGTAGGGTGGGACATC R 

67      CGCGACGGACAACAGAATACACTCCATC F 16srRNA       

ATGTTCAAAAGCATGCCATATCTGTG R 

 

 BSSSبیان ژن   یهاداده نرمالیتی تست .2جدول 

Shapiro-wilk test    

W 000/1 000/1 000/1 000/1 

P value ٩٩٩٩/0> ٩٩٩٩/0> ٩٩٩٩/0> ٩٩٩٩/0> 

Passed Normality Test (alpha=0/05)? Yes Yes Yes Yes 

P value summary ns ns ns ns 

 

 BSSSداده های بیان ژن  Ordinary one-way ANOVA تست .3جدول 

Tukeys multiple comparisons Test Mean  Diff /٩5% CI of Diff. Sig Summary Adjusted P Value P Value 

Dos 1vs.dos 2 ٩026/0- No Ns 2٨15/0 57٩6/0تا  -3٨5/2   A-B 

Dos 1 vs.dos 3 ٨2٨/2- Yes ** 0013/0 -346/1تا  -310/4   A-C 

Dos 1 vs.control 50/1٨- > **** Yes -02/17تا  -1٩/٩٨  0001/0  A-D 

Dos 2 vs.dos 3 ٩25/1- Yes * 0135/0 -4431/0تا    -407/3   B-C 

Dos 2 vs.control 60/17- > **** Yes -11/16تا   -1٩/0٨  0001/0  B-D 

Dos 3 vs.control 67/15- > **** Yes -1٩/14تا  -15/17  0001/0  C-D 
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بار تکرار شد  سه هر نمونه برای تولید بیوفیلم یآزمون کمّ

دستگاه  نانومتر توسط 570در  آخر جذب نوری و در مرحله

ELISA reader (BITEC) جذب  که هاییشد. جدایه قراتت

برابر انحراف معیار  از سه طول موج بیش آنها در این نوری

 حاوی MRSو  TSB  محیط کنترل منفی نمونه مربوط به

 در نظر گرفته مثبت % گلوکز بود، از نظر تولید بیوفیلم 1

 غیر  فاقد بیوفیلم 1/0کمتر از  ODبا  هایشد. نمونه

عنوان  به 2/0تا  1/0 بین ODبا  هایچسبنده(، نمونه

 بین ODبا  های(، نمونه چسبنده ضعی  ضعی  بیوفیلم

( و  چسبنده متوسط متوسط عنوان بیوفیلم به 3/0تا  2/0

 قوی عنوان بیوفیلم به 3/0از  بیش ODبا  هاینمونه

 تعداد جدایه آزمایش شدند. در این ( ارزیابی چسبنده قوی

 تولید کننده ضعی  که قرار گرفت مورد ارزیابی شیگلا

 RNAو خلوص  کمیت شدند. بررسی شناسایی بیوفیلم

دستگاه اسپکتروفتومتر سنجیده  وسیله استخراج شده به

در طول موج  RNA جذب نوری نسبت بررسی شد. نتیجه

 جذب نوری و نسبت 2/2تا  ٨/1 نانومتر بین 2٨0 به 260

 هایRNAاز  و بالاتر بود. بنابراین 2/2، 230 به 260

 استفاده شد.  cDNAسنتز  استخراج شده جهت

 با استفاده از تکنیک srRNA16بیان ژن  بررسی نتایج

در انجام گرفت. بدین منظور،  Real-time PCR سایبر گرین

در نظر  عنوان ژن مرجع به 16srRNAژن  پژوهش این

 شد. تک قله تک 16srRNAذوب ژن  . منحنیشد گرفته

بودن  نشان دهنده اختصاصی منحنی بودن این پیک

با استفاده از روی  BSSSبیان ژن  برای است. PCRمحصول 

Real-time PCR ذوب،  و منحنی قرار گرفت مورد سنجش

هم  شد. ژن بررسی استاندارد و نمودار تکثیر، این منحنی

 و منحنی قرار گرفت ، مورد سنجشOSPE2چنین بیان ژن 

 شد ژن بررسی استاندارد و نمودار تکثیر این ذوب، منحنی

با  ها و همچنینهنوع داد به . با توجه(4تا  1نمودارهای 

 ها از تستآنالیز داده نرمال بودن داده ها برای به توجه

Ordinary one-way ANOVA استفاده شد و در تست 

 . (5تا  2های  جدول استفاده شد Tukey's ز تستا تعقیبی

 

 OSPE2تست نرمالیتی بیان ژن  .4دول ج

Shapiro-wilk test  

W 000/1 000/1 000/1 000/1 

P value ٩٩٩٩/0> ٩٩٩٩/0 > ٩٩٩٩/0 > ٩٩٩٩/0 > 

Passed Normality Test (alpha=0/05)? Yes Yes Yes Yes 

P value summary ns ns ns Ns 

 

 

 OSPE2ن داده های بیان ژ Ordinary one-way ANOVAتست  .5جدول 
Tukeys multiple comparisons Test Mean Diff ٩5%  CI of Diff Sig Summary Adjusted P Value P Value 

Dos 1 vs.dos 2 3333/0- > **** Yes 3٨5/0تا  22٨0/0  0001/0  A-B 

Dos 1 vs.dos 3 01776/0- ٩473/0 No Ns 0٨760/0 تا -0/122٩   A-C 

Dos 1 vs.control 672٨/0- > **** Yes -5676/0 تا -77٨1/0  0001/0  A-D 

Dos 2 vs.dos 3 350٩/0- > **** Yes -2457/0تا   4562/0  0001/0  B-C 

Dos 2 vs.control 006/1- > **** Yes ٩00/0تا  -111/1  0001/0  B-D 

Dos 3 vs.control 6552/0- > **** Yes 54٩٩/0تا  7604/0  0001/0  C-D 
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  relative expression levelبیان ژن نسبی  .1 نمودار

 

                     
 Fold changی ژن نسب انیب .2 نمودار

 

 
                                                                    relative eXpression levelبیان ژن نسبی  . 3نمودار 

 

 
    Fold changeبیان ژن نسبی    .4نمودار 

 

 بحث

مشکلات  ترینجزو بزرگ باکتریایی اسهالی هایبیماری

 4/5 سالانه WHO. بر اساس برآورد هستند عمومی بهداشت

 شوند کهمی اسهالی هایبیماری بیلیون نفر در جهان مبتلا به

میلیون مورد مرگ گزاری  1/٨تعداد  از این 2002در سال 

در  موارد در کشورهای درصد این٩٩و تقریبا  گردیده است

 هایگونه باکتریایی های. در میان پاتوژنبوده است حال توسعه

جدا شده از  هایایزوله ترینو مهم ترینشیگلا معمول جنس

موارد  میدرصد تما 15تا  5؛ هستنداسهال  بیماران مبتلا به

هستند  مرتبط شیگلایی هایاسهال در سراسر جهان با عفونت

د؛ دو نشومی میلیون مورد مرگ را شامل 1/1میان  از این که

-سال رخ می 5مرگ و میرها درکودکان زیر  سوم تمام این

 یها تجویز آنتعفونت بسیار متداول این هاید. از درماننده

 از آنتی رویه استفاده بی به (. با توجه10،11 است  بیوتیک

 هایدر کشور، شکست شیوع مقاومت ها و افزایشبیوتیک

از بر و دردسر سبسیار هزینه بیماران و متخصصین برای درمانی

 هایاز درمان توان بسیاریها می. با استفاده از پروبیوتیکاست

 کمدت با تغییر سب طولانیو در کرد  را متوق  بیوتیکی آنتی

 ایروده های عفونت این توان از ایجاد و پیشرفتمی ایتغذیه

 . لذا هدف از انجام اینکرد جلوگیری خصوص شیگلوزیسه ب

 لاکتوباسیلوس پلانتاریوم بر روی اثر مهاری بررسی مطالعه

 لعات دراتا بتوان با انجام مطبود در شیگلا  میزان تولید بیوفیلم

 بیوتیکآنتی جایگزین درمانی هایتر، رویگسترده سطح

 (.12،13  کرد مشخص درمانی بخش به کمک را برای تراپی

اند شده معرفی عنوان پروبیوتیک به از باکتری ها مختلفیگونه

و بیفیدوباکتریوم  لاکتوباسیل گونه آنها مربوط به ترینشایع که

 هایها در بیماریکاربرد پروبیوتیک امروزه مزیت .هستند

 هایمهار باکتری ویژه دستگاه گواری باعث ، بهسیستمیک

 باعث و همچنین مضر روده شده و التهاب روده را کاهش

شیوع  به (. با توجه14،15شوند  روده می فلورمیکروبی تعدیل

 به آن نسبت بیوتیکی تیان مقاومت و افزایش باکتری این بالای

 هایدرمان، مورد استفاده در بالین رایج هایبیوتیک آنتی

د. استفاده از نکننده باش ند بسیار کمکنتوامی حمایتی

 هایدرمان جدید برای از راهکارهای ها یکیپروبیوتیک

 در بسیاری عنوان درمان جایگزین استفاده به و حتی حمایتی

و  شکری که ایمثال در مطالعه . برایاستها انواع بیماریاز 

در ایران انجام دادند، نشان دادند  2017در سال  شهمکاران

 شده است از لبنیات جداسازی که پروبیوتیک هایسوی که

 هایسویه علیه و ضد باکتریایی تواند اثر ضد بیوفیلمیمی

 باشد. همچنین آتروژینوزا داشتهسودوموناس  داروی مقاوم به

ها با پروبیوتیک باکتری بعد از همکشتی آنها نشان دادند که
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 شده تحمل تشکیل تولید نشد و بیوفیلم باکتریوسینی هیچ

در دیگر  (. همچنین16،17 داشت  pHدر برابر تعییرات  کمی

بر  در فرانسه 2006در سال  شو همکاران تیئن که ای مطالعه

با  تلیال آلوده شده با شیگلا که اپی هایسلول روی

 مجاورت داده شده اند نشان دادند که لاکتوباسیلوس کازتی

تولید  القای کاهش ها میتواند باعثپروبیوتیک وجود این

تولید  هایبیان ژن و کاهش التهابی پیش هایسایتوکاین

 هم مطالعه این تایج. نشیگلا شده است کننده ادهسین

بعد  نشان دهد که شو همکاران تیئن همانند مطالعه توانست

لاکتوباسیلوس  در مجاورت باکتری باکتری این قرار گیری

و  اتصالی فاکتورهای مربوط به هایپلانتاروم میزان بیان ژن

 است یافته کاهش دارییمعن شکل نیز به باکتری بیوفیلم

و  Xu 2016در سال  که ای(. در دیگر مطالعه20-1٨ 

شیگلا انجام  تولید بیوفیلم بر روی در کشور چین شهمکاران

غیر  هایتواند فنوتیپمی باکتری این شان دادند کهدادند، ن

تولید کند.  LPSتولید انواع  واسطه را به از بیوفیلم معمولی

 deep-roughیا نوع  LPS شنختولید نوع  آنها نشان دادند که

قند  دارای فقط Coreیا  مرکزی قسمت در آن جز داخلی که

kdo  برابر  را چندین اتصالی تواند تولید فاکتورهایمیاست

 را با سلول برقرار کنند. این تریداده و اتصال محکم افزایش

 ل و پسسلول اپیتلیا به اتصال باکتری ابتدایی روند در مراحل

در  در واقع تواند بیشتر رخ دهد کهاز لیز سلول اپیتیال می

 باکتری بعد از آلوده شدن فرد به ساعت 24 الی 12ساعات 

 هایباکتری نشان داده شد که مطالعه باشد. در این می

بعد از  ساعت 24توانند در مدت لاکتوباسیلوس پلانتاروم می

 مربوط به هاییگلا میزان بیان ژنش با باکتری کشتی هم

 دهند کاهش دارییمعن شکل را به اتصالی تولید فاکتور های

 201٨در سال  شو همکاران علمداری که ای(. در مطالعه21 

ویبریوکلرا و  ها بر رویلاکتو باسیلوس تاثیر مهاری بر روی

ها با اکتریب این همکشتی شیگلا انجام دادند نشان دادند که

 تواند نقشلاکتوباسیلوس اسیدوفیلوس می مثل یپروبیوتیک

 مطالعه این چنین د. همباش داشته کننده و مهاری محافظت

 تهاجم کاهش د باعثنتوانها میپروبیوتیک این نشان داد که

 شکل را به تهاجم مربوط به هایها شوند و بیان ژنباکتری

نیز تایید  مطالعه این (. نتایج22( ندهد کاهش دارییمعن

-لاکتوباسیلوس پلانتاروم می هایپروبیوتیک کننده آن بود که

و  اتصالی فاکتورهای مربوط به هایبیان ژن کاهش توانند باعث

 د.نشیگلا شو بیوفیلم

 بیشتر استفاده از باکتری با هدف بررسی مطالعه این

عنوان درمان  توباسیلوس اسیدوفیلوس بهلاک پروبیوتیک

 استفاده از این نشان داد که باکتری این این برای حمایتی

 نشیگلا و همچنی مهار رشد باکتری تواند باعثمی پروبیوتیک

اتصال و تولید  فاکتورهای مربوط به هایبیان ژن کاهش

 ختواند پاسمی آن احتمالا در نتیجه شود که باکتری بیوفیلم

در کنار  درمان حمایتی عنوان یک را بهبود بخشد و به یدرمان

  .مورد استفاده قرار بگیرد پزشکی تجویز داروهای
 

 تشکر و قدرداني

ای بییا کیید اخییلا  اییین تحقیییق، برگرفتییه از پایییان نامییه

IR.IAU.PS.REc.1398.319  که تمام منشور اخلاقیی در است

گاه آزاد واحد علوم پزشیکی تهیران انجیام آن رعایت و در دانش

بدین وسیله مراتب سیپاس و قیدردانی خیود را از . گرفته است

، اعیلام میی کردنیدکلیه کسانی که در این پژوهش ما را یاری 

 .نماییم
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