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Abstract  

Objective 

Targeted gene editing in pathogenic bacteria such as Shigella flexneri 2a using the advanced 

CRISPR/Cas9 system is a significant step in developing genetic tools and novel therapeutic 

strategies. However, the success of this process heavily relies on the precise selection of 

recombinant clones, typically through suitable antibiotic markers. In the current study, we 

evaluated the efficacy of antibiotic markers (spectinomycin and kanamycin) in pTargetF:gRNA-

pic and pEcCas plasmids in the clinical strain of Shigella flexneri 2a. 

 

Materials and methods 

First, the target region of the pic gene (a crucial virulence factor in Shigella) was identified. Based 

on this sequence, gRNA guide sequences, specific primers, and homologous recombination arms 

(HDR arms) were meticulously designed. Subsequently, targeted sgRNA cloning to the pic gene 

in the pTargetF plasmid was performed, and the plasmid’s structural integrity was confirmed 

using PCR and sequencing methods. Next, the successful introduction of the pEcCas plasmid into 

Shigella flexneri 2a cells was achieved via heat shock. Following this, the recombinant pTargetF 

plasmid, along with HDR arms, was transferred into bacteria containing the pEcCas plasmid using 

electroporation. Initial selection of transformed clones during the cloning stage on LB media 
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containing kanamycin was successful. To investigate potential antibiotic alternatives, the wild-

type Shigella flexneri 2a strain was also cultured on media containing chloramphenicol, 

ampicillin, and streptomycin. 

 

Results 

After electroporation and culturing of recombinant and wild-type (control) strains on media 

containing spectinomycin and kanamycin, the entire surface of the plates was covered with 

uniform bacterial growth, making the differentiation of recombinant clones impossible. This 

inability to differentiate resistant clones clearly indicates the intrinsic or widespread resistance of 

the Shigella flexneri 2a strain to spectinomycin. Furthermore, indiscriminate and widespread 

bacterial growth was observed in the wild-type strain when cultured on media containing 

chloramphenicol, ampicillin, and streptomycin, confirming the intrinsic resistance of this strain 

to several common antibiotics. 

 

Conclusions 

These findings highlight that, in this particular strain, the use of spectinomycin as a selection 

marker is inappropriate. For successful editing of pathogenic genes in similarly resistant strains, 

it is recommended to employ alternative selection markers to which the bacterium is sensitive 

(such as kanamycin), or to utilize markerless systems. Moreover, conducting preliminary 

antibiotic susceptibility testing (even in a simplified form) is essential prior to any molecular 

cloning or genome editing procedures. 
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Introduction 

Shigella flexneri, a gram-negative, non-motile, facultative anaerobe, is a major causative 

agent of shigellosis, a severe intestinal infection that leads to epithelial damage, mucosal 

inflammation, and bloody diarrhea. Among various serotypes, Shigella flexneri 2a is the most 

prevalent in developing countries. This strain has shown increasing levels of multidrug resistance 

(MDR), complicating treatment options and hindering molecular genetic interventions, such as 

CRISPR/Cas9-based genome editing. One of the critical genes involved in the virulence of 

Shigella flexneri 2a is the pic gene, located on a pathogenicity island (PAI-1) on the bacterial 

chromosome. This gene encodes a serine protease autotransporter, which plays an essential role 

in mucin degradation and pathogenesis by facilitating bacterial access to the colonic epithelium. 

Genome editing technologies, especially CRISPR/Cas9, offer precise and efficient manipulation 

of bacterial genomes. However, the success of such gene editing relies heavily on the selection of 

transformed clones using effective antibiotic resistance markers. A common challenge arises 

when the host bacterium, such as S. flexneri 2a, exhibits intrinsic resistance to the antibiotic used 

for selection, thus limiting the system’s efficiency. Spectinomycin is frequently employed as a 

selective marker in CRISPR vectors like pTargetF. Still, its effectiveness in certain bacterial 

strains remains uncertain due to potential resistance mechanisms. In many CRISPR workflows, 

the selection marker plays a decisive role in determining transformation success, particularly in 

bacteria with unpredictable drug-resistance profiles. Therefore, the choice of antibiotic marker 

must be not only vector-compatible but also biologically compatible with the host’s innate 

resistance mechanisms. This study aimed to assess the efficiency of spectinomycin as a selective 

marker in genome editing of Shigella flexneri 2a using CRISPR/Cas9 technology and to explore 

alternative antibiotic markers to overcome limitations arising from antibiotic resistance. 

 

Materials and Methods 

The pic gene target was identified using bioinformatics tools, and specific guide RNAs 

(gRNAs) were designed using CHOPCHOP to optimize GC content and secondary structure. The 

gRNA was cloned into the pTargetF plasmid using BbsI restriction enzyme digestion and ligation 

following oligonucleotide annealing. Colony PCR with specific primer sets and Sanger 

sequencing confirmed the correct insertion of the gRNA into pTargetF. The Cas9 expression 

plasmid pEcCas (conferring kanamycin resistance) was transformed into Shigella flexneri 2a via 

heat-shock. Competent cells were prepared using cold 0.1M CaCl₂ solution and stored in 10% 

glycerol at −80°C. The presence of pEcCas was validated using colony PCR. Electrocompetent 

cells harboring pEcCas were transformed with both the recombinant pTargetF:gRNA-pic plasmid 

and donor DNA containing homology-directed repair (HDR) arms. Electroporation was 

performed at 1800 V, and transformed cells were recovered in LB broth without antibiotics and 
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plated on LB agar containing spectinomycin (100 µg/mL) and kanamycin (50 µg/mL). To test 

alternative antibiotics, wild-type Shigella flexneri 2a was also plated on LB agar supplemented 

with ampicillin, chloramphenicol, and streptomycin at standard working concentrations. 

 

Results 

The presence of uniformly distributed bacterial growth across LB agar plates containing both 

spectinomycin and kanamycin demonstrated that S. flexneri 2a is intrinsically resistant to 

spectinomycin. This resistance made it impossible to distinguish recombinant colonies from non-

transformed cells. In contrast, kanamycin selection proved successful. When plated on 

kanamycin-containing media, distinct and isolated colonies of S. flexneri 2a containing pEcCas 

were observed, indicating that the strain remains sensitive to kanamycin, making it a suitable 

selective marker in this context. Further investigation revealed that S. flexneri 2a also exhibited 

dense and uniform growth on LB agar plates containing ampicillin, chloramphenicol, and 

streptomycin, indicating broad intrinsic or acquired resistance. Control experiments using 

Escherichia coli O157:H7, a spectinomycin-sensitive strain, validated the effectiveness of 

spectinomycin as a selective agent in susceptible bacteria. Clear, isolated recombinant colonies 

were observed in E. coli, whereas the same medium failed to select clones in Shigella flexneri 2a. 

 

Conclusions 

Our study provides evidence that spectinomycin is not a suitable selective marker for 

CRISPR/Cas9-based genome editing in Shigella flexneri 2a due to its intrinsic or acquired 

resistance. This resistance impairs the identification and selection of recombinant clones, which 

is a critical step in genome editing workflows. The data highlight the necessity of conducting 

antibiotic susceptibility testing before implementing selection strategies in molecular cloning or 

gene editing projects. Without this pre-evaluation, there is a risk of selecting false-positive clones 

or misinterpreting transformation efficiency. Techniques such as minimum inhibitory 

concentration (MIC) assays or disk diffusion testing are recommended for preliminary screening. 

For future research involving resistant strains like S. flexneri 2a, we recommend adopting 

alternative antibiotic markers, such as kanamycin, which showed consistent selective efficiency 

in this study. Alternatively, markerless CRISPR/Cas9 systems could be employed to eliminate 

the reliance on antibiotic-based selection altogether. Markerless systems use counter-selection or 

site-specific recombination techniques to isolate edited clones without the need for antibiotic 

resistance genes. This study also underscores the broader concern of increasing antibiotic 

resistance in clinical strains of Shigella flexneri, especially serotype 2a. The dissemination of 

plasmids carrying resistance genes such as aadA1, often associated with resistance to both 

spectinomycin and streptomycin, could be a contributing factor. These plasmids encode 
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modifying enzymes like adenyltransferases, which chemically inactivate spectinomycin. 

Mutations in 16S rRNA and ribosomal proteins may also contribute to resistance, further reducing 

the efficacy of traditional selection markers. Overall, this research emphasizes a critical aspect of 

genome engineering: that the host’s antibiotic resistance profile must be factored into vector and 

marker selection to ensure experimental success. Moreover, tailoring the selection strategy to each 

strain’s resistance landscape not only enhances experimental efficiency but also prevents 

misinterpretation of genome editing outcomes due to unintended background growth. 

Understanding these limitations and planning around them enables researchers to achieve more 

reliable and interpretable results in bacterial genome editing studies. 
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  چکیده

 ا اسنننتهناده از سنننیسنننت  پیشنننرفتن بن   Shigella flexneri 2aهناي پناتو ن مناننند  هنا در بناکتريویرایش هندفمنند  ن  هدد: 

CRISPR/Cas9  ،با این حا ، موفقیت این فرآیند ب   هاي جدید درمانی اسنت.  ام مهمی در توسنه  اباارهاي  نتیکی و اسنترات يگ

بیوتیکی انجام  شنده وابسنت  اسنت ک  مهموبا با اسنتهاده از مارکرهاي مقاومت آنتیترانسنهورمهاي  شند  ب  انتخا  صنحیب باکتري

 وکتورهناي پلاسنننمینديبیوتیکی )اسنننیکتینومنایسنننین و کناننامنایسنننین  در  کنارایی منارکرهناي آنتی  در مطناعهن  حنا نننر،  .گیردمی

pTargetF:gRNA-pic  و pEcCas  در سوی  باعینیShigella flexneri 2a  ارزیابی شد. 

زایی مه  در شننیگلا  شننناسننایی شنند. بر اسنناس این تواعی، تواعی  )فاکتور بیماري pic ابتدا، ناحی  هدف  ن    هاروشمواد و 

 sgRNA با دقت طراحی شندند. سنی ، کلونین  (HDR arms) ، پرایمرهاي اختصناصنی و بازوهاي هموعو gRNA راهنماي

و تهیین تواعی تأیید گردید.  PCR هايانجام شند و صنحت سناختار پلاسنمید با روش  pTargetF در پلاسنمید  picهدفمند ب   ن 

ا روش شنو  حرارتی با موفقیت انجام  ب  Shigella flexneri 2aهاي  ب  درون سنلو  pEcCas در مرحل  بهد، ورود پلاسنمید

هاي حاوي ا اسننتهاده از روش اعکتروپوریشننن ب  باکتري، بHDR نوترکیب ب  همراه بازوهاي pTargetF شنند. سننی ، پلاسننمید
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حاوي  LB شننده در مرحل  کلونین  بر روي محیک کشننتهاي ترانسننهورممنتقل شنندند. انتخا  اوعی  کلون pEcCas پلاسننمید

نیا بر روي   Shigella flexneri 2aبیوتیک، سنوی  وحشنی  هاي احتماعی آنتیآمیا بود. براي بررسنی جایگاینکانامایسنین موفقیت

 .سیلین و استرپتومایسین کشت داده شدهاي حاوي کلرامهنیکل، آمییمحیک

در محیک حاوي اسنیکتینومایسنین و کانامایسنین، هاي نوترکیب و سنوی  وحشنی )کنتر    پ  از اعکتروپوریشنن و کشنت سنوی    نتایج

. این عدم هاي ترانسنهورم وجود نداشنتاي ک  امکان تهکیک کلونگون رشند یکنواخت باکتریایی در کل سنطب پلیت مشناهده شند، ب 

  ب   Shigella flexneri 2aدهننده مقناومنت یاتی ینا گسنننترده سنننوین  هناي مقناوم، بن  و نننوح نشنننانتواننایی در تهکینک کلون

سنیلین و اسنترپتومایسنین نیا  هاي حاوي کلرامهنیکل، آمییاسنیکتینومایسنین اسنت. همننین، در کشنت سنوی  وحشنی بر روي محیک

 .بیوتیک رایج استتهاو  و گسترده باکتري مشاهده شد ک  مؤید مقاومت یاتی این سوی  ب  چندین آنتیرشد بی

  .ک  در این سنوی  خا،، اسنتهاده از اسنیکتینومایسنین ب  عنوان مارکر انتخابی نامناسنب اسنت   کندتاکید میها این یافت  گیری نتیجه

شنود از نشنانگرهاي انتخابی جایگاین ک  باکتري ب   هاي مقاوم مشناب ، پیشننهاد میهاي پاتو نیک در سنوی راي ویرایش موفق  نب

هاي اسنتهاده شنود. همننین، انجام آزمون )markerless (هاي بدون مارکرها حسناس اسنت )مانند کانامایسنین  یا از سنیسنت آن

موعکوعی یا ویرایش  نوم  نروري  کلونین  اقدام هر  از پیش  شندهسنازيسناده  صنور ب  حتی) بیوتیکی مقدماتیحسناسنیت آنتی

  .است

 CRISPR/Cas9، 2a flexneri Shigella بیوتیکی،آنتی مقاومت  نتیکی، دستکاري اسیکتینومایسین،: هاکلیدواژه

 پ وهشی.: نوع مقاله

ب    Shigella flexneri 2a باکتري  یاثر مقاومت یات   1404) محمدآبادي محمدر ا، ساسان حسینهلی، پور اعه کاظمی استناد 

 .200-177 ، 3)17، مجل  بیوتکنوعو ي کشاورزي. CRISPR/Cas9 ست یس ییبر کارا نیسینومایاسیکتآنتی بیوتیک  
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 مقدمه

ب  عنوان عامل     Kiyoshi Shigaتوسک    1897  در سا     Enterobacteriaceae)متهلق ب  خانواده    Shigellaباکتري  

باکتري گرم منهی، بی هوازي اختیاري،    . ک  Shigella species, 2008; Trofa et al., 1999اسها  خونی باسیلی شناخت  شد  

عهونت مهموبا ب  بی  سطحی مخاط کوعون محدود .  Schnupf & Sansonetti, 2019)باشد  غیرمتحر  و غیر اسیور ساز می 

و پاسخ    Bennish, 1991)  شودشده و با پاسخ اعتهابی میابان همراه است ک  در نهایت منجر ب  تخریب بی  اپیتلیا  کوعون می

. تخریب بی  اپیتلیا  منجر ب  علائ  باعینی   Philpott et al., 2000)برد  اعتهابی متهاقب میابان، بی  اپیتلیا  کوعون را از بین می 
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  .   Bennish, 1991)گردد  شود ک  در نهایت باعث ایجاد مدفوع مخاطی خونی میمیوکرامپ شکمی    tenesmusاسها  آبکی،  

  و آرتریت  Hus)2میابان، شامل سندرم هموعیتیک اورمیک  HLA  1عوارض بیشتر، بست  ب  گون  باکتري آعوده کننده و زیرگروه  

 Shigellaدر کشورهاي در حا  توسه ،    Shigellosisسرگروه اصلی مرتبک با    . Organization, 2005) باشدواکنشی می

flexneri   باشدمی  (Oany et al., 2017   .اي مه ، باکتريهاي رودهاز میان پاتو ن Shigella،    هايوی ه سوی ب Shigella 

 flexneriو Shigella sonnei  ، آنتی توانایی در توسه  مقاومت  براي  هاي قابلبیوتیکی، چاعش ب  دعیل تکامل سریع و  توجهی 

 Shigella ها مشهود است، چراک بیوتیک وی ه در درمان شیگلوز با آنتی کنند. این چاعش ب سلامت عمومی در سطب جهانی ایجاد می

 flexneri     برابر آنتی طور فاایندهب آنتی بیوتیکاي در حا  مقاوم شدن در  این در حاعی است ک   براي بیوتیکهاست.  ها عموماا 

توج  ب  مقاومت  . با    et al., 2021Ashkenazi et al., 2003; Chung)  شوند باکتري از میابان استهاده میکاهش دوره دفع  

هاي ویرایش هاي نوترکیب در پرو هتواند مانع از انتخا  دقیق کلونب  اسیکتینومایسین ک  می Shigella flexneri 2a یاتی سوی 

هاي  کلون شود، هدف این مطاعه  بررسی این مقاومت و ارائ  راهکارهاي جایگاین براي انتخا    CRISPR/Cas9  ن مبتنی بر 

Hasani et al., -Al)بر روي کروموزوم اصلی قرار دارد    PAI13در جایره بیماري زایی    S.flexneri 2aدر    pic ن  .  موفق است

هاي خودانتقا  یابنده از غشا سلوعی باشد ک  با سرین پروت ازمی   116KDaیک پروت ین خود انتقا  یابنده،    pic. پروت ین     2001

و با فهاعیت    Henderson et al., 1999; Henderson & Nataro, 2001)شود  ترشب می   Enterobacteriaceaeخانواده  

باکتري   تا  کرده  تخریب  را  بار   روده  مخاطی  خی   بی   خود  باشد    Shigellaموسینوعیتیک  داشت   دسترسی  اپیتلیوم  ب  

(Gutierrez-Jimenez et al., 2008 .  باشد. توسه  پیشرونده  اصلاح دقیق  نوم در مهندسی  نتیک مه  می  سیست  کریسیر

هایی هایی جهت تغییرا  در  نوم را فراه  کرده است.  روري ترین اباارها براي ویرایش  نوم، آنای  فناوري، امکان استهاده از تکنیک

 ,.Richardson et al) باشندمی TALENs 5هاي فها  کننده رونویسی  )و نوکل از ZFNs 4هاي انگشت روي )از قبیل نوکل از

 DNA    (DSBs)6هاي دو رشت  ايتوانند براي شکستگی می  شده   هاي ویرایش  نوم با یک وی گی مشتر  تهیین. اباار  2016

سلوعی را فها  کرده و براي بهبود کارایی ایجاد   DNAتواند سیست  طبیهی ترمی  می DSBدر مکان مورد نظر طراحی شوند. یک 

 CRISPR ع جدیدي از فناوري مهندسی  نوم مبتنی بر سیست نو  . Haapaniemi et al., 2018)  تغییرا  در  نوم استهاده شود

کند و با ها عمل میاي ، ک  ب  عنوان یک سازوکار ایمنی تطبیقی در باکتري)تکرارهاي کوتاه پاعیندرومیک پراکنده منظ  خوش 

ها ابااري قدرتمند در تنظی  دقیق بیان  ن و  راهنما قادر ب  شناسایی عناصر خارجی مانند پلاسمید و ویروس است،   RNA استهاده از

فراه  می باب  دقت  با  را  ویرایش هدفمند  نوم  امکان  و  شده   ,.Hashemabadi et al., 2024; Jinek et al) کند مطرح 

 
1 Human Leukocyte Antigen 
2 Haemolytic uraemic syndrome 
3 Pathogenicity Island 1 
4 Zinc-finger nucleases 
5 Transcription activator-like effector nucleases 
6 Double-strand break 
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Samare Gholami et al., 2020; 2012   . سیست از II نوع CRISPR در  منشأ  ،  pyogenes Streptococcus با 

اندونوکل ازtracrRNAو crRNA شامل RNA شدن دوجهت آنای   براي هدایت  را   جهت برش اختصاصی Cas9 ، پلتهرمی 

 DNAکندهدف فراه  می (Hashemabadi et al., 2023 هاي قبلی یکر شده براي ویرایش  نوم،  تکنیک نسبت ب  روش  ن. ای

جاي طراحی     براي شناسایی جایگاه هدف ب  sgRNA 7کوتاه )   RNAاز جمل  اینک  در این روش از یک تواعی  ،  داراي ماایایی است 

استهاده مینوکل از براي صرف هاي اختصاصی  این یک عامل مه    ,.Kozovska et al) جویی در وقت و هاین  استشود ک  

سیست .   2021 از  بسیاري  بردر  مبتنی  ویرایش  نوم  آنتیCRISPR/Cas9هاي  مارکرهاي  از  استهاده  انتخا   ،  براي  بیوتیکی 

آنتی کلون ب   مقاومت  فراه  کردن  با  این مارکرها  است.  رایج و  روري  امري  ترانسهورم شده  امکان  هاي موفق  بیوتیک خا،، 

هاي بیوتیکی نقش کلیدي در موفقیت پرو هکنند. انتخا  دقیق مارکر آنتی فراه  می هاي نوترکیب را  باکتريشناسایی و جداسازي  

تواند منجر ب  انتخا  نادرست و  ویرایش  ن دارد، زیرا مارکرهاي ناکارآمد یا مقاومتی ک  ب  صور  یاتی در باکتري وجود دارد، می 

در انتخا     اسیکتینومایسینبیوتیکی  مارکر آنتی  . Jiang et al., 2013; Reisch & Prather, 2015) دکاهش کارایی روش شو

گاارش  یکر  و  درکلون  یاتی  مقاومت  دارد  Shigella flexneri 2a  باکتري هاي  مهمی  عنوان    نیسینومایاسیکت  . نقش    ک یب  

فرای نقش کلیدي  انتخاب  کیوتیبیآنت انتخا  سلو    ییدر مرحل  شناسا   هیوب  ،   ن  شیرایو  يندهایدر  اترانسهورم   ي هاو    ها یشده 

 د یسمپلا   ت یک  با موفق  ییهاسلو   يغرباعگر  ي برا  کیوتیبی آنت  نیا  د،یبر وارد کردن پلاسم  یمبتن  يهااز روش   ياریدر بس.  کندیم

  شود یباعث م  نیسینومایاسیکت  يکشت حاو  کی. استهاده از محرودی اند، ب  کار مکرده  افتیرا در  نیسینومایحامل  ن مقاومت ب  اسیکت

ا  دیواجد پلاسم  يهاتنها سلو  ب  م  ی  نوم  شیرایو  ندیکل فرآ  ییامر دقت و کارا  ن یرشد کنند، ک     ش یافاا  یقابل توجه   اان یرا 

  ش ی افاا  ر،یاخ  يهادر سا   . دارد  مقاومت یاتی  ب  اسیکتینومایسین  Shigella  باکتري.   Reisch & Prather, 2015) دهدیم

مه  در   يهااز چاعش  ی کی، ب   a2  پ یسروت  Shigella flexneri   هیوب    ، Shigellaمختلف    يهادر گون    ی کیوتیبی مقاومت آنت

نشان داد ک     2019تا    2011  يهاسا   نیدر کلکت ، هند، ب  ياحاصل از مطاعه   يهاشده است. داده  لیتبد  یحوزه سلامت عموم

Shigella flexneri   پی مبتلا ب  اسها  حاد بوده و سروت مارانیب  انیگون  در م نیترعیدرصد، شا  76.1با سه a2 54 وعیبا ش ا ین  

از  جیرا يهاکیوتیبی از مقاومت نسبت ب  آنت ییسطوح باب هاپ یسروت نیشناخت  شده است. ا رگروه یز نیترب  عنوان غاعب  يدرصد

ناع استرپتوما  موکسازو یکوتر  ن،یکلیتتراسا  ن،ینورفلوکساس  ن،یافلوکساس  ن،ییروفلوکساسیس  د،یاس  کیکسیدیجمل   از خود   نی سیو 

ک    يطورداشت  است، ب   یشیروند افاا ا ین اکسونیو سهترا نیلیسی مانند آمی ییمقاومت ب  داروها اان یم ن، یاند. علاوه بر انشان داده

درصد   9.6درصد ب     3.2از    اکسونیدرصد و مقاومت ب  سهترا  69.2    درصد ب  47.9از    نیلیسیمقاومت ب  آمی   ، یدر بازه مورد بررس

 ي دهایعمدتاا با حضور پلاسم  Shigella flexneriدر    نی سینومایمقاومت ب  اسیکت  س یمکان  .(Bose et al., 2024)  افتی  شیافاا

ک  با افاودن گروه    یمیآنا  کند؛ی ترانسهراز را کد م  لیلیآدن   یاست ک  آنا  ی حامل  ن  دیپلاسم  نی مرتبک است. ا  pCN1مانند    یخاص

 
7 Single Guide RNA 
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 ک یوتیبی شدن آنت اثری منجر ب  ب ییایمیش  رییتغ نیا ج ،ی. در نتشودیآن م يسازرفها یموجب غ ن،یسینومایب  موعکو  اسیکت لیآدن

در انتقا  و بروز مقاومت ب     يدی ن مقاومت، نقش کل  نیا  یعنوان ناقل اصلب    pCN1  دی. پلاسمگرددی م  يمقاومت باکتر  شیو افاا

شود، مس و   حمل می pCN1 ک  بر روي پلاسمیدهایی مانند  ، aadA1  ن.  کندی م  هایا  ییایگون  باکتر  نیدر ا  نیسینومایاسیکت

 کندبیوتیک استرپتومایسین و اسیکتینومایسین را ایجاد می کننده است و در نتیج  مقاومت ب  هر دو آنتی توعید این آنای  غیرفها 

(Chinault et al., 1986).   ست ی با استهاده از س  ی نوم  شیرایو  يهاپرو ه  در  CRISPR/Cas9موفق مهموبا   يها، انتخا  کلون

، استهاده از  Shigella flexneriمانند    نیسینومایمقاوم ب  اسیکت  يها  ی. در سوشودیانجام م  یکیوتیبیآنت  يبا استهاده از مارکرها

و دقت    ییکارا  تواندیمو وع م  نیترانسهورم شده شود. ا  يهاکلون   ییمنجر ب  انتخا  نادرست و عدم شناسا  تواندیمارکر م  نیا

  Shigella flexneri 2a  ي  یسو  یمقاومت یات  ریتأث  یمطاعه  بررس   نیااز  هدف    قرار دهد.  ری را تحت تأث  ی نوم  شیرایو  يهاپرو ه

  ي برا  ییو ارائ  راهکارها  pic ن    شیرایو  يبرا  CRISPR/Cas9  ست یس  يحاو  يهاانتخا  کلون  ییبر کارا  نیسینومایب  اسیکت

 . است نیگایجا ییدارو ياستهاده از نشانگرها

 

 هامواد و روش

  1جدو   استهاده شده در تمام مراحل این مطاعه  در    هاي باکتریایی و پلاسمیدهايسوی هاي باکتریایی و پلاسمیدها.  سوی  

 .ارائ  شده است

پرایمرها   بیوانفورماتیکی آنالیزهای   کارآمد  و  سیست  gRNAطراحی  با  ویرایش  نومی  در  نخست  گام  ک    ، 

CRISPR/Cas9    ست، با ارزیابی دقیق تواعی هدف و استهاده از سایت  اCHOPCHOP  نجام گرفت. این اباار براي انتخا ا 

gRNA بر اساس درصد نوکل وتیدي 20هاي GC   ساختار ثانوی  ب  کار رفت. اعحاق بهین ، توزیع یکنواخت و gRNA   پلاسمیدب 

pTargetF   استهاده از    باPCR     پلاسمید  انجام شد. تواعی پرایمرهاي مربوط ب     2جدو   و پرایمرهاي اختصاصی یکر شده در 

pEcCas بازوهاي هموعو  و قطه ، DNA  دهنده مربوط ب   نpic شرکتها توسک  ، ک  سنتا آن BioMagic   ،انجام شده بود

 . رائ  شده استا 4و  3جدو  ب  ترتیب در 

، ابتدا پلاسمید pTargetF پلاسمیددر   gRNA براي کلونین  تواعی    gRNAحاوی    pTargetF  پلاسمیدساخت  

ر    دK   و  Wل )اي با انیل کردن اعیگونوکل وتیدهاي مکمدو رشت  gRNA . تواعیگردیدسازي  خطیو    رش دادهب   BbsIبا آنای 

)با هدف باز شدن ساختارهاي   C°95ثانی  دماي    30در ابتدا ب  مد    )  ايو با استهاده از یک برنام  حرارتی مرحل   PCR دستگاه

د ک  با کاهش تدریجی دما طی گردیاي تنظی     برنام  دستگاه ب  گون   آنتنظی  شد و بهد از    C°94ثانی  دماي    5  سی   وثانوی    

  ها ب  یکدیگر متصل شوند ، و پرایمر  برسد  C°25دماي محتویا  ب      ثانی   10ب  ازاي هر سیکل طی    C°1کاهش  )  سیکل   69
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شده انکوب  شد تا واکنش  خطی  پلاسمیدبا   C°25-22و سی    C°16سازي، در دماي ساخت  شد. محصو  انیلین ، پ  از رقیق

 هاي بهدي مورد استهاده قرار گرفت.  عیگیشن انجام گیرد. پلاسمید نوترکیب حاصل براي ترانسهورماسیون 

 

 پژوهش های مورد استفاده در مراحل مختلف باکتریایی و پلاسمید هایسویه . 1جدول 

Table 1. Bacterial strains and plasmids used in different stages of the study 

 ، مستقر در واترتاون، ماساچوست، ایاب  متحده آمریکا Addgeneشرکت  *

 

 gRNAپرایمرهای اثبات کلونینگ . ۲جدول

Table 2. Primers for gRNA cloning confirmation 

اندازه 

محصول 
(bp) 

Product 

Size 

(bp) 

 R توالی پرایمر  
 )′3→′(5   

R Primer Sequence (5′→3′) 

نام  

 پرایمر 
Primer 

Name 

 F توالی پرایمر 

 )′3→′(5   
F Primer Sequence (5′→3′) 

نام  

 پرایمر 
Primer 

Name 

400 ACTCCACCGCTGATGACATC 
 

R-

pTarget- 

vector 

AGCGAGTCAGTGAGCGAG F-

pTarget- 

vector 
270 ACCAACAGATTATCTGAACC gRNA 

(W) 
ACTCCACCGCTGATGACATC R-

pTarget- 

vector 
150 GGTTCAGATAATCTGTTGGT gRNA 

(K) 
AGCGAGTCAGTGAGCGAG F-

pTarget- 

vector 

 pEcCasهای پلاسمید پرایمر . 3جدول

Table 3. pEcCas Vector Primers 

اندازه محصول 
(bp) 

Product Size 

(bp) 

 Rتوالی پرایمر 
)′3→′(5 

R Primer Sequence (5′→3′) 

 نام پرایمر 
Primer 

Name 

 F توالی پرایمر 

)′3→′(5 
F Primer Sequence (5′→3′) 

 

 نام پرایمر 
Primer 

Name 

4120 TCTAAAATATACTTCAGT

CACCTCC 
R-

pEcCas 
ATGGATAAGAAATACTC

AATAG 
F-pEcCas 

 

 Company شرکت سازنده   Bacterial strain/plasmid سویه باکتری/ پلاسمید 
Shigella flexneri 2a مرکا ملی یخایر  نتیکی و زیستی ایران 

DH5a Escherichia coli  باهنرمیکروبیوعو ي دانشگاه شهید گروه 
Escherichia coli O157:H7 مرکا ملی یخایر  نتیکی و زیستی ایران 

PTargetF plasmid *Addgene 
pEcCas9 plasmid Addgene 
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 Donar DNAهای ساخت بازوهای همولوگ و پرایمر . 4جدول

Table 4. Primers for Homologous Arms and Donor DNA Construction 

اندازه محصو  
(bp) 

Product 

Size (bp) 

 

   5)′→3′(تواعی                  
Sequence (5′→3′) 

 
 نام پرایمر

Primer Name 

52 GGTGCTACGAACTGGTGGAATGTCATACCAACAGATT

ATCTGAGTCGACCAC 
A1 

48 CGTCCTGCATAACCTGGTAAGCGGTGTAACGTTCAGT

GGTCGACTCAG 
A2 

48 CCGGAAACAAAGTCTACGGGGGCATCGAAATCGTCCT

GCATAACCTGG 
A3 

22 TATTAATGGTGCTACGAACTGG Primer(F)-amp 

18 CCCAGTCCGGAAACAAAG Primer(R)-amp 

 

سازي سلو  مستهد،  راي آمادهب   E. coli DH5αسوی      DH5αهای مستعد  سازی و ترانسفورماسیون سلول آماده

   M CaCl₂ 0.1ها با محلو  سرد  بیوتیک رشد داده شد و در فاز عگاریتمی برداشت گردید. سلو دون آنتی ب   LB Broth در محیک

خیره شدند. براي ترانسهورماسیون، ابتدا  ی   C°80-ها ا اف  و در دماي  لیسرو  ب  آن و گ  CaCl₂ ي  تیمار شدند و سی  محلو  حاو

  C°42شده ا اف  و پ  از انکوباسیون روي یخ، شو  حرارتی در دماي  عی  DNA تیمار شده، سی   رکاپتواتانو م  -βها با  سلو 

 100)با غلظت اوعی     اسیکتینومایسین  هاي حاوي، بر روي پلیتLB ها پ  از بازیابی در محیکاعما  شد. سلو   ثانی    48مد   ب  

هیین    و ت FK  وFR ، WRاستهاده از س  جهت پرایمرا  )ب PCR صحت کلونین  با کلنیکشت داده شدند.    عیتر گرم بر میلیمیلی

از  میکروعیتر    0.5میکروعیتر مسترمیک  آمیلیکون،    5میکروعیتر ک  شامل    10در حج  نهایی   PCR تواعی، پ  از انجام واکنش

 PCR تأیید شد؛ برنام میکروعیتر آ  مقطر بود،    3.5اعگو و   DNA میکروعیتر  0.5میکروموبر ،    100پرایمرهاي یکر شده )با غلظت  

و    C°  57 ثانی  در    C°  95    ،35 ثانی  در    20سیکل متواعی با مراحل    35  و سی    C°  95 اي در  دقیق    5شامل دناتوراسیون اوعی   

 . در دستگاه ترموسایکلر بود، ک  نتایج آن با اعکتروفورز    بررسی گردید C° 72 ثانی  در  35

آنای    2a  flexneri Shigella در  pEcCas  پلاسمید  تأیید   و  انتقال انتقا   منظور   Shigellaب     Cas9ب  

flexneri 2aپلاسمید از   ، pEcCas (14605    .شد استهاده  کانامایسین   ب   مقاومت  حاوي  ن  باز،  انتقا ،  جهت  از  پیش 

کشت  LB Broth راي ترانسهورماسیون مستهدسازي شدند. یک کلنی از باکتري در محیکب   Shigella flexneri 2aهايسلو 

ساعت رشد    2مقداري از کشت ب  محیک تازه منتقل و مجدداا براي    rmp 180و   C°37ساعت انکوباسیون در    16داده و پ  از  

 سازي شد. پ  از سانتریهیو  کشت باکتري، رسو  سلوعی در محلو تهی  و خنک  کلسی  کلراید   M 0.1داده شد. همامان، محلو   

CaCl₂ مخلوط افاودن  و  شستشو  مرحل   دو  از  پ   سی ،  شد.  در  CaCl₂ بازسوسیانسیون  حاصل  سوسیانسیون  گلیسرو ،  و 
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هاي از سلو   یکروعیترم  100براي انجام شو  حرارتی،    .گهداري شدن    C°80-عیتري تقسی  و در دماي  میلی  1.5هاي  میکروتیو  

 pEcCas میکروعیتر از پلاسمید  4و  (M 1.5) میکروعیتر بتامرکاپتواتانو   1.6سی    روي یخ قرار داده شد تا یو  شود.مستهد 

شو  داده شد و مجدداا   C42°ثانی  در دماي   48 دقیق  روي یخ قرار گرفت، سی  ب  مد   30ب  آن ا اف  گردید. مخلوط ب  مد   

 C37°ساعت در دماي   1.5 ، انکوباسیون ب  مد  بیوتیکعیتر محیک کشت بدون آنتییلیم 1روي یخ گذاشت  شد. پ  از افاودن  

گرم میلی  50غلظت اوعی   )با   کانامایسینها سانتریهیو  شده و رسو  در مقدار کمی سوپرناتانت حل و روي پلیت حاوي  شد. نمون    جامان

با پرایمر اختصاصی انجام شد و   PCR کلنییافت ،  هاي رشدکشت داده شد. براي تأیید انتقا  موفق پلاسمید، از کلنی    عیتر بر میلی

 .ها ب  عنوان منبع باکتري حامل پلاسمید در مراحل بهدي استهاده گردید، از این سوی پلاسمیدپ  از تأیید وجود 

و انتخاب با   (pEcCas )حاوی  Shigella flexneri 2aدهنده به   DNA و pTargetF-gRNA انتقالیهم

تکثیر شد.   F-amp  ،R-amp  ،A1  ،A2، A3 و با استهاده از اعیگونوکل وتیدهاي PCR دهنده با DNA اعگوي    بیوتیکآنتی

، این باکتري در محیک  pEcCas اوي پلاسمیدح   Shigella flexneri 2aهاي مستهد اعکتروپوریشن از سوی   براي تهی  سلو 

،   λ-Red کشت داده شد. سی  براي اعقاي بیان سیست عیتر   گرم بر میلیمیلی  50)با غلظت اوعی     کانامایسین يحاو LB مایع

  3.5  مد   ب   C°30منتقل و در دماي   L-arabinose اده اعقاییم   µL 250کشت باکتري ب  محیک تازه حاوي کانامایسین و

    %10هاي سرد حاوي  سازي براي شو  اعکتریکی، در چند مرحل  با محلو منظور آمادهها ب  انکوب  شد. پ  از آن، سلو   ساعت

هاي زسوسیانسیون شدند. سوسیانسیون نهایی ب  حج با  %10گلیسرو      mL 2شست  شده و در نهایت در حج  نهایی    گلیسرو 

هاي مستهد از فریار خارج شده  براي ترانسهورماسیون، سلو   .خیره شدی   C°80-ها تقسی  و در دماي  در میکروتیو    یکروعیترم   50

هر نمون     ب   (µg 3.5) هندهد   µL DNA 4  و  pTargetF (3 µg) نوترکیب  پلاسمید   µL 5و روي یخ یو  شدند. سی   

 انجام گرفت. بلافاصل  پ  از شو ، محیک کشت  وعت  1800اعکتروپوریشن در وعتا   ها در یخ،  ا اف  شد. پ  از نگهداري نمون  

LB  30اعت در س  3–2ها ب  مد  تریل ب  نمون  ا اف  و سلو اس°C  180و rpm  نکوب  شدندا . 

در مرحل  نهایی انتخا     اسپکتینومایسین و کانامایسینهای نوترکیب در محیط کشت حاوی  انتخاب کلنی 

ا غلظت اوعی   ب)  اسیکتینومایسینحاوي   آگار   LBشده بر روي محیک کشتهاي ترانسهورمهاي نوترکیب، پ  از کشت سلو کلنی

ساعت در دماي  16و پ  از انکوباسیون ب  مد     عیتر گرم بر میلیمیلی   50ا غلظت اوعی   ب)  کانامایسینو    عیتر گرم بر میلیمیلی  100

°C37هاي  ، سطب کامل محیک کشت با رشد یکنواخت باکتریایی پوشیده شد. این رشد گسترده، امکان تشخیص و جداسازي کلنی

مورد استهاده بود     Shigella flexneri 2aدر جمهیت باکتریایی    مقاومت یاتی یا فراگیردهنده  منهرد را از بین برد. این نتیج  نشان 

، کنتر  مثبت براي عملکرد اسیکتینومایسیندر مقابل و ب  عنوان یک    .نوترکیب شد  پلاسمیدهاي حامل  و مانع از انتخا  دقیق کلنی 

سوی    شد،    O157:H7 Coli Escherichiaوقتی  داده  کشت  مشابهی  شرایک  تحت  است   حساس  اسیکتینومایسین  ب   )ک  

نوترکیب  کلنی بر روي پلیت  منهردهاي  ب  عنوان یک عامل ب  و وح  امر تأییدکننده کارایی اسیکتینومایسین  این  ها رشد کردند. 
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ب  و وح  انتخابی مؤثر در سوی   بود و  آنتی ر   Shigella flexneri 2aیاتی    تهاو  مقاومتهاي حساس  این  برابر  بیوتیک ا در 

 .برجست  ساخت

ب  منظور بررسی امکان استهاده از     Shigella flexneri 2aسویه وحشی در  های جایگزین بیوتیک ارزیابی آنتی 

)با   سیلینمیی آ   ،عیتر   گرم بر میلیمیلی   100)با غلظت اوعی     استرپتومایسینبیوتیک رایج شامل  هاي جایگاین، س  آنتی بیوتیک آنتی

  LBطور جداگان  در محیک کشتب   عیتر گرم بر میلیمیلی 25اوعی  )با غلظت   لرامهنیکلک و عیتر گرم بر میلی میلی 100غلظت اوعی  

استهاده قرار گرفتند. سوی  وحشی   آگار این محیکر   Shigella flexneri 2aمورد  از  از  وي هر یک  ها کشت داده شد و پ  

 ها مشاهده گردید.  ، رشد کامل و گسترده باکتري در تمام پلیتC°37انکوباسیون در دماي 

 

 نتایج

هاي مستهد ب  سلو  pTargetF نوترکیب  پلاسمیدانتقا     pTargetFپلاسمید  در   gRNA آمیزکلونینگ موفقیت 

E. coli DH5α   سیکتینومایسین اهاي سهید رن  روي محیک کشت جامد حاوي  ز طریق شو  حرارتی، منجر ب  تشکیل کلنیا 

،  RC/W،  (FC/RC ر  و س  جهت پرایم PCR کلنیها با استهاده از  شد. تحلیل این کلنی   عیتر گرم بر میلی میلی   50)با غلظت اوعی   

FC/K     در اعکتروفورز، مؤید کلونین     تشکیل باندهاي پلکانی  .را نشان داد  جهت باز   150و   270  ،400هاي  دهایی با اندازه بان

را تأیید کرد  gRNA ، صحت کلونین پلاسمیداین    یابیتواعی بود. در نهایت،   pTargetF پلاسمید  در   gRNA آمیا قطه موفقیت

  .2و  1هاي )شکل 

 

 بیوتیک اسپکتینومایسین کشت جامد حاوی آنتی نوترکیب ایجادشده بر روی محیط هایکلنی . 1شکل

Figure 1. Recombinant colonies formed on solid culture medium containing spectinomycin 

 

 پلاسمیدپ  از انجام شو  حرارتی و انتقا      Shigella flexneri 2aبه   pEcCas پلاسمیدآمیز  انتقال موفقیت

pEcCas   هاي مستهد    سلو بShigella flexneri 2a     اوعی   ب)  کانامایسینها روي محیک حاوي  کشت آنو  100ا غلظت 
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 و پرایمرهاي اختصاصی PCR کلنیها با استهاده از  هاي سهید رن  مشاهده شدند. بررسی این کلنی، کلنیعیتر گرم بر میلیمیلی

F-pEcCas و R-pEcCas باند ، DNA    پلاسمیدحضور  را نشان داد ک     جهت باز  4120با طو pEcCas  هاي در سلو   را

 . 4و  3 هايکرد )شکل شده تأیید می  باکتریایی ترانسهورم

 

جفت    100چپ به راست  مارکر مولکولی  از  .  به منظور تایید کلونینگ PCR الکتروفورزی کلنی  . بررسی۲لشک

جفت بازی حاصل تکثیر    ۲70  پلاسمید، باند RC و FCجفت بازی حاصل تکثیر با پرایمرهای    400باند  بازی،  

  پلاسمید  FC جفت بازی حاصل تکثیر پرایمرهای  150اند  ب  وgRNA  نو رشته واتسوپلاسمید   RC پرایمرهای

 gRNA  و رشته کریک

Figure 2. Electrophoretic analysis of colony PCR for cloning confirmation. From left to 

right: 100 bp molecular ladder, 400 bp band from amplification with vector's FC and RC 

primers, 270 bp band from amplification with vector's RC primer and gRNA Watson 

strand, and 150 bp band from amplification with vector's FC primer and gRNA Crick 

strand 

 
حاصل  کلنی .  3شکل  شده  ایجاد  انتقال های  و  حرارتی  درون   pEcCasپلاسمید   شوک    به 

مستعد  ل سلو  جامد  بر    Shigella flexneri 2aهای  کشت  محیط  آنتی روی  بیوتیک  حاوی 

 کانامایسین 

Figure 3. Colonies formed after heat shock and transfer of the pEcCas vector into competent 

Shigella flexneri 2a cells on solid culture medium containing kanamycin 
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های مستعد  به سلول  pEcCas سمید لا جهت تایید ورود پ  PCR نالیز الکتروفورزی کلنی آ   . 4شکل 

 حرارتی پدیده شوک    طی 

Figure 4. Electrophoretic analysis of colony PCR to confirm pEcCas plasmid entry into 

competent cells via heat shock 

 

ذاتی سیستم    Shigella flexneri 2aمقاومت  در  انتخاب  برای  آن  پیامدهای  و  اسپکتینومایسین    به 

CRISPR-Cas9    پلاسمیدانتقا  همامان pTargetF (حامل gRNA ،و قطه   اختصا DNA   هاي مستهد  دهنده ب  سلو

Shigella flexneri 2a   پلاسمیداوي  ح pEcCas   از استهاده  کشت    اعکتروپوریشنبا  نتایج  در  توج   قابل  نکت   شد.  انجام 

 عیتر گرم بر میلیمیلی  100ا غلظت اوعی   ب)  اسیکتینومایسین بیوتیکآنتی شده بر روي محیک جامد حاوي هر دو  هاي ترانسهورمباکتري

این رشد گسترده در حضور اسیکتینومایسین،   . عدم مهار رشد در سطب پلیت بود  ،عیتر گرم بر میلیمیلی  50)با غلظت اوعی     و کانامایسین

بیوتیک است. این مقاومت از پیش موجود، در مراحل   این آنتیب   Shigella flexneri 2a  مقاومت یاتی یا فراگیر سوی حاکی از  

)ک  حامل  ن   pTargetF پلاسمیدهاي حاوي  ، ب  وی ه در فرآیند انتخا  کلنیCRISPR/Cas9بهدي ویرایش  نوم با سیست 

 . 5ب  اسیکتینومایسین است ، اختلا  ایجاد کرده و تهسیر نتایج را با مشکل مواج  ساخت )شکل  مقاومت

در   الکتروپوریشن  از  پس  باکتری  رشد  الگوی   Escherichiaو    Shigella flexneri 2aمقایسه 

O157:H7 Coli  هاي مجاا از باکتري  کلنی   6  شکل    بر روی محیط انتخابی حاوی اسپکتینومایسینEscherichia 

coli O157:H7   می ر نشان  موفقیتا  مؤید  ک   آنتیدهد  از  استهاده  با  صحیب  انتخا   و  پلاسمید  ورود  بودن  بیوتیک آمیا 

ست، سطب کامل پلیت توسک رشد  ا   2a  Shigella flexneriک  مربوط ب     5  شکل  ،اسیکتینومایسین در این سوی  است. در مقابل

مقاومت یاتی یا گسترده ب  اسیکتینومایسین دهنده  باکتریایی پوشیده شده و امکان تهکیک کلنی وجود ندارد. این تهاو  بارز، نشان 

 .عنوان عامل انتخابی در این سوی  خا، استبیوتیک ب  ناکارآمدي این آنتی و  Shigella flexneri 2aدر 
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مشاهده  5شکل  عدم  حاوی   کلنی .  جامد  کشت  محیط  روی  بر  شده  ایجاد  یافته  جهش  های 

کانامایسین های  بیوتیک آنتی  و  باکتری   اسپکتینومایسین  ذاتی  مقاومت  دلیل   Shigella به 

flexneri 2a   نسبت به آنتی بیوتیک اسپکتینومایسین 

Figure 5. Absence of mutant colonies on solid culture medium containing spectinomycin and 

kanamycin due to the intrinsic resistance of Shigella flexneri 2a to spectinomycin 

 

آنتی کلنی . ۶شکل  حاوی   جامد  کشت  محیط  روی  بر  شده  ایجاد  یافته  جهش  های  بیوتیک های 

 به عنوان کنترل    O157:H7 Escherichia coliدر باکتری   اسپکتینومایسین و کانامایسین 

Figure 6. Mutant colonies formed on solid culture medium containing spectinomycin and 

kanamycin in Escherichia coli O157:H7 as a control 

 

آنتیبر روی محیط  Shigella flexneri 2aبررسی رشد   ارزیابی    های جایگزینبیوتیکهای حاوی  جهت 

هاي ر روي محیکب    Shigella flexneri 2aعنوان نشانگر انتخابی، سوی  وحشی  هاي جایگاین ب  بیوتیکامکان استهاده از آنتی 

 و  عیتر گرم بر میلیمیلی  100)با غلظت اوعی     سیلینآمیی،  عیتر گرم بر میلیمیلی  100)با غلظت اوعی     استرپتومایسین کشت حاوي

  C°37ساعت انکوباسیون در دماي    18داده شد. در تمامی موارد، پ  از  عیتر  کشت  گرم بر میلیمیلی  25)با غلظت اوعی     کلرامهنیکل

سوی  مورد   اکتسابی  یا  یاتی  مقاومتصور  پوشش کامل سطب پلیت مشاهده گردید. این نتایج بیانگر  ، رشد گسترده باکتریایی ب 
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ها نیا در انتخا  کلنی نوترکیب در این سوی  مؤثر نخواهد  دهد ک  استهاده از آن مذکور بوده و نشان می   بیوتیکمطاعه  ب  هر س  آنتی 

 . 9و  8، 7بود )شکل 

  

 کلرآمفنیکل  بیوتیکحاوی آنتی بر روی محیط Shigella flexneri 2a. رشد سویه وحشی باکتری 7شکل 

Figure 7. Growth of wild-type Shigella flexneri 2a on chloramphenicol-containing medium 

                

های حاوی  بر روی محیط  منابع مختلف جدا شده از    Shigella flexneri 2a رشد سویه وحشی باکتری  .  ۸شکل  

 سیلینبیوتیک آمپیآنتی

Figure 8. Growth of wild-type Shigella flexneri 2a isolated from various sources on 

ampicillin-containing media 

 

 بحث

بیوتیک  نسبت ب  آنتی  2a Shigella flexneri هاي اساسی در طراحی این پ وهش، بررسی مقاومت یاتیکی از چاعش ی

انتخابی در وکتور  ب  عنوان مارکر  اسیکتینومایسین  ب   مقاومت  دارد ک   ن  اهمیت  از آن جهت  این مس ل   بود.  اسیکتینومایسین 

مطاعه  حا ر ب  و وح نشان داد ک  سوی   .  استهاده شده بود  CRISPR/Cas9ر سیست د   pic-pTargetF:gRNA نوترکیب

Shigella flexneri 2a   رشد کامل و  اسیکتینومایسین دارد. این یافت  با    بیوتیکرشد کامل در محیک حاوي آنتیورد استهاده،  م



 1404و همکاران،  کاظمی پور

195 

 

در محیک کشت انتخابی تأیید    عیتر گرم بر میلی میلی  50)با غلظت اوعی     اسیکتینومایسین در حضور غلظت بابي  یکنواخت باکتري

)ک  حامل  ن   pTargetF:gRNA-pic پلاسمیدهاي نوترکیب حاوي  شد. این مقاومت یاتی، چاعش مهمی را در انتخا  کلون 

 ایجاد کرد.  CRISPR/Cas9 Shigella flexneri 2a مقاومت ب  اسیکتینومایسین است  در سیست 

              

 استرپتومایسین بیوتیکحاوی آنتی بر روی محیط Shigella flexneri 2a. رشد سویه وحشی باکتری ۹ شکل

Figure 9. Growth of wild-type Shigella flexneri 2a on streptomycin-containing medium 

 

)ک  ب  اسیکتینومایسین حساس     O157:H7 Escherichia coli  هاي مجاايکلنیهمانطور ک  نتایج ما در مقایس  با رشد  

کارایی مارکر ، عملاا  Shigella flexneri 2aدر    هاي نوترکیبعدم تهکیک کلوناست و ب  عنوان کنتر  استهاده شد  نشان داد،  

بیوتیکی  آنتی افاایش مقاومت  هاي  پیشین در خصو،  این یافت  با گاارش.   7و    6  هايبرد )شکل را از بین می   انتخابی اسیکتینومایسین

  تواند ی م  Shigella flexneri 2aاند ک  مطاعها  گذشت  نشان داده .، همخوانی داردa2وی ه سروتیپ ، ب  Shigella هايدر گون  

دهد ک  این مس ل  نشان می   . Bose et al., 2024)هاي رایج داشت  باشد  بیوتیک نسبت ب  آنتی   ايگسترده  چنددارویی  مقاومت

در    بیوتیکی یک پدیده منحصر ب  فرد نیست، بلک  بازتابی از روند جهانی گسترش مقاومت آنتی شده در مطاعه  ما  مقاومت مشاهده

هاي  مکانیس تواند ناشی از  ها، میبیوتیکب  اسیکتینومایسین و سایر آنتی Shigella flexneri 2a مقاومت یاتی  .  این پاتو ن است

   :باشد   نتیکی مختلهی

 هاي مقاومت بر روي پلاسمیدها حضور  نترین دبیل،  یکی از مه    هاو آنزیم   مقاومت با واسطه پلاسمیدها  (الف

توانند آنای  آدنیلیل ترانسهراز  ، می هستند aadA1ک  حامل  ن  pCN1 همانطور ک  در مقدم  اشاره شد، پلاسمیدهایی نظیراست. 

و  ب  اسیکتینومایسین  مقاومت  ب   و منجر  غیرفها  کرده  را  آن  اسیکتینومایسین،  ب   آدنیل  افاودن گروه  با  آنای   این  را کد کنند. 

کننده رشد کامل تواند توجی هاي مقاومت مرتبک، می حضور این پلاسمیدها و  ن.   Bose et al., 2024)شود  استرپتومایسین می

هاي بیوتیکر حضور اسیکتینومایسین و استرپتومایسین باشد )ب  بخش نتایج مربوط ب  بررسی آنتی د   Shigella flexneri 2aسوی   

گسترده  ن انتشار  در  محوري  نقش  پلاسمیدها  شود . همننین،  مراجه   ایها میجایگاین  اسیکتینومایسین  ب   مقاومت  کنند. هاي 



 (1404 پاییز ، 3، شماره 17مجله بیوتکنولوژی کشاورزی )دوره 

196 

 

هاي مقاومت، از جمل    طور مهمو  با انتشار  نب   IncHI2 و IncF  ،IncIاند ک  پلاسمیدهاي رایجی نظیر  مطاعها  نشان داده

 ,.Algarni et al)کنند، مرتبک هستند  ترانسهرازها را کد میو متیل (AMEs) کننده آمینوگلیکوزیدهاي اصلاحهایی ک  آنای آن

2024; Rozwandowicz et al., 2018   .کنند ک  ب   این پلاسمیدها اغلب چندین  ن مقاومت را ب  طور همامان حمل می

کند ها پیدا کنند. تحر  بابي این پلاسمیدها تضمین میبیوتیک دهد مقاومت چنددارویی ب  طیف وسیهی از آنتی ها اجازه میباکتري

دهنده  تواند تو یب هاي باکتریایی گسترش یابند؛ این مو وع میتوانند ب  سرعت در داخل و بین جمهیتهاي مقاومت میک   ن 

 .ي ما باشدورد مطاعه م   Shigella flexneri 2aي شیوع مقاومت ب  اسیکتینومایسین در سوی  

هاي مقاومت یاتی، باید ب  نقش  در ادام  بررسی مکانیس    16S rRNA:های ریبوزومی و  جهش در پروتئین   (ب

اشاره کرد. این موعکو ، ک  جاء اصلی ریبوزوم باکتریایی است، هدف اصلی اسیکتینومایسین    16S rRNAها در  جهشحیاتی  

 گاارش 16S rRNAرا در   C1192U و C1066U بازي خاصی مانندهاي تکپیشین، شناسایی جهششود. مطاعها   محسو  می

بیوتیک در ریبوزوم، ها با تغییر جایگاه اتصا  آنتین جهش. ای شونداند ک  منجر ب  مقاومت سطب باب ب  اسیکتینومایسین میکرده

می کاهش  شد   ب   پروت ین  سنتا  مهار  در  را  اسیکتینومایسین  جهشتوانایی  این  ک   است  این  توج   قابل  نکت   عاوماا  دهند.  ها 

هاي ها در میان جمهیتتوانند بر روي پلاسمیدها نیا حمل شوند، ک  این خود ب  انتشار سریع و گسترده آنکروموزومی نیستند و می

در   از جمل   جهش در  مننین،  ه  . (O'connor & Dahlberg, 2002) کند، کمک میShigella flexneri 2aباکتریایی، 

پروت ین ن ریبوزومیهاي کدکننده  مکانیس   هاي  از  در  ن  نیا  مثا ، جهش  عنوان  ب   مه  هستند.  ک    rpsEهاي کروموزومی 

ریبوزومی می  5S پروت ین  کد  باکتريرا  سایر  در  مانندکند،  ب       (Streptomyces roseosporusها  مقاومت  با  و وح  ب  

ها عمدتاا با تغییر ساختار ریبوزوم و تأثیر بر عملکرد آن،  این جهش . He et al., 2005)اسیکتینومایسین مرتبک شناخت  شده است  

دهند. اگرچ  در مطاعه  حا ر مکانیس  دقیق مقاومت کروموزومی در بیوتیک شده و اثربخشی آن را کاهش میمانع اتصا  مؤثر آنتی

مشاهدهب    Shigella flexneri 2aسوی    یاتی  مقاومت  ب   توج   با  اما  نشد،  بررسی  مستقی   طور  چنین     وجود  احتما   شده، 

ر اساس  ب  .هاي پلاسمیدي مطرح گرددتواند ب  عنوان یک دعیل تکمیلی در کنار مکانیس هایی در این سوی  نیا قوي است و می جهش

هاي نوترکیب ، فرآیند حیاتی انتخا  کلوناسیکتینومایسین  ب    Shigella flexneri 2aومت یاتی سوی   مقا،  ها مشخص شدداده

پیش از هرگون  اقدام    بیوتیکی مقدماتیهاي حساسیت آنتی اهمیت حیاتی انجام آزمون را ب  طور جدي مختل کرد. این مس ل  بر  

تأکید می بنککلونین  موعکوعی یا ویرایش  نوم  آنتی ابراین،  ند.  ب   باکتري  ب   بیوتیکشناسایی دقیق حساسیت  استهاده  هاي مورد 

هاي  وش ر  .عنوان مارکر، براي جلوگیري از نتایج منهی کای  در فرآیند انتخا  و تضمین موفقیت ویرایش  نومی  روري است

ها ب   اباارهاي کارآمدي براي ارزیابی حساسیت باکتري  تست دیسک دیهیو ن  و (MIC) تهیین حداقل غلظت مهارياستاندارد مانند  

بینی پاسخ باکتري ها ن  تنها ب  پیشاین آزمون.   Henry & Russell, 1969; Smaill, 2000)   هاي مختلف هستندبیوتیک آنتی

 هاي ویرایش  نوم با سیست را براي پرو ه  بیوتیکی مناسب و مؤثرمارکرهاي آنتیکنند، بلک  مسیر انتخا   ها کمک میبیوتیکب  آنتی 

CRISPR/Cas9 کنندهاي مقاوم هدایت میدر پاتو ن. 
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سروتیپ  این مطاعه ، تمرکا بر روي یک    هاي اصلیمحدودیت یکی از     های آیندهگیریهای مطالعه و جهت محدودیت

بیوتیکی  تر اعگوي مقاومت و انتخا  مارکرهاي مناسب، بررسی حساسیت آنتیود. براي در  جامعب (Shigella flexneri 2a) خا،

سروتیپ سایر  گون  و     Shigellaهاي  در  مانند  حتی  نادیک  سوی  )ب   E. coliهاي  است   خصو،  ک  ممکن  پاتو نیک  هاي 

را ب  صور   نتیکی   مکانیس  دقیق مقاومت یاتی همننین، این مطاعه  . شودپلاسمیدهاي مقاومت مشابهی داشت  باشند  توصی  می 

انجام   نکرد.  براي شناسایی  نیا تست   یابی کامل  نومتواعی بررسی  اختصاصی  مقاومت پلاسمیديهاي      و aadA1)  مانند  هاي 

در این سوی   تواند اطلاعا  ارزشمندي در خصو، منشا مقاومت  هاي کروموزومی مرتبک با مقاومت ب  اسیکتینومایسین، میجهش

   Shigella flexneri 2aموجود در سوی     بیوتیکیهاي مقاومت آنتیحذف  ن ، بررسی پتانسیل  تحقیقا  آتیدر راستاي  .  ارائ  دهد

تواند رویکردي مؤثر  هاي ویرایش  نوم پیش از اعما  ویرایش هدفمند، می )چ  کروموزومی و چ  پلاسمیدي  با استهاده از سیست 

حساس     Shigellaهاي  تواند ب  توسه  سوی  کند، بلک  می هاي انتخا  کلون کمک میباشد. این استرات ي ن  تنها ب  غلب  بر چاعش

آنتی  درمانبیوتیک ب   یا حتی  آزمایشگاهی  مطاعها   براي  رایج  دقیقهاي  ارزیابی  این،  بر  شود. علاوه  منجر  آینده  کارایی  هاي  تر 

تر سازي دقیقهاي مقاوم، نیازمند بهین  در سوی      picهاي پاتو نیسیت  )مانند  ن  در ویرایش  ن  CRISPR/Cas9 هايسیست 

 .شودبیوتیکی مانهی جدي محسو  میهاي ترانسهورماسیون و انتخا  است، ب  وی ه در شرایطی ک  مقاومت آنتی پروتکل 

بیوتیکی مقدماتی پیش از  سننجی آنتیهاي حسناسنیتدر مجموع، نتایج این پ وهش بر  نرور  انجام آزمون  گیرینتیجه

بیوتینک مناننند هناي مقناوم بن  آنتیوی ه در پناتو نهنا، بن در بناکتري  CRISPR/Cas9آغناز هر پرو ه ویرایش  نوم بنا سنننیسنننت   

Shigella flexneri 2aهاي نوترکیب  درسنتی عمل کرده و کلونکنند ک  مارکر انتخابی ب ها تضنمین می، تأکید دارد. این آزمون

هاي مقاوم، از مارکرهاي جایگاین مانند کانامایسنین  شنود در مواجه  با سنوی براي مطاعها  آینده، پیشننهاد می  قابل شنناسنایی باشنند.

بیوتیکی اسنتهاده شنود. این راهکارها علاوه بر  بدون نیاز ب  انتخا  آنتی  markerlessهاي )در صنور  حسناسنیت سنوی  ، یا از سنامان 

هاي مه  کمک بیوتیکی در پاتو نتر سنازوکارهاي مقاومت آنتیتوانند ب  شنناخت دقیقارتقاء دقت و موفقیت در ویرایش  نومی، می

 .کنند

پ وهش   و حمایت از انجام این يهمکار  دعیلب    شنهید باهنر کرماندانشنگاه    یاز مهاونت محترم پ وهشن   سدپاسدگزاری

  .شودیم يسیاسگاار صمیمان 
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