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Abstract 

Listeria monocytogenes is a foodborne pathogen the cause of listeriosis that has long-term survival due to 

biofilm formation. This study aimed to investigate the efficacy of nisin 102 IU/ml, encapsulated nisin 

with chitosan and sodium alginate on biofilm formation and changing the expression level of genes 

related to biofilm formation. L. monocytogenes ATCC 19115 (serotype 4b) was treated by nisin 102 

IU/ml and microencapsulated nisin with chitosan and sodium alginate solutions. The effectiveness of 

nisin on cell survival was estimated by calculating the optical absorbance. After proving the presence of 

prfA, sigB, and agrA genes, the effect of 102 IU/ml nisin dilution on L. monocytogenes biofilm was 

investigated by the microtiter plate method. The expression level of prfA, sigB, and agrA genes was 

analyzed using real-time PCR methods (qRT-PCR). The inhibition rate of biofilm formation in L. 

monocytogenes by nisin 102 IU/ml was 57% at 37°C and pH 5.5. The maximum inhibition of biofilm 

formation was related to the simultaneous use of nisin 102 IU/ml with chitosan and sodium alginate at 

37°C and pH 5.5. Microencapsulated nisin with chitosan and sodium alginate can increase its 

effectiveness in preventing the biofilm formation of L. monocytogenes to 76% (p<0.0001). Nisin 102 

IU/ml decreased the expression level of prfA, sigB, and agrA by -2.313, -2.808, and -1.453-fold 

compared to the control (p<0.0001). Nisin only had significant inhibitory activity against L. 

monocytogenes biofilm. Microencapsulated nisin with chitosan and sodium alginate had high efficacy in 

preventing the biofilm formation of L. monocytogenes. 
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 چکیده

طالعه بررسی اثر هدف این ماز طریق تشکیل بیوفیلم دارد.  طولانیبقای طریق غذا است و  عامل لیستریوزیس منتقله از لیستریا مونوسایتوجنز

مرتبط با  یهانژبر تشیکیل بیوفیلم و تیییر سط  بیان سیدیم آلیینات با کیتوزان و  و نایسیین میکروکسسیوله شیده نایسیین IU/ml 214رقت 

ه میکروکسسولو نایسین  IU/ml 214نایسین  یلهوسبه b4 پیسروتا، ATCC 19115 لیستریا مونوسایتوجنز بود. لیستریا مونوسایتوجنزبیوفیلم در 

 یهاژنجود شد. پس از اثبات وبرآورد جذب نوری محاسبه سلولی از طریق  بقای بر اثربخشی نایسینتیمار شد.  سدیم آلیینات کیتوزان وبا 

prfA، sigB  وagrA نایسیین ، اثرIU/ml 214  یهاژنبیان  شد. تیییر بررسیبه روش میکروتیتر پلیت  لیسیتریا مونوسیایتوجنزبر روی بیوفیلم 

prfA، sigB  وagrA  با اسییتداده از روش ریل تایم(qRT-PCR) .درجه  33در دمای  لیسییتریا مونوسییایتوجنز میزان مهار بیوفیلم واکاوی شیید

سدیم  با کیتوزان و IU/ml 214نایسین  زمانهمبیوفیلم مربوط به استداده  مهاردرصد بود. بیشترین  53نایسیین توسیط  pH 5/5و  سیلسییو 

لم را به بیوفی مهارتوانست اثرگذاری نایسین در سدیم آلیینات  و کیتوزان بود. ریزپوشانی باpH  5/5و  درجه سیلسیو  33در دمای آلیینات 

و  -848/2، -313/2به میزان ترتیب به agrAو  prfA، sigB یهاژن انیکاهش ب موجب IU/ml 214 نایسین .(p>4441/4)درصید برسیاند  37

ایسین نداشت.  لیسیتریا مونوسایتوجنزدر برابر بیوفیلم  یتوجهقابلنایسیین فعالیت مهاری  .(>4441/4p) برابر نسیبت به کنترل شید -453/1

 IU/ml 214. نایسین بود لیستریا مونوسایتوجنزبیوفیلم مهار در  العادهفوقدارای یک اثربخشی  سدیم آلییناتکیتوزان و  میکروکسسیوله شده با

 شود. لیستریا مونوسایتوجنزهای درگیر در تشکیل بیوفیلم ژنبرخی تواند موجب کاهش بیان می

 ویرولانسمواد غذایی، ، سازیمیکروکسسوله ،تهاجم سلولی، ، لیستریوزیسپروبیوتیک :کلیدی هایواژه
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 مقدمه

زا در ایجاد مسیییمومیت در بدن هیای بیماریبیاکتری

ها در برخی صیینای  دارند و کنترل رشیید آنانسییان نقش 

 ، از اهمیت زیادی برخوردار استصنای  غذایی همچون

(Abebe et al., 2020; Ramaswamy et al., 2007). 

 زاییارییمبهای یکی از باکتری لیسییتریا مونوسییایتوجنز

های مختلف وجود دارد طور وسی  در محیطهاست که ب

ویرولانس همچون توانایی ایجاد  عواملعلت داشتن و به

توانییایی  چنین همبیوفیلم در سیییطو  و مواد غیذایی و 

 Rossi et) حرکت، مورد توجه محققان قرار گرفته است

al., 2008). قله از منتیک پاتوژن  لیسیتریا مونوسایتوجنز

 در ییهوبههای شییدید اسییت که باعب بیماریطریق غذا 

 Hernandez-Milian) شییودافراد دارای نقص ایمنی می

and Payeras-Cifre, 2014). 

های تجمعی از رشیید سییلول وانعنبهتواند بیوفیلم می

میکروبی بر روی یک سییط  غیرزنده یا زنده که توسییط 

ها مواد پلیمری احاطه گردیده است تعریف شود. بیوفیلم

ها و های متصیل شده به سلولنقش محافظتی در باکتری

فرآیند ی کیه این امر موجیب دشیییوار سیییطو  دارنید

و  وریبهرهباعب کاهش  نهایت درگردد و گندزدایی می

 معمولاً. (Salama et al., 2016) شودمی هاهزینهافزایش 

ی زایهییا دربرگیرنییده عوامییل میکروبی بیمییاریبیوفیلم

تواند منب  اصیییلی آلودگی در سیییطو  هسیییتند که می

 خطرد کیه باعب افزایش نیفرآوری مواد غیذایی بیاشییی

های غذایی آلودگی محصیییولیات غذایی و مسیییمومیت

 .(Galie et al., 2018) گرددمی

هیای مورد اسیییتدیاده برای کنترل ییا حذف فنیاوری

آلودگی میکروبی سیییطو  در صییینیای  غذایی شیییامل 

عوامل شییییمیایی )مانند کلر، ید، ترکیبات  یریکیارگبیه

و اسیید پراکسی استیک(، باکتریوسین  آمونیوم چهارتایی

 نندهیدکتولهای با باکتری زمانهممانند نایسیین و کشت 

 وجودین ا با .(Cabeça et al., 2012) نایسییین اسییت

 مؤثر یهاکنندهحذفعوامل شیییمیایی که ممکن اسییت 

 یوفیلمبگیری از شکل لزوماًباشیند ممکن اسیت  بیوفیلم

 .(Xihong Zhao et al., 2017) جلوگیری نکنند

جلوگیری از آلودگی در صنای  غذایی  یهاراهیکی از 

 توسییط برخی یدشییدهتول یهااسییتداده از باکتریوسییین

ها اسیییت که پستیدهای ییییدمیکروبی هسیییتند باکتری

(Balciunas et al., 2013) یدولت. نایسین که باکتریوسین 

ر اسییت د لاکتوکوکو  لاکتیسهای توسییط سییویه شییده

حال حایییر تنها باکتریوسییین مجاز با کاربرد تجاری در 

تواند از می که (Rahmati, 2017)ت صیینای  غذایی اسیی

 Sen and) های گرم مثبت جلوگیری کندرشییید باکتری

Ray, 2019).  با نانوذرات ریزپوشانیبرخی مطالعات اثر 

اند را در ماندگاری و بهبود عملکرد نایسین گزارش کرده

تواند در جلوگیری از تشیییکیل بیوفیلم میکروبی کیه می

 Lopes et al., 2019; Maresca et) باشیید مؤثربیشییتر 

al., 2016; Martinez et al., 2016; Were et al., 

محافظت از نایسین در برابر فعالیت پروتئازی و . (2004

نایسین، دو مکانیسم اصلی اثربخشی  یآزادسازدر  یرتأخ

 ,.Martinez et al) دنباشنایسین می سازیمیکروکسسوله

2016; Pisano et al., 2015). 

 یبرا دیجد یکردهایتوسییعه رو یظهور نانوتکنولوژ

 است. کرده یرپذرا امکان یکروبیییدم یدهایپست لیتحو

نانو متشییکل از نانوذرات مختلف  لیتحو یهاسییتمیسیی

 یبرا توانندیفلز( م و دراتیکربوه د،یسیل مر،یپل میاننید)

در  ییییدمیکروبی یدهاییپست نیهیدف قرار دادن مؤثر ا

. برخلییاف رنییدیقرار گ یبردارآلوده مورد بهره زبییانیم
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انو فرموله شده ن یهانیوسییآزاد، باکتر یهانیوسییباکتر

 یداریو پا یدمیکروبی تیاز فعال تریی وس فیط یدارا

در بخش مواد  .(Fahim et al., 2016)هسییتند  یبالاتر

ر محافظت د ها،نیوسیییباکتر یسییازنانوکسسییوله ،ییغذا

 نیتضییم را کیتیپروتئول یهامیتوسییط آنز بیبرابر تخر

ها را در آن ییییدمیکروبی تیفعال ی وداریپا و کنیدیم

ود بهب ییغذا عامل فسییاد مواد یهاسییمیکروارگانیبرابر م

جامد  یدیسینانوذرات ل .(Brandelli, 2012) بخشییدیم

(Solid Lipid Nanoparticlesمیی )د از نییتییوانییی

 تیعالند و فنمحافظت ک بیها در برابر تخرنیوسیییباکتر

 شیافزا یتریمدت طولان یها را براآن ییایییییدبیاکتر

 .(Feng and Mumper, 2013)دهد 

)در گروه نییایسیییین  جملییه از هییایوسیییینبییاکیتر

ن از طریق کاهش و افزایش بیا توانندیمها( بیوتیکیلیانت

 زایییماریب، میزان هایباکترمرتبط با ویرولانس  یهاژن

 کی prfA. ژن (Good et al., 2016) را کنترل کنند هاآن

 ایتوجنزمونوسییلیسییتریا  زاییبیماری یدیکل کننده میتنظ

 دماهای باکتری در رشیید توانایی و تنظیم کنندهاسییت 

 ,.Chaturongakul et al) است سیختپایین و شیرایط 

2008; Good et al., 2016). تنظیمی فییاکتور پروتئین 

که این  شودمی رمزگذاری prfA توسطA (PrfA )مثبت 

 یهاژن از بسییییاری رونویسیییی کننیدهیمتنظ ینپروتئ

 لیستریا مونوسایتوجنز زایییماریبو  حدت ییروری در

لیسیییتریییا  ییتیوانییا .(Good et al., 2016) اسییییت

 طیرااز ش یاریمقاومت در برابر بس یبرا مونوسیایتوجنز

 گمایبه فعال شییدن فاکتور سیی ینامطلوب تا حد یطیمح

(B که توسط ژن )sigB شده است نسبت داده  یکدگذار

 agrABCD یهاژن .(Pinheiro et al., 2018) شده است

تریا لیسییدر  بیوفیلم تشییکیل و زایییماریب تهاجم، در

 شییده داده نشییان کهیحال در. دارند نقش مونوسییایتوجنز

 رتبطم بیوفیلم تشکیل با سییسیتم این یهاژن که اسیت

 شییده انجام زمینه این در محدودی تحقیقات اما هسییتند

 بررسییی مامطالعه . هدف (Gray et al., 2021) اسییت

با کیتوزان، سییدیم آلیینات و نایسییین  ریزپوشییانینقش 

جلوگیری از در  نییانوذرههر دو  زمییانهماثر  چنین هم

ریا لیسیییتوسییییله هتشیییکیل شیییده ب بیوفیلمتشیییکیل 

 رهاشییا ژنسییه بیان میزان آن در  یرتأثو  مونوسییایتوجنز

 .بوددخیل در تشکیل بیوفیلم  شده

 

 هاروشمواد و 
 باکتریایی نمونه یسازآماده-

 لیسیییتریا مونوسیییایتوجنزدر این مطالعه از سیییویه 

ATCC 19115  سیروتایپ(4b جدا شیده از سوسیس )

در بانک میکروبی دانشییگاه علوم پزشییکی ایران استداده 

بعدی، سییویه  هاییشآزمادر  یبرداربهره منظوربهشیید. 

درجه سلسیو  در محیط کشت  -84میکروبی در دمای 

 :Brain Heart Infusion agar)آگار  میز و قلب عصاره

BHI) (Merck ،Germany هیمراه بییا )درصیییید  24

(، Merck ،Germanyحجمی گلیسیییرول )-حیجیمیی

نگهداری گردید. جهت بررسییی اثر بازدارندگی نایسییین 

 ،agrAو  prfA، sigBروی بیوفیلم بیاکتری و میزان بیان 

ها در محیط کشییت تریستون سییوی باکتری یسییازآماده

 Oxoid ،United) (Tryptone Soy Broth: TSB)براث 

Kingdom(تریگرم در ل 5) مخمرمراه با پودر عصاره ( ه 

ساعت انجام  24مدت بهدرجه سیلسییو   33در دمای 

 شد.
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 های نایسین، سدیم آلژینات و کیتوزانمحلول یسازآماده-

گرم پودر نایسیین  1/1نایسیین،  یسیازآماده منظوربه

 لیتریلیم 14( در Sigma-Aldrich ،USAدرصییید ) 5/2

( Merck ،Germanyمول بر لیتر ) 42/4اسید کلریدریک 

از  مای  سیییطحیجداسیییازی  منظوربیهحیل گردیید و 

 5244سییانتریدیوژ ) دو باردقیقه،  14مدت بهرسییوبات 

 IU/ml 414با غلظت  یاستوک اصلدور در دقیقه( شید. 

( با IU/ml 144نایسین ) 214و سسس رقت  آمددسیت به

مد. آدست بهاسیتداده از رقت سازی با آب مقطر استریل 

جهت  آمده دسییتبه( IU/ml 144) 214 یسیییننامحلول 

درجه سیییلسییییو  در  4مرحله ریزپوشیییانی در دمای 

گرم  4یخچال نگهداری شیید. برای تهیه محلول کیتوزان 

 24با  (Sigma-Aldrich ،USA)کیتوزان سییبک مولکول 

آب مقطر اسییتریل ترکیب شد و با کاغذ واتمن  لیتریلیم

جهت اسیییتریلیزاسییییون در اتوکلاو  یتاًنهافیلتر شییید و 

درجه سییلسیو  قرار  121دقیقه و در دمای  15مدت به

محلول  یسییازآماده. جهت (Rahmati, 2020)داده شیید 

، Sigma-Aldrich) آلیینات گرم سدیم 5سدیم آلیینات، 

USA)  آب مقطر اسیتریل اییافه شد و  لیتریلیم 144به

درجه  25بعید از اسیییتریلیزاسییییون با اتوکلاو در دمای 

از محلول  لیتریلیم 5سیلسیو  نگهداری شد. با ترکیب 

 5 چنین هم ات ولیتر از سدیم آلیینیلیم 24نایسیین در 

از کیتوزان  لیتریلیم 34از محلول نیایسیییین در  لیتریلیم

هیای تیذیه اولیه در مراحیل قبیل، محلول شیییده آمیاده

ها انجام شد و آمد که عملیات تخلیه گاز در آندسیت به

درجه سییلسیو  استریل  121دقیقه در دمای  15پس از 

 شدند.

 

 

 با سدیم آلژینات و کیتوزان نیسیناریزپوشانی محلول  -

ریزپوشیانی نایسین با استداده از دستگاه انکسسولاتور 

B-395 Pro (Buchi ،Switzerland)  مجهز به یک نازل

میکرومتری انجییام شییید. برای  84و پمییپ سیییرنیی  

ین مطالعات پیش یدتائریزپوشیانی نایسین، از روش مورد 

و تنها تیییرات  (Mauriello et al., 2005)اسییتداده شیید 

مخلوط در سیییرنیی   نیاکمی در آن اعمییال گردییید. 

به محدظه پالس گذاری دسییتگاه وارد  شیید و یبارگذار

گردیید تیا فرم مورد نظر را از طریق یک نازل تشیییکیل 

 :از بود مورد اسییتداده عبارت یزپوشییانیر طیشییرا دهد.

 فرکانس ارتعاش قه،یدر دق لیتریلیم 21/2 یانجرسرعت 

بر  طیشیییرا نیا ولت. 254 ولتاژ الکترودو هرتز  2444

با  هیاول هاییشآزمادر  آمده دسیییتبه جیاسیییا  نتیا

 ، انتخییاب گردییید.مختلف انجییام شییییده یکییاربردهییا

 شدن قطرات سختاز  نیسینا یحاو یهاکروکسسیولیم

مول  5/4محلول کلرید کلسیم استریل ) لیتریلیم 144در 

درجه  25و دمای  pH 7( با Merck ،Germanyبر لیتر( )

دور در  3444یدیوژ )رسییلسیییو  )دمای اتاق( و سییانت

تا زمان تعلیق ذرات این مرحله آمدند. دسیییت بهدقیقه(، 

ادامه یافت و محلول  هاکروکسسیییولیشیییدن م یننشیییته

حجم  لیتریلیم 34 قطرات دور ریخته شد تا کنندهسخت

 یاندازه و مورفولوژ نهایی میکروکسسییول حاصییل شیید.

ی ورن کروسییکو یم با اسیتداده از کروکسسیولیسیط  م

Axio Star Plus (Carl Zeiss ،Germany ) زایس مدل

 ذکرصییورت پذیرفت. تمامی مراحل  244 ییبا بزرگنما

جداگانه برای سدیم آلیینات  صورتبهبرای نایسین  شده

و کیتوزان اجرا شیید تا ریزپوشییانی توسییط دو نانوذره 

 .(Mauriello et al., 2005) مختلف بررسی شود
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شانی با نایسین ریزپو لیستتریا مونوستایتوجنزتیمار  -

 شده

لیسیییتریا سیییاعته جوان  24در این مرحلیه کشیییت 
با عصاره  شدهیغن TSBدر محیط کشت  مونوسیایتوجنز

میکرولیتر از آن به محیط کشت  144مخمر استداده شد. 

TSB  نهایت درحاوی یک درصد گلوکز ایافه گردید و 

از  IU/ml 214رقت  یرتأثمنظور بررسی ورتکس شید. به

نایسیین ریزپوشیانی شده با سدیم آلیینات و کیتوزان بر 

 خانه 27های از پلیت ،لیسیییتریا مونوسیییایتوجنزبیوفیلم 

 هیتهمیکرولیتر از محیط کشت  144اسیتداده شید. مقدار 

 سلول CFU/ml 314حاوی باکتری که دربرگیرنده  شیده

از  IU/ml 214ها ایییافه گردید و با رقت بود به چاهک

از چاهک ( مورد تیمار قرار گرفت. IU/ml144 نایسین )

چاهک  از عنوان کنترل مثبت وهب نیسییییبدون نا یباکتر

با عصیییاره مخمر و یک  شیییدهیغن TSB طیمح یحاو

هت د. جاسییتداده شیی یکنترل مند عنوانبهدرصیید گلوکز 

در  چاهک تکرار 3 ی هر آزمایشبراحصیییول اطمینان، 

در دو  اسیییونانکوبسییاعت  24از نظر گرفته شیید. پس 

دور ریخته  مای  رویی، درجه سیلسیو  33و  25دمای 

 ز محلولا یکرولیترم 254بار با  سیییهها و چاهک شییید

 (Phosphate-Buffered Saline: PBS)فسییدات  نمکی

(Sigma-Aldrich ،USA) های منظور حیذف باکتریبیه

در ادامه جهت تثبیت  .شدندشیستشو داده اتصیال نیافته 

مقدار ها پس از خشییک شییدن، ها در کف چاهکسییلول

درصییید برای هر چیاهک  22از متیانول  تریکرولیم 244

 244ها با چاهکدقیقیه اسیییتدیاده گردید.  24میدت بیه

 قهیدق 14 یدرصییید برا 1/4 ولهیوسیییتالیکر تریکرولیم

 تریکرولیم 244و  هیرن  تخل ازآنپسشدند.  یزیآمرن 

ها ایافه به چاهک دقیقه 34مدت به درصد 25از اتانول 

ها از دستگاه . در مرحله پایانی جهت شمارش سلولشید

، ایالات متحده ELx-808 (Bio-Tekالیایزا رییدر میدل 

 ریتأثنانومتر اسیییتداده گردید.  525امریکا( در طول موج 

نایسییین ریزپوشییانی شییده با سییدیم آلیینات و کیتوزان 

دو  در بر کیدیت بیوفیلم زمانهمصیییورت جداگانه و به

دو  چنین همدرجه سلسیو  و  33و  25دمای متداوت 

pH  ساعت مورد  24پس از گذشیت  5/7و  5/5مختلف

ها بررسی قرار گرفت. جهت تنظیم اسیدیته درون چاهک

 از اسییییدکلریدریک )دیجی شییییمی، ایران( و پتاسییییم

 pHآزماپلاست، ایران( و  )اوج یک درصید هیدروکسیید

درصییید متر )طیب آزما، ایران( اسیییتداده گردید. میزان 

تشییکیل بیوفیلم و درصیید ممانعت از تشییکیل توسییط 

 .(Liu et al., 2020) فرمول زیر محاسبه گردید

 

 میزان جذب نوری نمونه کنترل / میزان جذب نوری نمونه = درصد تشکیل بیوفیلم × 144

 = درصد مهار بیوفیلم 144 -درصد تشکیل بیوفیلم 

 

 لیستریا مونوسایتوجنزدر  هاژن وجود یدتائ-

 Sمورد مطالعه از ژن  هیسیییو یینهیا دیییجهیت تیأ

rRNA17 .در مرحلییه ابتییدایی کلونی  اسیییتدییاده شییید

 DNAکشیییت داده شییید و  TSAبیاکتریایی در محیط 

جهت  ATCC 19115 لیسیییتریا مونوسیییایتوجنزژنومی 

و  prfA، sigB یهاژنشییناسییایی وجود و یا عدم وجود 

agrAبا اسییتداده از کیت ،High Pure PCR Template 

Preparation Kit  (Roche ،Germanyبررسییی )  .شیید
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 National) از بییانییک داده مرهییایمربوط بییه پرا یتوال

Center for Biotechnology Information) NCBI  به

 ندشیید یطراح Primer 3و  Oligo 7 یافزارهانرمکمک 

 یتریکرولیم 25 ییحجم نهییا یکل طوربییه(. 1جییدول )

 PCR masterاز  تریکرولیم 5شامل  PCRواکنش  وبیت

mix 5X ی( حاورانیکلون، انای)سیییMgCl2 (3 mM) 

،Taq DNA polymerase (0.08 U/μl) ،dNTPs (0.4 

mM)   8/4غلظییت ) مریاز هر پرا تریکرولیمی 5/4و 

نانوگرم(  14) الگو DNA از تریکرولیم 5/4، (مولارکرویم

 سیییکل 35برای  لیاسییتر زهیونیآب د تریکرولیم 5/18و 

 25هر سییییکل شیییامل یک دقیقه در دمای  مراحل .بود

 75ثانیه در دمای  45درجه سیلسیو  برای واسرشتگی، 

درجیه سیییلسییییو  برای اتصیییال پرایمرهیا و مرحله 

درجه سلسیو  بود.  32ثانیه در  54مدت بهسازی طویل

اوی ح ژل الکتروفورز در پایان محصول نهایی واکنش با

 مورد بررسی قرار گرفت.درصد آگار  5/1

 RNAجداسازی  -

ها در سیییلول یزیآمرن مراحل تشیییکیل بیوفیلم و 

ای مجدد انجام گردید با این تداوت خانه 27های چاهک

از نایسین بدون  IU/ml 214که در این مرحله فقط رقت 

 Highبا استداده از  ریزپوشیانی اسیتداده شید. گونهیچه

pure RNA isolation kit (Roche ،Germany و )

 8، 4، 4در چهار بازه زمانی  RNAدستورالعمل مربوطه، 

سییاعت اسییتخراج گردید. برای تعیین صییحت و  24و 

 ژل الکتروفورز از ،اسیتخراج شده RNAکیدیت تخلیص 

و برای سییینجش غلظت و خلوز از  درصییید آگیار 1

ایالات ، 7444Q (Quawellاسیییسکتروفتومتر نیانودرا  

 آنزیمدر مرحله بعد،  .اسیییتدیاده شیییدمتحیده آمریکیا( 

DNase نمونه به RNA یهامولکول تا شد ایافه DNA 

 در جداشییده RNA .کند حذف را بالقوه شییدهاسییتخراج

 .شد نگهداری سلسیو  درجه -84 دمای

 cDNA سنتز -

 هییاینمونییهاز  تریکرولیم cDNA ،2جهییت سییینتز 

 دی با شده تیمار آب تریکرولیم RNA، 14شیده تخلیص

-Diethyl pyrocarbonate (DEPC)) پیروکربنات اتیل

treated water)  بییدونRNase  پرایمر  تریکرولیم 1و

18DtOligo   طبق دسیییتورالعمییل(Roche ،Germany )

Transcriptor First Strand cDNA Synthesis Kit  در

و در دمای  مخلوط شییدند RNase freeی هاوبیکروتیم

 دقیقه انکوبه گردیدند. 5مدت بهدرجه سییلسیییو   74

 یخ روی سرعت به دقیقه 3مدت به هامیکروتیوب سسس

حاوی  X5 واکنش بافر میکرولیتر 4سییسس  .گرفتند قرار

 میکرولیتر 2 ،(Dithiothreitol: DTT) تیییوتریتولدی

dNTPs، 5/4 مهارکننده میکرولیترRNase  میکرولیتر 1 و 

 موشیییی لوسیییمی ویرو  معکو  برداررونوشیییت
Maloney Murine leukemia virus reverse 

transcriptase (M-MLVRT (200 U/µl)) یآرامبه نیز 

 هامیکروتیوب سییسس. شیید ایییافه واکنش مخلوط به

 قرار سییلسیییو  درجه 42 دمای در سییاعت 1مدت به

 در هامیکروتیوب دادن قرار با واکنش ،نهایت در. گرفتند

. شد تکمیل دقیقه 3مدت به سیلسییو  درجه 25 دمای

-Bio) حرارتی در چرخاننده cDNA سیینتز یهاواکنش

Rad, T100™ Thermal Cycler) T100™ شیید انجام .

 سیلسیو  درجه -24 دمای در واکنش نهایی محصیول

 شد. نگهداری

 هاسنجش بیان ژن -

از روش  مطالعه نیدر ا هاژن بیان برای سنجش میزان

Real-Time PCR مّی ک(qRT-PCR) نیبرگریو رن  سا 
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مربوط به  یتوال. دیشیییناسیییاگر اسیییتداده گرد عنوانبه

 National) بیوتکنولوژی هایداده ملی مرکزاز  مرهایپرا

Center for Biotechnology Information: NCBI ) به

 ندشیید یطراح Primer 3و  Oligo 7 افزارهاینرمکمک 

 یاز تییداخییل در بررسییی یریجلوگ یبرا(. 1)جییدول 

به  نیبرگریو اتصال سا یجادشییدهافلورسیانس  یهاکیپ

DNAصورتبههر نمونه  یمختلف، برا یارشته دو یها 

 ودکنترل در  نترنالیهدف و ا یهاژن انیب زانیجداگانه م

 CT. سسسانجام شید زمانهم صیورتبهمختلف  وبیت

(Cycle Time)  هاژنبرای هر کدام از  آمدهدسیییت به 

 و سییهیمقا براتوریبا نمونه کال Rotor geneتوسییط برنامه 

 IU/ml نیسیاثر نا زانیمطالعه م نیدر ا .شیدندمحاسیبه 
بر  نییانوذره گونیهیچهبییدون ریزپوشیییانی و بییدون  214

 لیکه در تشک agrAو  prfA ،sigBسه ژن  انیب راتییتی

نقش  ATCC 19115 لیسیییتریا مونوسیییایتوجنز لمیوفیب

در مرحله پایانی جهت قرار گرفت.  یدارنید مورد واکاو

مقایسیییه میزان تیییرات بیان سیییه ژن مورد مطالعه با و 

 Universal  TMiTaqاجرا و از PCR-qRTبدون نایسین، 

SYBR Green Supermix 2X (Bio-Rad) عیینوانبییه 

 24شییناسییاگر اسییتداده گردید. تیوب واکنش در حجم 

 1میکرولیتر آب مقطر دیونیزه،  13 میکرولیتر شیییامییل

میکرولیتر از هر ییک پرایمرهای  cDNA ،5/4میکرولیتر 

سییییکل  45در  X2میکرولیتر مسیییترمیکس  5واکنش و 

درجه سلسیو  جهت نگهداری،  25دقیقه در  14شامل 

 34و درجه سلسیو  برای مرحله ذوب  25ثانیه در  15

 و تکثیر درجه سیلسییو  برای اتصال 74ثانیه در دمای 

و عدم وجود  هیثانو یسیییاختارها یجهت بررسیییبود. 

 Oligo Analyzer افزارهاینرماز  ناخواسته یسیاختارها

واکنش زنجیره دو  یتاًنها. دییاسیییتدیاده گرد BLASTو 

 یهجزتمورد  واکیبه روش ل جیو نتا مرتبیه تکرار گردید

 .(Livak and Schmittgen, 2001) قرار گرفت تحلیل و

 
 حایر پرایمرهای مورد استداده در مطالعه .(1)جدول 

 منبع (C°دمای اتصال ) (bpاندازه محصول ) توالی ژن هدف

prfA (Forward) ATGAACGCTCAAGCAGAAGA 132 74 

 حایر مطالعه

prfA (Reverse) CGAAAGCACCTTTGTAGTATTG 
sigB (Forward) GATGATGGATTTGAACGTGTGAA 128 74 
sigB (Reverse) CGCTCATCTAAAACAGGGAGAAC 
agrA (Forward) ATGAAGCAAGCGGAAGAAC 112 73 
agrA (Reverse) TACGACCTGTGACAACGATAAA 
16S rRNA (Forward) ACCGTCAAGGGACAAGCA 158 73 
16S rRNA (Reverse) GGGAGGCAGCAGTAGGGA 

 

 آماری تحلیل و یهتجز -

 افزارهاینرم از استداده با نتایج تحلیل و یهتجز
Graphpad Prism version 9 (GraphPad Software, 

USA) ،SPSS (SPSS Inc., Chicago IL, USA) و 

 شده انجام( Microsoft Corporation, USA) اکسل

 هولمیکروکسس نایسین بین معناداری تخمین برای .است

 رد بیوفیلم تشکیل در دخیل هایژن بیان کاهش و شده

 آماری تحلیل واریانس یهاآزمون، لیستریا مونوسایتوجنز

 (Tukey test)و توکی  (One-way ANOVA) طرفهیک

 شد. استداده
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 هایافته

 لیستریا مونوسیتوژنزنوری در  جذب کمترین میزان

تیمار شده با سدیم آلیینات و کیتوزان مربوط به 

 هر دو سدیم با IU/ml 214نایسین با رقت  ریزپوشانی

 5/5سلسیو  و  درجه 25کیتوزان در دمای  و آلیینات

pH  جذب بود. بیشترین میزان 388/4±417/4به میزان 

 درجه 33 دمای ریزپوشانی در بدون نوری نایسین

 شکل .بود 725/1±424/4 میزان به pH 5/7و  سلسیو 

یمار بدون ت لیستریا مونوسیتوژنزی جذب نور زانیم (1)

بدون  IU/ml 214(، نایسین با رقت نمونه کنترل)

م پوشانی نایسین با سدییزو ر ریزپوشانی )حالت نرمال(

با هر دو در  زمانهمتیمار  چنین همآلیینات، کیتوزان و 

یستریا ل لمیوفیب لیاز تشک یریدر جلوگ IU/ml 214 رقت

را نمایش  متداوت یطیمح طیدر شرا مونوسایتوجنز

ی مشخص کرد که بین توک یآزمون آمار جینتا دهد.می

ریزپوشانی شده با  نایسینهای میزان جذب نوری گروه

ریزپوشانی شده با سدیم آلیینات  نایسینکیتوزان و 

اختلاف میانگین آماری اختلاف معناداری وجود نداشت. 

ریزپوشانی  ، نایسینIU/ml 214در میان کنترل و نایسین 

( 2)دو در شکل  شده با کیتوزان، سدیم آلیینات و هر

 شده است. ارائه

 

 
 بدون ریزپوشانی، نایسین ریزپوشانی IU/ml 214بدون تیمار )کنترل( و تیمار شده با نایسین  لیسیتریا مونوسیایتوجنز مقایسیه میزان جذب نوری .(1)شیکل 

 ****؛ (SD)نشییان دهنده انحراف معیار  Error Barمختلف.  اسیییدیته و دمایی شییرایط درزمان طور همبههردو  سییدیم آلیینات و نانوذرات کیتوزان، با شییده

 >p 4441/4 دهندهنشان
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 بدون IU/ml 214نایسین  با شده تیمار و( کنترل) تیمار بدون لیستریا مونوسایتوجنزدر میان  نوری میانگین اختلاف و تداوت آماری جذب .(2)شکل 

نشان  Error Bar. (Tukey's HSD)با استداده از آزمون توکی  زمانطور همبه هردو و سدیم آلیینات کیتوزان، نانوذرات با شده ریزپوشانی نایسین ریزپوشانی،

 عدم معناداری دهنده نشان p ،ns>45/4 دهنده نشان *، p>441/4دهنده  نشان ***، p>4441/4 دهندهنشان ****، (SD)دهنده انحراف معیار 

 

 ایسینن یلهوسبه لیستریا مونوسایتوجنز لمیوفیب

 کیتوزان در و آلیینات هر دو سدیم با ریزپوشانی شده

درصد  35به میزان  pH 5/5سلسیو  و  درجه 25دمای 

لیستریا  لمیوفیبتشکیل  چنین همکاهش یافت. 
هر دو  اب ریزپوشانی شده نایسین یلهوسبه مونوسایتوجنز

و  سلسیو  درجه 33 دمای کیتوزان در و آلیینات سدیم

5/7 pH  میزان  کهیحال دردرصد مهار شد.  31به میزان

 IU/mlین توسط نایس لیستریا مونوسایتوجنز لمیوفیبمهار 
درصد و  55(، pH 5/5و  سلسیو  درجه 25 )دمای 214

و  سلسیو  درجه 33در دمای ) IU/ml 214نایسین 

5/7pH  ،)52 .ستریا لیتشکیل بیوفیلم  درصد درصد بود

ین (، تیمار شده با نایسکنترلبدون تیمار ) مونوسیتوژنز

IU/ml 214  پوشانی نایسین با یزو ربدون ریزپوشانی

نشان داده  (3) شکلدو در  سدیم آلیینات، کیتوزان و هر

ده ریزپوشانی ش شده است. بر اسا  این نتایج، نایسین

با سدیم آلیینات، کیتوزان و هردو موجب کاهش 

ا لیستریمعناداری در میزان جذب نوری و مهار بیوفیلم 
نتایج آزمون آماری تحلیل (. >4441/4pشد ) مونوسیتوژنز
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و  کنترل بین way ANOVA)-(One طرفهیکواریانس 

ریزپوشانی شده با کیتوزان،  نایسین، IU/ml 214نایسین 

 pHسدیم آلیینات و هردو در شرایط مختلف دمایی و 

جود معناداری و اختلافدر جلوگیری از تشکیل بیوفیلم 

 (.>4441/4p) دارد

 

 
نانوذرات  با شده و نایسین ریزپوشانی IU/ml 214بدون تیمار )کنترل( و تیمار شده با نایسین  لیستریا مونوسایتوجنز بیوفیلم تشکیل درصد .(3)شکل 

 دهنده ؛ **** نشان(SD)نشان دهنده انحراف معیار  Error Barمختلف.  اسیدیته و دمایی شرایط درزمان طور همبههردو  و آلیینات سدیم کیتوزان،

4441/4 p< 

 

 شده یجادا های CTمحاسبه میزان اختلاف در  پس از

 هاینمونه( و 16S rRNA)ژن نسبت به اینترنال کنترل 

رقت بدون ریزپوشانی،  IU/ml 214 نیسینا باتیمار شده 

IU/ml 214 ر ه انیکاهش ب موجبمورد استداده  نایسین

 ،prfAی هاژن. سط  بیان شد agrAو  prfA، sigBژن  سه

sigB  وagrA و  -848/2، -313/2به میزان ترتیب به

 (.2)جدول  کاهش یافت -453/1

 
لیستریا  بیوفیلم تشکیل در مؤثرهای ژن (Expression level)و سط  بیان  (Fold change)فولد چینج . (2)جدول 

 IU/ml 214در حضور نایسین  مونوسایتوجنز

 prfA sigB agrA ژن هدف

SD ± 4/4±454/375 4/4±423/143 4/4±413/241 فولد چینج 

SD ± 4/1±247/453 -4/2±223/848 -4/2±425/313 سط  بیان- 
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-One) طرفهیکآماری تحلیل واریانس آزمون  جینتا

way ANOVA) نیب یدارینشان داد که ارتباط معن 

 لیدخ یهاژن انیکاهش بو  IU/ml 214 نیسیاز نا استداده

جود دارد و لیستریا مونوسایتوجنز در لمیوفیب لیشکدر ت

(4441/4p<). ه های مورد مطالعنتایج تیییر سط  بیان ژن

در مقایسه با نمونه  IU/ml 214 نیسیناپس از تیمار با 

ون به پس از نرمالیزاسی لیستریا مونوسایتوجنزکنترل در 

ارائه  (4)شکل در  16S rRNAکمک ژن کنترل داخلی 

 شده است.

 

 
ریا لیست در تشکیل بیوفیلم های مرتبط بانایسین بر میزان سط  بیان ژن IU/ml 214رقت . اثر (4)شکل 

 >p 4441/4 دهنده ؛ **** نشان(SD)نشان دهنده انحراف معیار  Error Bar. مونوسایتوجنز

 

 گیریبحث و نتیجه

یی حدود تنهابه IU/ml 214نایسین  حایر در مطالعه

 توجنزلیستریا مونوسایدرصد مان  از تشکیل بیوفیلم  54

 یلهوسبهمیکروکسسوله  IU/ml 214شد. حال نایسین 

درصدی را  54سدیم آلیینات و کیتوزان این ممانعت 

. این نتایج (>4441/4p)درصد افزایش داد  24حدود 

 زمانمهیله تیمار وسبهیت ریزپوشانی نایسین پراهمنقش 

جلوگیری  مطالعهاین در  دهد.یمبا هر دو محلول را نشان 

وسط نایسین ت لیستریا مونوسایتوجنزاز تشکیل بیوفیلم 

پوشانی شده با سدیم آلیینات و نایسین ریزپوشانی ریز

 pH 5/5سلسیو  و  درجه 33شده با کیتوزان در دمای 

و  25نشان داد که دماهای  حایربرابر بود. مطالعه  5/7و 

اثر  5/7و  pH 5/5 چنین همدرجه سلسیو  و  33

یی و تنهابه IU/ml 214ی بر اثربخشی نایسین توجهقابل
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ند. سدیم آلیینات و کیتوزان نداشت یلهوسبهمیکروکسسوله 

بالاترین اختلاف شرایط محیطی از نظر بازدهی نایسین در 

ا لیستریمربوط به  جلوگیری از تشکیل بیوفیلم

بدون  IU/ml 214مربوط به نایسین  مونوسایتوجنز

ریزپوشانی و نایسین ریزپوشانی شده با هردو سدیم 

( و pH 5/5رجه )با د 25آلیینات و کیتوزان در دمای 

 درصد بود. 4( به میزان pH 5/7درجه )با  33دمای 

ک، اندازه کوچدلیل بهنایسین  جمله ازها نیوسیباکتر

 ستیو ز یسازگارستیز ک،یمونوژنیاریغ تیماه

 یبرا کننده دواریام ینیگزیجا ،یریپذبیتخر

ها وه آنبالق یاجرا ی، براحالینا باهستند.  هابیوتیکیآنت

 ت،یالحل جمله از یمسائل مختلد ،یاستداده پزشک یبرا

در  دیو تول یسازخالص، pHمختلف  ریدر مقاد یداریپا

 یبرای اثربخش .ردیمورد توجه قرار گ دیبزرگ با ا یمق

ها و آن عمریمهنکاهش دلیل به) یدمیکروبی یدهایپست

ین همکه است  ازین ییبالا یدوزهابه  (تیعدم اختصاص

 روینا ازشود. یم یبه ظهور عوارض جانبامر منجر 

 کی مناسب یهاهدفمند با استداده از حامل لیتحو

 ,.Fahim et al., 2016; Urban et al)ست یرورت ا

 دیجد یکردهایتوسعه رو یظهور نانوتکنولوژ. (2012

کرده  ریپذامکانرا  یدمیکروبی یدهایپست لیتحو یبرا

نانو متشکل از نانوذرات  لیتحو یهاستمیس است.

توانند یفلز( م و دراتیکربوه د،یسیل مر،یپل مانندمختلف )

ر د یدمیکروبی یدهایپست نیا مؤثرهدف قرار دادن  یبرا

 برخلاف. رندیقرار گ یبردارآلوده مورد بهره زبانیم

انو فرموله شده ن یهانیوسیآزاد، باکتر یهانیوسیباکتر

 یداریو پا یدمیکروبی تیاز فعال تریی وس فیط یدارا

در بخش مواد  .(Fahim et al., 2016)هستند  یبالاتر

ر محافظت د ها،نیوسیباکتر یسازنانوکسسوله ،ییغذا

 نیتضم را کیتیپروتئول یهامیتوسط آنز بیبرابر تخر

رابر ها را در بآن یدمیکروبی تیفعال ی وداریپا و کندیم

بهبود  ییغذا عامل فساد مواد یهاسمیکروارگانیم

جامد  یدیسینانوذرات ل .(Brandelli, 2012) بخشدیم

(Solid Lipid Nanoparticlesم )د از نتوانی

 تیعالند و فنمحافظت ک بیها در برابر تخرنیوسیباکتر

دهد  شیافزا یتریمدت طولان یها را براآن ییایید باکتر

(Feng and Mumper, 2013). 

ر ب یدمیکروبیتیدهای اثر پس هایبررسدر برخی 

در دو مطالعه مطالعه شده است.  زایماریب هاییباکتر

 ،بدون پوشش نیسیبرخلاف ناجداگانه مشخص شد که 

 اریبس تیفعال ،نیسینا یجامد حاو یدیسینانوذرات ل

 TISTR 850 لاکتوباسیلو  پلانتاروم در برابر یتریطولان

 DMST 2871 مونوسایتوجنز لیستریا روز( و 15)تا 

 Feng and)اند هروز( از خود نشان داد 24مدت به)

Mumper, 2013; Prombutara et al., 2012). 

با  نیسینا نیوسیانتقال باکتر یبرا توزانیاز نانوذرات ک

 لوکوکو یاستافدر مقابل  درصد 25راندمان به دام افتادن 
. (Zohri et al., 2010)ه است استداده شد اورئو 

 ناتیآلیو  توزانیک مطالعات پیشین نشان داده است که

 تیبا فعال سهیدر مقا نیسیشده با نا یبارگذار

را  یالاترب اریبس تیآزاد، سط  فعال نیسینا یدمیکروبی

نشان  ATCC 19117 اورئو  لوکوکو یاستافدر برابر 

. (Zohri et al., 2010; Zohri et al., 2013) دهدیم

 ، موجباین مطالعهمطالعه ما همانند نتایج کسب شده در 

 توجنزلیستریا مونوسایکاهش تشکیل بیوفیلم باکتری 

کننده نتایج  یدتائ مطالعه حایرهای گردید. یافته

 یرأثتپیشین توسط سایر محققین است که  یهامطالعه

 ,.Pinilla et al)نایسین ریزپوشانی شده با لیسوزوم 
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و  (Maresca et al., 2016)، نانوذرات آلیینات (2021

در کاهش  (Xinghong Zhao and Kuipers, 2021)نقره 

ز طریق منتقله ا زاییماریب هاییباکترتشکیل بیوفیلم 

 اند.مواد غذایی را گزارش کرده

های اثربخشی نایسین از طریق کاهش بیان ژن عمدتاً

ت. انرژی و متابولیسم باکتری اس ینتأممرتبط با زنجیره 

 هایبرخورداری از ژن علتبه لیستریا مونوسایتوجنز

 ایییهوخواز ویرولانس قوی دارای توانایی با متعدد 

 Kiral)ت در ایجاد بیوفیلم روی سطو  و مواد غذایی اس

et al., 2021) . ژن  مثالبرایsigB یکی از  عنوانبه

های مورد مطالعه در این بررسی مسئول ایجاد ژن

 محیطی است پراستر های مقاومت در شرایط مکانیسم

تواند باعب اختلال در تشکیل که کاهش بیان آن می

 Chaturongakul et al., 2008; van der)بیوفیلم شود 

Veen and Abee, 2010) ژن .prfA   دخیل در چندین

 ,.Good et al., 2016; Pinheiro et al)زایی ل بیماریعام

لیستریا سنسین  در مرتبط با کروم agrAو  (2018

. (Gray et al., 2021; Li, 2020)هستند  مونوسایتوجنز

در حضور نایسین  حایر الهمورد بررسی در مط هر سه ژن

  کمترین میزان سط کهیطوربه ؛کاهش بیان را نشان دادند

 .بود sigBو بیشترین میزان، مرتبط با  agrAبیان مرتبط با 

دیگر ای طالعهمهای بر صحت یافته تحقیق حایرنتایج 

که گزارش کردند نایسین ریزپوشانی شده در کاهش بیان 

 یهانیپروتئسطحی مانند  هایینپروتئهای کدکننده ژن

مرتبط با  یهانیپروتئو  دروژنازیده رواتیکمسلکس پ

 ایتوجنزلیستریا مونوسدر مراحل تشکیل بیوفیلم  نیفلاژل

 .(Stincone et al., 2020)است  همسو

 تواندیم ییتنهابهمطالعه نشان داد که نایسین  ایننتایج 

ا به ر لیستریا مونوسایتوجنزقدرت تشکیل بیوفیلم در 

نصف کاهش دهد. در همین راستا، قرار دادن نایسین در 

و  سدیم آلییناتهای متشکل از دو ترکیب کسسولمیکرو

 چنین مهکیتوزان اثربخشی بیشتری در کاهش بیوفیلم و 

ا لیستریهای درگیر در ویرولانس و بیوفیلم بیان ژن
 ، اطلاعات چندانی پیرامونمتأسدانهداشت.  مونوسایتوجنز

تریا لیسی دخیل در تشکیل بیوفیلم هاژنسط  بیان 
در دستر  نیست و با توجه به قدرت  نزمونوسایتوج

، انتقال از طریق مواد غذایی و تشکیل بیوفیلم زایییماریب

طور ، لازم است این مویوع بهنزلیستریا مونوسایتوج

گسترده بررسی شود. برای تحقیقات آتی در این زمینه 

گردد که به ریزپوشانی باکتری در دولایه پیشنهاد می

 نعنوابهپوشش و یک لایه  عنوانبهمختلف )یک لایه 

محافظ( از نانوذرات مختلف مانند نانوفیبرها و لیسیدهای 

یلم و بیوفتشکیل جامد پرداخته شود تا اثرگذاری آن در 

 بررسی شود. نزلیستریا مونوسایتوجویرولانس 
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