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Abstract 
Background and Aim: Staphylococcus epidermidis is an opportunistic pathogen that is involved in the development 

of infections associated with the use of implants and medical devices. Biofilm formation is one of the most important 

virulence factors of this microorganism, which vastly depends on various factors, including different proteins. In the 

present study, the expression levels of three proteins including rpoS, relA and mazF at different time intervals during 

the course of biofilm formation in Staphylococcus epidermidis were investigated. 

Methods: In the present case- control study PCR assay was used to detect rpoS, relA and mazF genes in 

Staphylococcus epidermidis ATCC 12228. Biofilm production was investigated by the microtiter plate (MTP) method. 

Real- time PCR was used to determine the expression levels of studied genes after 2, 8, and 24 h during the course of 

biofilm formation. Data were analyzed using GraphPad Prism 8 statistical software (GraphPad Software, Inc.).        

One- way analysis of variance was used to evaluate the mean expression changes of the studied genes, and                   

P-value < 0.05 was considered significant. 

Results: Staphylococcus epidermidis contained all the studied genes and had a strong biofilm formation power. The 

studied genes showed different expression levels at different time intervals during biofilm formation by real- time PCR 

method. Expression levels of rpoS gene were the highest at 24 h (6.7 ± 0.252) (p < 0.001), whereas mazF gene showed 

the highest expression level at 8 h (6 ± 0.208) (p < 0.001) during the course of biofilm formation. In addition, the 

expression level of relA gene peaked at 2h (3.9 ± 0.361) (p < 0.001) and then progressively decreased at 8 (1.7 ± 

0.265) and 24h (1.2 ± 0.153) (p < 0.05). The results of the comparison of rpoS gene expression changes compared to 

relA gene (2.667 ± 1.175) and also mazF gene (0.2333 ± 1.175) using Dunnett's multiple comparisons test was not 

significant (p ˃ 0.05). 

Conclusion: Our results suggest the importance of rpoS, relA, and mazF proteins in establishing and developing the 

biofilm structure in the studied strain. In addition, our results showed the important role of rpoS protein during biofilm 

formation and the importance of relA protein at the beginning of biofilm formation stages. 
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 مقاله پژوهشی                                                                                                                                                                                                                       پژوهش در پزشکی                                                

شتیپژوهشی دانشکده پزشکی، دانشگاه  -فصلنامه علمی  26تا  21شمسی، صفحات  1741، سال1، شماره 74دوره                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                            درمانی شهید بهشتی -علىم پزشکی و خدمات بهدا

ّبی  در طَل تطکیل بیَفیلن در  ببزُ rpoS ،relA  ٍmazFّبی  بررسی حضَر ٍ سطح بیبى شى

  استبفیلَکَکَس اپیذرهیذیسزهبًی هختلف در 

 1، الْبم سیبسی تربتی1،2، فراهرز هسجذیبى جسی*1، فرزاًِ حسیٌی1سعیذ خیرجَ

 .ایشاٖ تٟشاٖ، اػلأی، آصاد دا٘ـٍبٜ ؿٕبَ، تٟشاٖ ٚاحذ ٔیىشٚثیِٛٛطی، ٌشٜٚ -1

 .ایشاٖ تٟشاٖ، ایشاٖ، پضؿىی ػّْٛ دا٘ـٍبٜ پضؿىی، دا٘ـىذٜ ٔیىشٚثیِٛٛطی، ٌشٜٚ -2

 04/07/1401 :شؽیپز خیتبس   13/11/1400: بفتیدس خیتبس
 

 
 

 

 اپیذسٔیذیغ ػتبفیّٛوٛوٛعا ؛Real-time PCR ؛ثیٛفیّٓ تـىیُ :یذیکلٍاشگبى

 بِ ایي هقبلِ، بِ صَرت زیر استٌبد کٌیذ:

Kheirjou S, Hosseini F, Masjedian Jazi F,   Siasi Torbati E. Evaluation of the Presence and Time-Variable Expression Levels 

of rpoS, relA and mazF Genes during Biofilm Formation in Staphylococcus epidermidis. Pejouhesh dar Pezeshki. 

2023;47(1):62-69.     
 

_________________ 
 Farzaneh953@yahoo.com؛ آدسع پؼت اِىتشٚ٘یىی: حؼیٙی فشصا٘ٝ ًَیسٌذُ هسئَل هکبتببت:*
 

 خلاصِ
ٞب ٚ ٚػبیُ پضؿىی ٘مؾ داسد. ٞبی ٔشتجظ ثب اػتفبدٜ اص ایٕپّٙتپبتٛط٘ی فشكت عّت اػت وٝ دس ایدبد ػفٛ٘ت اػتبفیّٛوٛوٛع اپیذسٔیذیغٍ ّذف:  سببقِ

ٞبی ٔختّف ؿٛد وٝ تب حذ صیبدی ثٝ ػٛأُ ٔختّفی اص خّٕٝ پشٚتئیٗصایی ایٗ ٔیىشٚاسٌب٘یؼٓ ٔحؼٛة ٔیتشیٗ فبوتٛسٞبی ثیٕبسیتـىیُ ثیٛفیّٓ اص خّٕٝ ٟٔٓ

دس فٛاكُ صٔب٘ی ٔختّف دس  اػتبفیّٛوٛوٛع اپیذسٔیذیغدس  rpoS ،relA  ٚmazFایٗ ٔغبِؼٝ حبضش ثب ٞذف ثشسػی ػغح ثیبٖ ػٝ پشٚتئیٗ ثؼتٍی داسد. ثٙبثش

 عَٛ دٚسٜ تـىیُ ثیٛفیّٓ ا٘دبْ ؿذ.

اپیذسٔیذیغ  ػتبفیّٛوٛوٛعااػتب٘ذاسد  دس ػٛیٝ PCRاص سٚؽ ثب اػتفبدٜ   rpoS،relA  ٚmazFٞبی دس ٔغبِؼٝ ٔٛسد ؿبٞذی حبضش حضٛس طٖ :رٍش کبر
ATCC 12228  ّٓثشسػی  ؿذ. ٔیضاٖ تِٛیذ ثیٛفی( ثٝ سٚؽ ٔیىشٚتیتشپّیتMTP .ثشسػی ؿذ )ٖػبػت دس  24ٚ  8، 2پغ اص  ی ٔٛسد ٔغبِؼٝٞبػغح ثیبٖ ط

 GraphPad Prism 8 (GraphPadافضاس آٔبسیٞب ثب اػتفبدٜ اص ٘شْػٙدؾ ؿذ. دادٜ Real- time PCRعَٛ دٚسٜ تـىیُ ثیٛفیّٓ ثب اػتفبدٜ اص تىٙیه 

Software, Inc) 05/0 ٞبی ٔٛسد ٔغبِؼٝ اػتفبدٜ ؿذ ٚعشفٝ ثشای ثشسػی ٔیبٍ٘یٗ تغییشات ثیبٖ طٖتدضیٝ ٚ تحّیُ ؿذ٘ذ. آصٖٔٛ ٚاسیب٘غ یهP-value <   

 ٔؼٙبداس دس ٘ظش ٌشفتٝ ؿذ.

ٞبی ٔٛسد ٔغبِؼٝ ػغٛح ثیبٖ ٔتفبٚتی سا طٖٞبی ٔذ ٘ظش ثٛد ٚ داسای لذست تـىیُ ثیٛفیّٓ لٛی ثٛد. تٕبْ طٖٚاخذ  اپیذسٔیذیغ ػتبفیّٛوٛوٛعا  ػٛیٝ ّب:بفتِی

( 7/6 ± 252/0)ػبػت ثبلاتشیٗ ٔیضاٖ ثٛد  24دس  rpoS٘ـبٖ داد٘ذ. ػغح ثیبٖ  Real- time PCRدس فٛاكُ صٔب٘ی ٔختّف دس عَٛ تـىیُ ثیٛفیّٓ ثب سٚؽ 

(001/0< p).  ٖدس حبِی وٝ طFmaz  ( 6 ± 208/0)ػبػت  8ثبلاتشیٗ ػغح ثیبٖ سا دس(001/0< p)  ،ٗدس عَٛ دٚسٜ تـىیُ ثیٛفیّٓ ٘ـبٖ داد. ػلاٜٚ ثش ای

( ثٝ تذسیح وبٞؾ 2/1 ± 153/0) 24( ٚ 7/1 ±265/0) 8ثٝ اٚج خٛد سػیذ ٚ ػپغ دس ػبػت  (p >001/0)( 9/3 ± 361/0ػبػت ) 2دس  Arelػغح ثیبٖ طٖ 

( ثب 175/1 ± 2333/0) mazF( ٚ ٕٞچٙیٗ طٖ 175/1 ± 667/2) relA٘ؼجت ثٝ طٖ  rpoSٕٞچٙیٗ ٘تبیح ٔمبیؼٝ ٔیضاٖ تغییشات ثیبٖ طٖ  .(> 05/0p)یبفت 

 .(˃ 05/0p)ٔؼٙبداس ٘جٛد  Dunnett's multiple comparisons testاػتفبدٜ اص 

دٞذ. ػلاٜٚ ثش ایٗ، ٘تبیح سا دس ایدبد ٚ تٛػؼٝ ػبختبس ثیٛفیّٓ دس ػٛیٝ ٔٛسد ثشسػی ٘ـبٖ ٔی rpoS ،relA  ٚmazFٞبی ٘تبیح ٔب إٞیت پشٚتئیٗ :یریگجِیًت

 داد. سا دس آغبص ٔشاحُ تـىیُ ثیٛفیّٓ ٘ـبٖ relAسا دس عَٛ تـىیُ ثیٛفیّٓ ٚ إٞیت پشٚتئیٗ  rpoSٔب ٘مؾ ٟٔٓ پشٚتئیٗ 
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 هقذهِ
فّٛس ٘شٔبَ وٛوؼی ٌشْ ٔثجت،  اػتبفیّٛوٛوٛع اپیذسٔیذیغ

پٛػت ثذٖ ا٘ؼبٖ ٔخلٛكبَ دس صیش ثغُ، وـبِٝ ساٖ، ثیٗ اٍ٘ـتبٖ 

ثبؿذ. ایٗ ثبوتشی ٕٞچٙیٗ لبدس ثٝ اػتمشاس پب ٚ سٚی كٛست ٔی

دس ػغح غـبٞبی ٔخبعی ٘ظیش ثیٙی ٚ ثخؾ فٛلب٘ی دػتٍبٜ 

ٚیظٜ ثب ٝ دس عی دٞٝ ٞبی اخیش، ث .(1)تٙفغ ٘یض ٔی ثبؿذ 

ٌؼتشؽ اػتفبدٜ اص ٚػبیُ پضؿىی تؼجیٝ ؿٛ٘ذٜ دس ثذٖ، ایٗ 

ِت، ظٟٛس وشدٜ ٚ ػٛٔیٗ ثبوتشی ثؼٙٛاٖ پبتٛطٖ ثیٕبسػتب٘ی غب

ػبُٔ ػفٛ٘ت ثیٕبسػتب٘ی ٔی ثبؿذ. ایٗ ثبوتشی ٕٞچٙیٗ اص 

  ا٘ذٚوبسدیت،   ٔدبسی ادساس،  خٖٛ،  ٞبیی ٘ظیش ػفٛ٘ت صخٓ،ػفٛ٘ت

پٛػت ٚ ثبفت ٘شْ خذا ؿذٜ اػت ٚ لبدس ثٝ   ثبوتشیٕی، پٙٛٔٛ٘ی،

ایدبد اػتئٛٔیّیت، ٔٙٙظیت، ػفٛ٘ت داخُ چـٓ ٚ ٌٛؽ ٔیب٘ی 

. ٟٕٔتشیٗ خلٛكیت ایٗ ثبوتشی دس ایدبد (2)ؿذ ثب٘یض ٔی

ثیٕبسی صایی، تٛا٘بیی ایٗ اسٌب٘یؼٓ دس تِٛیذ ثیٛفیّٓ ٔی ثبؿذ 

ٞبی  ی ثیٛفیّٓ ثبػث ٔمبٚٔت ثبوتشی ٘ؼجت ثٝ دسٔبٖ . تٛػؼٝ(2)

تٛا٘ذ ٔٙدش ثٝ ثشٚص ٔـىلات حبد دس ایٗ  ثیٛتیىی ؿذٜ ٚ ٔی آ٘تی

ٞبی ثیٕبسػتب٘ی ثیٛفیّٓ ٔیىشٚثی سٚی  دس ٔحیظ صٔیٙٝ ؿٛد.

ٔخضٖ ا٘تمبَ ػفٛ٘ت ٔغشح ػغٛح ٔختّف ثٝ ػٙٛاٖ یه 

 .(2-4)ؿٛ٘ذ  ٔی

ٞبی دخیُ دس پبػخ ثٝ ٞبیی ٔب٘ٙذ ثىبس ٌیشی طٖٔىب٘یؼٓ

ٞبیی ٔب٘ٙذ ، آلاسSٖٛٔػیٍٕب فبوتٛس  ،SOS response))اػتشع 

ppGpp ٓٞبیی ٔب٘ٙذ ػیؼتٓ ٞبی تٛوؼیٗٚ یب ػیؼت        

تٛوؼیٗ، وٝ دس ؿشایظ اػتشع تٛوؼیٗ آصاد ؿذٜ ٚ آ٘تی

ٞبی حیبتی ثبوتشی ٔب٘ٙذ تشخٕٝ ٚ ٕٞب٘ٙذ ػبصی سا ٟٔبس فؼبِیت

. (5-7)وٙذ، ثبػث ایدبد حبِت پشػیؼت دس ثبوتشی ٔی ؿٛ٘ذ ٔی

ٞبی پبیذاس دس ػبختبس ثیٛفیّٓ أشٚصٜ ٔـخق ؿذٜ وٝ ػَّٛ

ٚخٛد داس٘ذ ٚ ثٝ عٛس وّی ٔؼئَٛ ٔب٘ذٌبسی ثبوتشی ٚ ایدبد 

ٞبی ضذ ٞب ػّی سغٓ دسٔبٖٞبی ٔضٔٗ ٚ ػٛد ٔىشس ػفٛ٘تفٛ٘تػ

ثٝ ػٙٛاٖ ػبُٔ دخیُ  rpoS. ٘مؾ پشٚتئیٗ (8)ٔیىشٚثی ٞؼتٙذ 

ٞبیی ثبوتشی   دس ایدبد پبػخ ثٝ اػتشع دس تـىیُ ثیٛفیّٓ دس

ٔٛسد  (10) ػٛدٚٔٛ٘بع آئشٚطیٙٛصاٚ  (9)اؿشیـیب وّی ٔب٘ٙذ 

ثشسػی لشاس ٌشفتٝ اػت. أب تبوٖٙٛ ثٝ ٘مؾ ایٗ پشٚتئیٗ دس 

پشداختٝ ٘ـذٜ  اػتبفیّٛوٛوٛع اپیذسٔیذیغتـىیُ ثیٛفیّٓ دس 

 اػت. 

ػبُٔ دیٍشی وٝ ثب تـىیُ ثیٛفیّٓ ثبوتشیبیی ٔشتجظ اػت، 

. ٘ـبٖ دادٜ (8)ػت ا  (TA) تٛوؼیٗ آ٘تی تٛوؼیٗ ٞبی ػیؼتٓ

سٔضٌزاسی ؿذٜ وشٚٔٛصٚٔی ثب  TA ٞبیػیؼتٓ ؿذٜ اػت وٝ

سٚیذادٞبی ػِّٛی ٔختّف ٔب٘ٙذ ٔشي ثش٘بٔٝ سیضی ؿذٜ ػِّٛی، 

ٞب ٚ ایدبد ػَّٛ پبیذاس دس حضٛس آ٘تی ثیٛتیه تـىیُ ثیٛفیّٓ،

یىی اص   mazEF.(12 ،11)ط٘ٛٔی ٔشتجظ ٞؼتٙذ  DNA تثجیت

ٞب اػت ٚ  وذٌزاسی ؿذٜ وشٚٔٛصٚٔی دس ثبوتشی TA ٞبی ػیؼتٓ

سا  mazF ٞبی ٔغبِؼٝ ٘مؾ فیضیِٛٛطیىی ٟٔٓ ِٕٞٛٛي چٙذیٗ

ثیٛفیّٓ ٚ ٘مؾ ػٛأُ . ثب تٛخٝ ثٝ إٞیت (13)ا٘ذ  ٘ـبٖ دادٜ

ٞبی دخیُ دس تـىیُ آٖ ٚ ٕٞچٙیٗ ایدبد حبِت پبیذاس دس ػٛیٝ

ٚ ثب تٛخٝ ثٝ ایٙىٝ تٟٙب ٔغبِؼبت  اػتبفیّٛوٛوٛع ایپذسٔیذیغ 

دس ٔٛسد ٘مؾ ثشخی اص ایٗ پشٚتئیٗ ٞب  (14، 15)اٍ٘ـت ؿٕبسی 

ا٘دبْ ؿذٜ اػت، ٔغبِؼٝ حبضش  اػتبفیّٛوٛوٛع اپیذسٔیذیغدس 

، rpoSٞبی  ٞبی وذوٙٙذٜ پشٚتئیٗ ثب ٞذف ثشسػی ػغح ثیبٖ طٖ

relA  ٚ mazFٜٞبی صٔب٘ی دس عَٛ تـىیُ ثیٛفیّٓ دس ثبص

 ا٘دبْ ؿذ. اػتبفیّٛوٛوٛع اپیذسٔیذیغٔختّف دس 

 رٍش کبر
 :ی سَیِ هَرد هطبلعِ تْیِ

ی اػتب٘ذاسد  دس ٔغبِؼٝ ٔٛسد ؿبٞذی حبضشاص ػٛیٝ

تٟیٝ ؿذٜ اص ثب٘ه  ATCC 12228 اپیذسٔیذیغ ػتبفیّٛوٛوٛعا

 ٔیىشٚثی دا٘ـٍبٜ ػّْٛ پضؿىی ایشاٖ اػتفبدٜ ؿذ.

 PCR:ٍ اًجبم  DNAاستخراج  ، طراحی پرایور

 DNAط٘ٛٔیه ثب اػتفبدٜ اص ویت اػتخشاج  DNAاػتخشاج 

(Roche ,Germanyٖكٛست ٌشفت.  حضٛس ط ) ٞبیrpoS،relA 

 ٚmazF ٞبی اختلبكی وٝ دس ٔغبِؼٝ حبضش  ثب اػتفبدٜ اص پشایٕش

 3( ٚ پشایٕش oligo 7.60) 7اِیٍٛ ثب اػتفبدٜ اص ٘شْ افضاسٞبی 

Web) 3 (Primer  َٚٔٛسد ثشسػی لشاس ( عشاحی ٌشدیذ، 1)خذ

ٔخّٛط ٔیىشِٚیتش ) 25دس حدٓ ٟ٘بیی  PCRٌشفت. ٚاوٙؾ 
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 ,.Ampliqon Coٔیىشِٚیتش ٔؼتش ٔیىغ ) 5/12ٚاوٙؾ 

Denmark) ،1 ٚ ٔیىشِٚیتش  1ٔیىشِٚیتش اص ٞش پشایٕشDNA 

ؿبُٔ:  ػیىُ، 35ثبوتشی ٚ ثمیٝ آة ٔمغش اػتشیُ( دس عی 

دلیمٝ دس  5ثٝ ٔذت  DNAٖ دٚ سؿتٝ ذــؿ صبــث ِیٝاٚٔشحّٝ 

 DNAاد، ٔشحّٝ ثبص ؿذٖ دٚ سؿتٝ خٝػب٘تیٌشدس 95دٔبی 

َ پشایٕشٞب ثٝ ٔذت تلبأشحّٝ دسخٝ ػب٘تیٍشاد،  95دلیمٝ دس 1

 ؿتٖٝ سعٛیُؿذاد، ٔشحّٝ خٝػب٘تیٌشدس 60دلیمٝ دس دٔبی  1

ٌشاد ٚ ٔشحّٝ دسخٝ ػب٘تی 72ثب٘یٝ دس  25ت ذــٝ ٔــثف ٞذ

ٌشاد دسخٝ ػب٘تی 72دلیمٝ دس  5عٛیُ ؿذٖ ٟ٘بیی ثٝ ٔذت 

پغ اص اِىتشٚفٛسص ثش سٚی طَ آٌبسص  PCRا٘دبْ ؿذ. ٔحلَٛ 

 .(16)ٌشفت اسیبثی لشدسكذ، ٔٛسد اسص1

 

 .ّبی طراحی ضذُ ّبی پرایور تَالی -1جذٍل 

Tm (°C) PS* Primer sequence (5՛                 3՛ ) Genes 

59 100  bp 
ACTGTCTTGCAGCTTCTTGT F 

rpoS 
AGCCAAAAAGAGACTGGTGAA R 

60 131 bp 
CCTTTAGCACATCGTCTCGGA F 

relA 
GCTTCGCGTTCACTACGTTT R 

60 149 bp 
GCGGATTTATCACCAGTTCAAGG F 

mazF 
ACGTGGGTTGGTATTTTCGC R 

60 152 bp 
CGAACACGTGCTTTGCTTGA F 

16srRNA 
CCCATACCTGGTCCAACTTCA R 

*Product Size 

 

بِ رٍش هیکرٍتیترپلیت  سٌجص هیساى تَلیذ بیَفیلن

(MTP): 

خبٔذ وـت دادٜ  ٞب دس ٔحیظ ثشای ا٘دبْ ایٗ آصٔبیؾ اثتذا ٕ٘ٛ٘ٝ

ػپغ وّٙی ٞبی ته سؿذ ػبػت ا٘ىٛثٝ ٌشدیذ،  24ٚ ثٝ ٔذت 

 TSBِیتش ٔحیظ ٔبیغ ٔیّی 5وشدٜ ثش سٚی ٔحیظ خبٔذ ثٝ 

 37ػبػت دس دٔبی  24% ٌّٛوض تّمیح ؿذ ٚ ثٝ ٔذت 1حبٚی 

ٌشاد ا٘ىٛثٝ ٌشدیذ. ػپغ وذٚست سا ثٝ ٘یٓ ٔه دسخٝ ػب٘تی

ٔیىشِٚیتش داخُ  200فبسِٙذ سػب٘ذٜ ٚ اص ػٛػپب٘ؼیٖٛ تٟیٝ ؿذٜ 

 37ػبػت دسدٔبی 18ٝ ٚ ثٝ ٔذت ٞبی ٔیىشٚپّیت سیخت چبٞه

چبٞه سا  ٌشاد ا٘ىٛثٝ ٌشدیذ، ػپغ فبصسٚیی ٞشدسخٝ ػب٘تی

ٞب سا ػٝ ٔشتجٝ ثب ػشْ فیضیِٛٛطی اػتشیُ،  ثیشٖٚ سیختٝ ٚ چبٞه

ٞب ثٝ ٔذت یه ػبػت ؿٛ دادٜ ؿذ. دس ٔشحّٝ ثؼذ پّیتٚؿؼت

ٌشاد لشاس ٌشفتٙذ تب وبٔلاً خـه دسخٝ ػب٘تی 65دس دٔبی 

 15آٔیضی ثب سً٘ وشیؼتبَ ٚیِٛٝ ثٝ ٔذت غ سًٌ٘شدیذ. ػپ

ٞب ثیشٖٚ سیختٝ ؿذ ٚ  دلیمٝ ا٘دبْ ؿذ، سً٘ ٔٛخٛد دس چبٞه

ٔیىشِٚیتش  100ؿٛ دادٜ ؿذ، دس ادأٝ  ٚپّیت تٛػظ آة ؿؼت

٘ب٘ٛٔتش  570ٞب افضٚدٜ ٚ خزة ٘ٛسی دس  ثٝ چبٞه %95اتبَ٘ٛ 

 ELISA reader, Oraganon)تٛػظ دػتٍبٜ خٛا٘ـٍش الایضا)

,Teknika )ٞب ثب تٛخٝ خزة ثجت ؿذ. تِٛیذ ثیٛفیّٓ ٕ٘ٛ٘ٝ ّٞٙذ

% ٌّٛوض( تفؼیش 1حبٚی  TSBی وٙتشَ ٔٙفی ) ٘ٛسی ٕ٘ٛ٘ٝ

 .(14)ٌشدیذ 

 :ّبی هَرد هطبلعِبررسی بیبى شى

ٚ عجك  RNA((Roche, Germany ثٝ وٕه ویت اػتخشاج 

اػتبفیّٛوٛوٛع ی ػٛیٝ RNA ػبص٘ذٜپشٚتىُ ؿشوت 

ٕٞضٔبٖ دس ؿشایظ تـىیُ ثیٛفیّٓ ثب اػتفبدٜ اص اپیذسٔیذیغ 

ثب اػتفبدٜ اص  cDNAاػتخشاج ؿذ. ػپغ ػٙتض Roche ویت 

ا٘دبْ ؿذ. اص پشایٕشٞبی (Takara, Tokyo, JaPan)  ویت تبوبسا 

 RpoS، relA  ٚmazF ٞبیثشای تىثیش طٖ 1روش ؿذٜ دس خذَٚ 

ثٝ ػٙٛاٖ وٙتشَ داخّی اػتفبدٜ ؿذ.  16SrRNA ؿذ. طٖػتفبدٜ ا

 95دلیمٝ دس دٔبی  12ثٝ كٛست ٝ ث Real Time PCRٚاوٙؾ 
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ػیىُ دس دٔبی  40ٌشاد دس ٔشحّٝ اَٚ  ٚ ػپغ ی ػب٘تیدسخٝ

ٌشاد ی ػب٘تیدسخٝ 60ثب٘یٝ  ٚ 20ٌشاد ثٝ ٔذت دسخٝ ػب٘تی 95

 Rotor- Gene thermalثب اػتفبدٜ اص دػتٍبٜ ثب٘یٝ  45ثٝ ٔذت 

cycler (Corbett Life Sciences, Sydney, Australia)  ْا٘دب

ٞب ٚ سػٓ  ٞب، آ٘بِیضدادٜ ٌشدیذ. ثشای ٔحبػجٝ ٔیضاٖ ثیبٖ ٘ؼجی طٖ

 GraphPad Prism 8 (GraphPadافضاسٕ٘ٛداسٞبی ٔشثٛعٝ اص ٘شْ

Software, Inc) ػتفبدٜ ؿذ. ٘ٛع سٚؽ اػتفبدٜ ؿذٜ دس ایٗ ا

( ٚ اص سً٘ Relative٘ؼجی ) Real- time PCRٔغبِؼٝ ثشای 

ثٝ ػٙٛاٖ ؿٙبػبٌش  (Ampliqon Co, Denmark)ػبیجشٌشیٗ 

  Livak)یب سٚؽ ِیٛان  ΔΔCTاػتفبدٜ ٌشدیذ. ٘تبیح ثٝ سٚؽ 

method) ثبس ثلٛست ٔؼتمُ ا٘دبْ ؿذ  3٘بِیض ؿذ. ٞش تؼت آ

(17). 

 :آًبلیس آهبری

 GraphPad Prism 8افضاس آٔبسیٞب ثب اػتفبدٜ اص ٘شْدادٜ

(GraphPad Software, Inc) .ٔٛسد تدضیٝ ٚ تحّیُ لشاس ٌشفتٙذ 

آصٖٔٛ ٚاسیب٘غ یه عشفٝ ثشای ثشسػی ٔیبٍ٘یٗ تغییشات ثیبٖ 

ی وٙتشَ دس حضٛس طٖ  ٞبی ٔٛسد ٔغبِؼٝ ٘ؼجت ثٝ ٕ٘ٛ٘ٝ طٖ

   > 05/0P-valueػتفبدٜ ٌشدیذ ٚ ا 16srRNAوٙتشَ داخّی 

ثشای  POST Hoc ٔؼٙبداس دس ٘ظش ٌشفتٝ ؿذ. ثشسػی آٔبسی

ٞبی ٔٛسد ثشسػی ثب یىذیٍش ثشسػی استجبط ثیٗ ٔیضاٖ ثیبٖ طٖ

 ٔٛسد اػتفبدٜ لشاس ٌشفت.  

 ّب یبفتِ

 PCR:ّبی حبصل از یبفتِ

ٞبی ٔٛسد ٔغبِؼٝ دس ثبوتشی ثشای تأییذ حضٛس طٖ

ی ا٘دبْ ؿذ، ػٛیٝ PCRتىٙیه  اپیذسٔیذیغاػتبفیّٛوٛوٛع 

ٞبی ٔذ ٘ظش ثٛد، ػىغ طَ ٔٛسد ٔغبِؼٝ ٚاخذ تٕبْ طٖ

٘ـبٖ دادٜ ؿذٜ  1ٞبی ٔٛسد ٔغبِؼٝ دس ؿىُ اِىتشٚفٛسص طٖ

 اػت.

 

ّبی هَرد هطبلعِ ببکتری الکترٍفَرز هحصَلات شى -1ضکل 

 استبفیلَکَکَسبپیذرهیذیس

M هبرکر :(bp 100)،  ُشى1چبّک ضوبر :rpoS  ( bp100 چبّک ،)

           mazF: شى 3(، چبّک ضوبرُ bp131 ) relA: شى 2ضوبرُ 

(bp 141 ُچبّک ضوبر ،)16: شى 4srRNA ( bp152( ،NTC :

 .کٌترل هٌفی

بب استفبدُ از رٍش  ّبی حبصل از تطکیل بیَفیلنیبفتِ

 پلیت: هیکرٍتیتر

خزة  ؿذ. تىشاس ثبوتشی ػٝ ثبسثیٛفیّٓ ثشای  آصٖٔٛ وٕی تِٛیذ

٘ب٘ٛٔتش تٛػظ دػتٍبٜ الایضا سیذس لشائت ؿذ. تِٛیذ  570٘ٛسی دس 

حبٚی  TSBی وٙتشَ ٔٙفی )ثیٛفیّٓ ثب تٛخٝ خزة ٘ٛسی  ٕ٘ٛ٘ٝ

تفؼیش ٘تبیح سٚؽ ٔیىشٚتیتش پّیت دسكذ ٌّٛوض( تفؼیش ٌشدیذ. 1

یذ لبدس ثٝ تِٛ 5/3٘ـبٖ داد وٝ ػٛیٝ ٔٛسد ٔغبِؼٝ ثب خزة ٘ٛسی 

 ثیٛفیّٓ لٛی ثٛد.

 ّبی هَرد هطبلعِ در بیَفیلن: ّبی حبصل از بیبى شىیبفتِ

ثش سٚی ػبختبس Real- time PCR تىٙیه ٘تبیح حبكُ اص 

 8، 2دس ػبػت ٞبی  rpoSثیٛفیّٓ ثبوتشی ٘ـبٖ داد وٝ ثیبٖ طٖ 

ی وٙتشَ ثٝ تشتیت  پغ اص تـىیُ ثیٛفیّٓ ٘ؼجت ثٝ ٕ٘ٛ٘ٝ 24ٚ 

( فِٛذ 7/6 ± 252/0( ٚ )7/4 ± 100/0(، )4/3 ± 321/0)

دٞذ ایٗ طٖ  ، وٝ ٘ـبٖ ٔی(p > 001/0)افضایؾ یبفتٝ اػت 

ٕٔىٗ اػت ٘مؾ ٟٕٔی دس تـىیُ ثیٛفیّٓ ثبوتشی 
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داؿتٝ ثبؿذ، ٕٞچٙیٗ ثیبٖ طٖ اپیذسٔیذیغ  اػتبفیّٛوٛوٛع

relA  فِٛذی سا ٘ـبٖ داد  9/3 ±361/0ػبػت افضایؾ  2پغ اص

(001/0 < p) 265/0ثیبٖ آٖ ثٝ  24ٚ  8ٞبی ِٚی دس ػبػت± 

وٝ ایٗ ٘تبیح  .(p > 05/0)فِٛذ سػیذ  2/1 ± 153/0ٚ  7/1

دٞذ وٝ ایٗ طٖ ٕٔىٗ اػت دس آغبص تـىیُ ثیٛفیّٓ  ٘ـبٖ ٔی

ی وٙتشَ  ٘یض ٘ؼجت ثٝ ٕ٘ٛ٘ٝ mazF٘مؾ داؿتٝ ثبؿذ. ثیبٖ طٖ 

( 6 ± 208/0) 8افضایؾ سا ٘ـبٖ داد ِٚی ثیبٖ آٖ دس ػبػت 

 ± 252/0ػبػت ) 24( ٚ 4/4 ± 200/0) 2ثیـتش اص ػبػت ٞبی 

(. ٕٞچٙیٗ ٘تبیح ٔمبیؼٝ 1) ٕ٘ٛداس  (p > 001/0)( ثٛد 7/3

 ± relA (175/1٘ؼجت ثٝ طٖ  rpoSٔیضاٖ تغییشات ثیبٖ طٖ 

( ثب اػتفبدٜ 175/1 ± 2333/0) mazF( ٚ ٕٞچٙیٗ طٖ 667/2

       ٔؼٙبداس ٘جٛد Dunnett's multiple comparisons testاص 

(05/0 ˃ p). 
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Biofilm

ّبی هَرد هطبلعِ در بیَفیلن ًوَدار سٌجص بیبى شى -1ًوَدار 

ی کٌترل ًسبت بِ ًوًَِاستبفیلَکَکَسبپیذرهیذیس ببکتری 

(0001/0  >P). 

 بحث

ٞبی ٔٛسد ٔغبِؼٝ ٘ـبٖ ٘تبیح ثشسػی ثیبٖ طٖدس ٔغبِؼٝ حبضش 

دس  relA٘ؼجت ثٝ طٖ  mazFٚ طٖ  rpoSٞبی طٖداد وٝ ثیبٖ 

     ی وٙتشَ افضایؾ صٔبٖ تـىیُ ثیٛفیّٓ ٘ؼجت ثٝ ٕ٘ٛ٘ٝ

ٞب دس تِٛیذ یشتشی داؿتٙذ. ثٙبثشایٗ ٕٔىٗ اػت ایٗ طٍٖچـٕ

ثیٛفیّٓ ایٗ ثبوتشی ٘مؾ داؿتٝ ثبؿٙذ. دس یه ٔغبِؼٝ وٝ تٛػظ 

تّف ٞبی ٔخثش سٚی ثیبٖ طٖ 2019ؿیٛایی ٚ ٕٞىبساٖ دس ػبَ 

ٞبی ٞبی ٔختّفی دس صٔبٖا٘دبْ ؿذ، ٌضاسؽ وشد٘ذ وٝ طٖ

اػتبفیّٛوٛوٛع اپیذسٔیذیغ  ٔختّف تـىیُ ثیٛفیّٓ ثبوتشی

ٞبی دس ػبػت mazFٞب ٘ـبٖ داد٘ذ وٝ طٖ ٘مؾ داس٘ذ، آٖ

ٞبی ؿٛد ِٚی ثیبٖ آٖ دس ػبػتٔختّف تـىیُ ثیٛفیّٓ ثیبٖ ٔی

ٞبی وشد٘ذ وٝ طٖاِٚیٝ ثیـتش اػت، ٕٞچٙیٗ دس ادأٝ ٌضاسؽ 

altE  ٚsdrH ٝی ثیٛفیّٓ ایٗ ثبوتشی ٘یض دس تـىیُ ٚ تٛػؼ

ی پیؾ سٚ ٔغبثمت ، اص ایٗ سٚ ثب ٘تبیح ٔغبِؼٝ(14)٘مؾ داسد 

ٚ ٕٞىبساٖ ٘ـبٖ داد٘ذ وٝ دس  kato 2017داسد. دس ػبَ 

افضایؾ  ثبػث mazFحزف ِٛوٛع ط٘ی  اػتبفیّٛوٛوٛع اٚسئٛع

ٞب ٌضاسؽ ؿٛد، آٖٔی icaتـىیُ ثیٛفیّٓ اص ٔؼیش ٚاثؼتٝ ثٝ 

ثب تذاخُ ثب  icaوشد٘ذ وٝ احتٕبلا ٔؼیش ٚاثؼتٝ ثٝ ِٛوٛع ط٘ی 

، ٘تبیح ٔغبِؼٝ (18)دس تـىیُ ثیٛفیّٓ ٘مؾ داسد   mazFفؼبِیت 

دٞذ، ٔؼیشٞبی تـىیُ ثیٛفیّٓ  ی حبضش ٘ـبٖ ٔیفٛق ٚ ٔغبِؼٝ

اپیذسٔیذیغ ٚ  اٚسئٛعی  ٕٔىٗ اػت دس ٌٛ٘ٝ mazFٚ فؼبِیت 

ثب ایدبد ٔشي  mazEFٔتفبٚت ثبؿذ. ثش اػبع ٔغبِؼبت ػیؼتٓ 

ذاسی ػبختبس ثیٛفیّٓ دس سیضی ؿذٜ دس تـىیُ ٚ پبیػِّٛی ثش٘بٔٝ

٘یض دس ػبختبس ثیٛفیّٓ  rpoS. ثیبٖ طٖ (19)ٞب ٔٛثش اػت ثبوتشی

وٝ دس  rpoSدس ایٗ ٔغبِؼٝ افضایؾ چـٍٕیشی داؿت. طٖ 

ی حیبتی دس  وٙٙذٜٞبی ٌشْ ٔٙفی ثخلٛف ثؼٙٛاٖ تٙظیٓثبوتشی

ؿٛد ٚ ثبػث فبص ػىٖٛ ٚ پبػخ دس ؿشایظ اػتشع ؿٙبختٝ ٔی

اػتبفیّٛوٛوٛع  تشیؿٛد، دس ثبوٞبی صیبدی ٔیفؼبَ ؿذٖ طٖ

وٕتش ثشسػی ؿذٜ ٚ دس ایٗ ٔغبِؼٝ ٞٓ دس ؿشایظ  اپیذسٔیذیغ

تـىیُ ثیٛفیّٓ ٔٛسد اسصیبثی لشاس ٌشفت ٚ ٘تبیح ٘ـبٖ دٞٙذٜ 

عٛسی وٝ ٝ افضایؾ ثیبٖ ایٗ طٖ دس عَٛ تـىیُ ثیٛفیّٓ ثٛد؛ ث

پغ اص تـىیُ ثیٛفیّٓ ٘ؼجت ثٝ  24ٚ  8، 2ٞبی دس ػبػت

فِٛذ افضایؾ یبفتٝ   7/6ٚ  7/4، 4/3ی وٙتشَ ثٝ تشتیت ٕ٘ٛ٘ٝ

دٞذ ایٗ طٖ ٕٔىٗ اػت ٘مؾ ٟٕٔی دس  اػت وٝ ٘ـبٖ ٔی

اػتبفیّٛوٛوٛع اپیذسٔیذیغ پیـشفت تـىیُ ثیٛفیّٓ ثبوتشی 

ػبػت دس ثبلاتشیٗ  2پغ اص  relA داؿتٝ ثبؿذ. ٕٞچٙیٗ طٖ
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ص پغ ا 24ٚ  8ٞبی ٔیضاٖ ثیبٖ خٛد لشاس داؿت. ِٚی دس ػبػت

تـىیُ ثیٛفیّٓ، ثیبٖ آٖ وبٞؾ یبفت، وٝ ایٗ ٘تبیح ٘ـبٖ 

دٞذ وٝ ایٗ طٖ ٕٔىٗ اػت دس آغبص تـىیُ ثیٛفیّٓ ٘مؾ  ٔی

داؿتٝ ثبؿذ. ثب ایٗ حبَ ٔغبِؼبت ثیـتشی ثشای ثشسػی ٘مؾ ایٗ 

ٞب دس تـىیُ ثیٛفیّٓ ٔٛسد ٘یبص اػت. تـىیُ ثیٛفیّٓ ؿبُٔ طٖ

ٚوّٛ٘ی ٚ ثّٛؽ ثیٛفیّٓ ٔشاحُ ٔختّفی ٔب٘ٙذ اتلبَ، تـىیُ ٔیىش

ٞبی ٘مؾ ٞبیی ٚ چٝ ٔىب٘یؼٓاػت، ایٙىٝ دس ٞش ٔشحّٝ چٝ طٖ

اػت ٚ دیتبی ایٗ ٔمبِٝ ٘یض تغییش دس  داس٘ذ دلیك ٔـخق ٘ـذٜ

دٞذ  ٞبی ٔختّف سا ٘ـبٖ ٔیٞبی ٔٛسد ٔغبِؼٝ دس ػبػتثیبٖ طٖ

ٞب ثب ٞٓ دس ایٗ فشایٙذٞب ٕٞىبسی ٚ ٕٔىٗ اػت ؿجىٝ ای اص طٖ

وٝ دس ایٗ ٔغبِؼٝ  mazFٚ ثٝ عٛس ٔثبَ خذیذا ٘مؾ طٖ وٙٙذ 

ثشسػی ؿذٜ دس تـىیُ ٔشاحُ ٔختّف ثیٛفیّٓ ٘ـبٖ دادٜ ؿذٜ 

تٛاٖ ثٝ ٔحذٚد ٞبی تحمیك حبضش ٔیاص خّٕٝ ٔحذٚدیت .اػت

عٛسی وٝ دس ایٗ ٝ ٞبی ٔٛسد ثشسػی اؿبسٜ وشد ثثٛدٖ ٕ٘ٛ٘ٝ

شفت. أب اص ٔغبِؼٝ تٟٙب یه ػٛیٝ اػتب٘ذاسد ٔٛسد ثشسػی لشاس ٌ

خّٕٝ ٔضایبی تحمیك حبضش ٚ اػتفبدٜ اص ػٛیٝ اػتب٘ذاسد فشاٞٓ 

ٞب دس ػبػبت ٔختّف دس عَٛ ثٛدٖ أىبٖ ثشسػی ثیبٖ طٖ

 تـىیُ ثیٛفیّٓ ثٛد.

 گیریًتیجِ

ٞبی ٔٛسد  عجك ٘تبیح حبكُ اص ٔغبِؼٝ حبضش حضٛس پشٚتئیٗ

ثبؿذ. تٛا٘ذ ٔٛثش  ثشسػی دس ایدبد ٚ تٛػؼٝ ػبختبس ثیٛفیّٓ ٔی

سا دس عَٛ  rpoS ػلاٜٚ ثش ایٗ، ٘تبیح ٔب ٘مؾ ٟٔٓ پشٚتئیٗ

سا دس آغبص ٔشاحُ  relAتـىیُ ثیٛفیّٓ، ٚ إٞیت پشٚتئیٗ 

ؿٛد ٔغبِؼبت ثیٛفیّٓ ٘ـبٖ داد. ٕٞچٙیٗ تٛكیٝ ٔیتـىیُ 

 ٌشٚٞی ٚ یب تدشثی ا٘دبْ ؿٛد.تحّیّی اص ٘ٛع ٞٓ

 تطکر ٍ قذرداًی

 ٔیىشٚثیِٛٛطی آصٔبیـٍبٜ ٕٞىبساٖ ٌشا٘مذس صحٕبت اص ثذیٙٛػیّٝ

 .داسیٓ سا لذسدا٘ی ٚ تـىش وٕبَ ایشاٖ پضؿىی ػّْٛ دا٘ـٍبٜ

 

 هلاحظبت اخلاقی

وٝ دس ایٗ پظٚٞؾ اص اعلاػبت ثیٕبساٖ اػتفبدٜ ٘ـذٜ  اص آ٘دبیی

یب ؿشوتی  ٔلاحظبت اخلالی سػبیت ؿذٜ اػت ٚ ثب ػبصٔبٖ ،اػت

 .دساثغٝ وبسی ٘ذاؿتیٓ ٚ تؼبسم ٔٙبفغ ٚخٛد ٘ذاس

 هٌبفعتعبرض 

 ا٘ذ. ٘ٛیؼٙذٌبٖ، تؼبسم ٔٙبفؼی سا ٌضاسؽ ٘ىشدٜ

 

 

 

 

 [
 D

O
R

: 2
0.

10
01

.1
.1

73
55

31
1.

14
02

.4
7.

1.
4.

3 
] 

 [
 D

ow
nl

oa
de

d 
fr

om
 p

ej
ou

he
sh

.s
bm

u.
ac

.ir
 o

n 
20

25
-0

6-
30

 ]
 

                               7 / 8

https://dor.isc.ac/dor/20.1001.1.17355311.1402.47.1.4.3
http://pejouhesh.sbmu.ac.ir/article-1-3153-en.html


 ٚ ٕٞىبساٖخیشخٛ  ػؼیذ                                                                                    … عَٛ دس rpoS، relA ٚ mazF ٞبی طٖ ثیبٖ ػغح ٚ حضٛس ثشسػی

 
 26تا  21شمسی، صفحات 1741، سال 1، شماره 74دوره 

 
 پژوهش در پزشکی

 

   

69  

References 

1. Sabaté Brescó M, Harris LG, Thompson K, Stanic 

B, Morgenstern M, O'Mahony L, et al. Pathogenic 

mechanisms and host interactions in Staphylococcus 

epidermidis device-related infection. Frontiers in 

microbiology. 2017;8:1401. 

2. Yannuzzi NA, Patel NA, Relhan N, Tran KD, Si N, 

Albini TA, et al. Clinical features, antibiotic 

susceptibilities, and treatment outcomes of 

endophthalmitis caused by Staphylococcus 
epidermidis. Ophthalmology Retina. 2018;2(5):396-

400. 

3. Rubini D, Hari BNV, Nithyanand P. Chitosan 

coated catheters alleviates mixed species biofilms of 

Staphylococcus epidermidis and Candida albicans. 

Carbohydrate Polymers. 2021;252:117192. 

4. Rajabi S, Shivaee A, Khosravi MA, Eshaghi M, 

Shahbazi S, Hosseini F. Evaluation of multidrug efflux 

pump expression in clinical isolates of 

Staphylococcus. aureus. Gene Reports. 

2020;18:100537. 

5. Wilmaerts D, Windels EM, Verstraeten N, Michiels 

J. General mechanisms leading to persister formation 

and awakening. Trends in Genetics. 2019;35(6):401-

11. 

6. Maisonneuve E, Gerdes K. Molecular mechanisms 

underlying bacterial persisters. Cell. 2014;157(3):539-

48. 

7. Lewis K. Persister cells, dormancy and infectious 

disease. Nature Reviews Microbiology. 2007;5(1):48-

56. 

8. Wen Y, Behiels E, Devreese B. Toxin–Antitoxin 

systems: their role in persistence, biofilm formation, 

and pathogenicity. Pathogens and disease. 

2014;70(3):240-9. 

9. Schembri MA, Kjærgaard K, Klemm P. Global 

gene expression in Escherichia coli biofilms. 

Molecular microbiology. 2003;48(1):253-67. 

10. Whiteley M, Bangera MG, Bumgarner RE, Parsek 

MR, Teitzel GM, Lory S, et al. Gene expression in 

Pseudomonas aeruginosa biofilms. Nature. 

2001;413(6858):860-4. 

11. Lobato-Márquez D, Díaz-Orejas R, Garcia-del 

Portillo F. Toxin-antitoxins and bacterial virulence. 

FEMS microbiology reviews. 2016;40(5):592-609. 

12. Shabazi S, Shivaee A, Nasiri M, Mirshekar M, 

Sabzi S, Saria OK. Zinc oxide nanoparticles impact 

the expression of the genes involved in toxin–antitoxin 

systems in multidrug‐resistant Acinetobacter 

baumannii. Journal of Basic Microbiology. 2022. 

13. Engelberg-Kulka H, Hazan R, Amitai S. mazEF: a 

chromosomal toxin-antitoxin module that triggers 

programmed cell death in bacteria. Journal of cell 

science. 2005;118(19):4327-32. 

14. Shivaee A, Mohammadzadeh R, Shahbazi S, 

Pardakhtchi E, Ohadi E, Kalani BS. Time-variable 

expression levels of mazF, atlE, sdrH, and bap genes 

during biofilm formation in Staphylococcus 

epidermidis. Acta microbiologica et immunologica 

Hungarica. 2019;66(4):499-508. 

15. Kim Y, Wang X, Ma Q, Zhang X-S, Wood TK. 

Toxin-antitoxin systems in Escherichia coli influence 

biofilm formation through YjgK (TabA) and fimbriae. 

Journal of bacteriology. 2009;191(4):1258-67. 

16. Shivaee A, Mohammadzadeh R, Shahbazi S, 

Pardakhtchi E, Ohadi E, Kalani BS. Time-variable 

expression levels of mazF, atlE, sdrH, and bap genes 

during biofilm formation in Staphylococcus 

epidermidis. Acta Microbiol Immunol Hung. 

2019;66(4):499-508. 

17. Livak KJ, Schmittgen TD. Analysis of relative 

gene expression data using real-time quantitative PCR 

and the 2− ΔΔCT method. methods. 2001;25(4):402-8. 

18. Kato F, Yabuno Y, Yamaguchi Y, Sugai M, 

Inouye M. Deletion of mazF increases Staphylococcus 

aureus biofilm formation in an ica-dependent manner. 

Pathogens and disease. 2017;75(5). 

19. Kolodkin-Gal I, Hazan R, Gaathon A, Carmeli S, 

Engelberg-Kulka H. A linear pentapeptide is a 

quorum-sensing factor required for mazEF-mediated 

cell death in Escherichia coli. Science (New York, 

NY). 2007;318(5850):652-5. 

 

 [
 D

O
R

: 2
0.

10
01

.1
.1

73
55

31
1.

14
02

.4
7.

1.
4.

3 
] 

 [
 D

ow
nl

oa
de

d 
fr

om
 p

ej
ou

he
sh

.s
bm

u.
ac

.ir
 o

n 
20

25
-0

6-
30

 ]
 

Powered by TCPDF (www.tcpdf.org)

                               8 / 8

https://dor.isc.ac/dor/20.1001.1.17355311.1402.47.1.4.3
http://pejouhesh.sbmu.ac.ir/article-1-3153-en.html
http://www.tcpdf.org

