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 مجلة دانشگاه علوم پزشكی بابل
 22-99 ، صفحه5931بهمن ، 2، شماره نوزدهم دوره

جهت تشخیص انتروکوک فکالیس و  Real-time PCRمبتنی بر  DNAارزیابی روش ذوب 

 انتروکوک فاسیوم در ایزوله های بالینی

 

 2(MSc، حامد طهماسبی )5* (PhD، رسول یوسفی مشعوف )5(PhD، محمدرضا عربستانی )5(MScبهروز زینی )

 

 
 مدانه پزشكی علوم دانشگاه پزشكی، دانشكده شناسی، میكروب گروه-5
 پزشكی زاهدان علوم دانشگاه پزشكی، دانشكده شناسی، میكروب روهگ-2

 
 22/51/31 ، پذیرش:2/3/31 ، اصلاح:22/7/31دریافت: 

 خلاصه
 انسان  مهمترین گونه های بیماریزا درجزء  که انتروکوک فاسیومو  انتروکوک فكالیسدوگونه کندی و خطای انسانی در روش های معمول جهت تشخیص  :سابقه و هدف

جهت  Real Time PCRبا روش  DNA استفاده از تكنیک ذوب روشی دقیق و سریع باهدف از این مطالعه طراحی ضروری کرده است.  را وجود روشهای دقیقتر ،می باشند

 شناسایی و تفكیک این دو گونه از یكدیگر در ایزوله های بالینی می باشد.

ایزوله های موجود در بانک باکتریایی گروه میكروب شناسی دانشگاه علوم پزشكی همدان استفاده شد. طراحی پرایمرها با استفاده از نرم  تجربی ازاین مطالعه  در ها:مواد و روش

ه ها، انجام شد. تشخیص ایزول انتروکوک فاسیوم تشخیص برای Alanine racemaseو فكالیس انتروکوک تشخیص برای divIVAانتخاب ژن های  افزارهای اختصاصی و

 .  مورد ارزیابی قرار گرفت، DNAو معیار قراردادن دمای ذوب  Real Time PCRبا بكارگیری روش 

 CFU/ml 51( فاسیوم انتروکوکاختصاصی ) Alanine racemase ( وفكالیس انتروکوک)اختصاصی  divIVAحساسیت پرایمرهای طراحی شده برای ژنهای  :یافته ها

 انتروکوکدرجه سانتی گراد و جهت شناسایی  2/72 فكالیس انتروکوکمرهای طراحی شده با استفاده از آنالیز منحنی ذوب دمایی جهت شناسایی . اختصاصیت پرایباکتری بودند

 .درجه سانتی گراد بود که در مقایسه با ارگانیسم های دیگر اختلاف قابل توجهی را نشان داد 39/21 فاسیوم

 .رایمرهای طراحی شده دارای حساسیت و اختصاصیت مناسبی جهت تشخیص و افتراق گونه های انتروکوک فاسیوم و انتروکوک فكالیس بودنداین مطالعه، پبر اساس  گیری:نتیجه

 .Real-Time PCRانتروکوک فكالیس، انتروکوک فاسیوم، کلمات کلیدی: 
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 مقدمه 

ها کوکسی های گرم مثبتی می باشند که قادرند عفونتهای  انتروکوک

کاردیت، ادراری، عفونت های خونی، مننژیت، عفونت های وابسته به نوزادان و اندو

ها  انتروکوکخانواده  . در(5) های داخل شكمی و لگنی را ایجاد کنندعفونت

انتروکوک گونه باکتری وجود دارد که شیوع دو گونه بیماری زای 52حداقل

 انتروکوکدرصد، 51 با بیش از انتروکوک فاسیومدرصد و  71بیش از  فكالیس با

یكی از  انتروکوک فكالیس. (2) های جدا شده از انسان را تشكیل می دهند

مهمترین عوامل ایجاد کننده عفونت های بیمارستانی در سراسر جهان می باشد 

، اهمیت بالایی به این باکتری انتروکوک که دخالت اصلی این باکتری در بروز

انتروکوک چه سهم کمتری را نسبت به گر انتروکوک فاسیوم. (9)بخشیده است

 های (. در عفونت9و4) در بیماری زایی به خود اختصاص داده است فكالیس

 که و دربیمارانی وریدی داخل یا ادراری کاتترهای با در بیماران ویژه به انتروکوکی

 الطیف وسیع بیوتیک وآنتی شده اند بستری دربیمارستان طولانی مدت برای

توانایی بالقوه این باکتری ها در انتقال (. 1و2باشد) می شایع دان کرده دریافت

از طریق جهش یا دریافت عوامل ژنتیكی خارجی مثل مقاومت های آنتی بیوتیكی 

، انتروکوک ها را به یک عامل جدی در بروز عفونت های پلاسمید یا ترانسپوزون

 رایج ترین روش ها  از (.7-3مقاوم در سایر گونه های باکتریایی تبدیل کرده است)

 

می توان به تست های بیوشیمیایی  انتروکوکجهت تشخیص گونه های مختلف 

 Skimمبتنی بر مصرف قندها، کشت در محیط کشت های اختصاصی مانند 

Milk Agar (9و یا استفاده از سیستم های تشخیص تجاری اشاره کرد.)  چنین

تشخیص اختصاصی  طا درهمچنین بروز خروش هایی از نظر زمان، پیچیدگی و 

تشخیص این باکتری بر مبنای برای تلاش  لذا (9سویه ها دچار مشكل هستند)

(. در 51برای توالی اختصاصی باکتری معطوف شده است) PCRروش های 

های خاصی از باکتری بعنوان سایت روش های مولكولی با هدف قرار دادن ژن

ها، می توان با این ژنهدف و طراحی پرایمرهای اختصاصی جهت شناسایی 

(. یكی از 55حساسیت و اختصاصیت مناسبی گونه های باکتریایی را تشخیص داد)

این تست ها که از حساس ترین روش ها برای تشخیص سریع این باکتری 

بواسطه   Melting Curve Analysisیا  DNAهست، آنالیز نمودار ذوب 

ت تشخیص دقیق بر مبنای (. در این تس52) باشدمی Real Time PCRتكنیک 

، استوار شده است. دناتوره شدن DNAرابطه بین دما و محدوده دناتوره شدن 

DNA  ،با افزایش دما، منحنی ذوب را که معمولا به شكل سیگموئید است

انتروکوک و  انتروکوک فكالیسبرای ردیابی گونه های  (.59مشخص می کند)

تصاصی که در مسیرهای ویژه ای فعالیت های اخمی توان با استفاده از ژن فاسیوم
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یک ژن اختصاصی در  divIVAدارند، این گونه ها را شناسایی کرد. ژن 

می باشد که در تقسیمات سلولی و جداسازی کروموزوم می  انتروکوک فكالیس

در بیوسنتر  هم در انتروکوک فاسیوم Alanine racemase(. ژن 54باشد)

تمامی موارد ذکر (. 51) آلانین نقش مهمی دارد Dو  Lپپتید و گلیكان و تبادلات 

شده در بالا سبب شده است که تشخیص این باکتری در عفونت های اولیه 

بیمارستانی از اهمیت ویژه ای برخوردار شود. طراحی یک روش دقیق، سریع و 

مقرون به صرفه می تواند در کنار شناسایی جنس باکتریایی، گونه هایی که از نظر 

  قرابت بالایی دارند را نیز مشخص کند. همولوژی

، طراحی روشی پایه ای مبتنی بر آنالیز نمودارهای مطالعههدف از انجام این 

انتروکوک و  انتروکوک فكالیسبرای تشخیص سریع و دقیق  DNAمربوط به ذوب 

 .در جدایه های بالینی می باشد فاسیوم

 

 

 مواد و روش ها

 انتروکوکنتخاب شده برای پرایمرهای ا سایت های هدف: طراحی پرایمرها

 انتروکوک)ژن مسئول در تقسیم دیواره سلولی( و برای  divIVAژن  فكالیس

)ژن مسئول در سنتز اسید آمینه  Alanine racemase (alr)(ژن فاسیوم

هدف جهت طراحی پرایمر بانكهای  سایتشد. پس از انتخاب  آلانین( تعیین

جستجو و تهیه گردید. جهت  NCBIسایت  زاطلاعاتی مربوط به هر باکتری ا

، Oligo 2پرایمرهای طراحی شده از نرم افزار  Tmو  Annelingارزیابی دمای 

Oligoanalyzer  وGene Runner  بعد از طراحی (5شد )جدولاستفاده .

پرایمرهای ذکر شده به منظور اطمینان ازاختصاصی بودن عملكرد آنها، دربانک 

کردن با نمونه های انسانی، قارچی، ویروسها و  Blastعمل  NCBIاطلاعاتی 

  میكروارگانیسم های دیگر صورت پذیرفت.

 

 . پرایمرهای طراحی شده جهت شناسایی انترکوک فكالیس و 5جدول

 انتروکوک فاسیوم

اندازه 

(bp) 
 باکتری ژن طول توالی

529 
F:  ACGTGTCTTCCATCAACGCT 

R:ACTGCTGTATGTTTGTCTCCGA 

F.divIVA 

R.divIVA 

نتروکوک ا

 فكالیس

242 
F: ATCCCTCTGGGCACGCAC 

R:ACATACACGCCCAATCGTTTC 

F.Alanine 

racemase 

R. Alanine 

racemase 

انتروکوک 

 فاسیوم

  

 جهیت انجیام آزمیون هیای آنیالیتیكی از میكروارگانیسم ها برای کنترل کیفیی: 

 Enterococcus faecalis هیای اسیتاندارد و کلینیكیی باکتریهیایسیویه

ATCC 29212  و سویهEnterococcus faecium  تایید شیده توسیط(

 DNA Escherichia coli ATCCتعیین توالی( بعنوان کنترل مثبت و از 

 ATCC 29213 Staphylococcus aureusو  25922

A.baumannii (ATCC 19606), P. aeruginosa (ATCC 

27853), pneumonia (ATCC 13882) K.  منفی تهیه بعنوان کنترل

 شده از مرکز کلكسیون میكروبی دانشگاه علوم پزشكی همدان، استفاده گردید.

 Boiling بیا استفاده از روش DNA اسیتخراج ژنومی: DNAاستخراج 

 511انجام گرفت. بیدین ترتییب کیه ییک کلنیی از هیر سیویه بیاکتری در 

قیه جوشیانده دقی51استریل ورتكس شده به میدت  PBSمیكرولیتیرمحلیول 

مورد استفاده قرار  DNAشد. پیس از سیانتریفوژ نهایی، میایع روییی بعنوان 

 221و 221تخلیص شده در طول موجهای  DNA گرفت. غلظت و چگالی نوری

 ND-1000 (USA,BioRad)نانومتر با دستگاه اسپكتروفتومتر نانودراپ 

 .(51)تعیین گردید

 مستر از لاندا 52 نمونه هر رایب PCR واکنش انجام برای :PCRواکنش 

 ,Tris-Hcl PH8.5,(NH4)SO4آلمان( )شاملAmpliqon ) میكس قرمز

3mMMgcl2,0/2%Tween20،4/ mMdNTP 4،2/0 unit Ampliqon 

polymeras ،Insert red dye and stabilizer) از لاندا 5 با DNA 

 میكروتیوبهای لداخ پیكومولار51 غلظت به پرایمر هر از لاندا 5 و شده استخراج

2/1RNAas/DNAas Free (BioFil کره )برای و ریخته شد جنوبی 

برای تكثیر ژنهای . گردید اضافه مقطر آب آن به لاندا 21به نهایی حجم رساندن

)آلمان( با تنظیمات سیكل دمایی Eppendorf ترموسایكلر دستگاه مورد نظر از

 C 34 ،91 ل بصورتسیك 21ثانیه و تعداد  C34 21 بصورت شوک حرارتی

 Alanine ثانیه اعمال شد، دمای انلینگ برای ژن C 72، 91ثانیه و 

racemase 17 Cو برای ژن divIVA 13 C ثانیه تعیین  21 هر دو بمدت

 دقیقه در نظر گرفته شد.  7 بمدت C 72 شد. طویل شدن نهایی هم در

الكتروفیورز بیا توسیط  PCR محیصولات :درصد1/5الكتروفورز روی ژل اگارز

 1از یكیدیگر جیدا شیدند به این صورت که  درصید آگیارز 1/5اسییتفاده از ژل

 X 1/1 درصد در بافر1/5 در ژل اگارز PCRمیكرولیتر از محصول نهایی 

 Gel Redمیكرولیتر محلول 2به ژل، به آن الكتروفورز گردید. برای رنگ دهی 

(Biotium اضافه و خوب هم زده ش )د. آمریكا 

 مولكیولی فرمنتاز( Marker) بیرای تعیین اندازه محصولات از نیشانگر

(Thermofisher دانمارک) در نهایییییت جفت بازی استفاده شد. 511 با توالی

 .داک عكسبرداری شد از ژل حاصییییل توسییییط دسییییتگاه ژل

بعد از  :alanine racemaseو  divIVAتعیین توالی محصولات ژنهای 

حی پرایمرهای مورد نظر در این مطالعه، جهت اطمینان از صحت توالی های طرا

برای تعیین توالی  PCRتعیین شده توسط پرایمرها، محصولات بدست آمده از 

توسط شرکت تكاپوزیست به شرکت کره ایی ارسال شد. نتایج بدست آمده از 

مرهای کردن و بررسی میزان همولوژی پرای Alligmentتعیین توالی برای 

مورد نظر در گونه های باکتریایی استفاده شد. همچنین نتایج بدست آمده از تعیین 

توالی پرایمرهای طراحی شده، بعنوان روش گلد استاندارد جهت تعیین اختصاصیت 

 پرایمرها در نظر گرفته شد.

 ABI  Realدر این مطالعه از دستگاه  :Real time PCR انجام واکنش

time  Onestepبرنامه دمایی دستگاه در سه مرحله انجام  شد. یكا( استفاده)آمر

الگو و فعال شدن آنزیم پلیمراز  DNA مرحله اول که منجر به دناتوره شدن .شد

دقیقه انجام گرفت. در مرحله دوم، واکنش  1و به مدت  C 31میگردد، در دمای 

ی ثانیه و دما 51به مدت  C 31سیكل و با دمای  91در  DNA تكثیری

C12  ثانیه ادامه یافت. مرحله پایانی جهت ترسیم منحنی تفكیک  41به مدت

و دقیقه  5 به مدت C 11ثانیه،  51به مدت  C 31یا منحنی ذوب به صورت 

C 31  ثانیه انجام شد. واکنش های 51به مدت Real time PCR  در حجم

ام شدند. مخلوط چاهكی انج 32میكرولیتر به صورت دوتایی در پلیتهای 21نهایی 
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22                                                                                                                                                             5931 بهمن/ 2نوزدهم/ شماره مجله دانشگاه علوم پزشكی بابل، دوره 

 و همكاران بهروز زینی ؛... Real-time PCRمبتنی بر  DNAارزیابی روش ذوب 

 

( به TaKaRa,Japan) Mix Master PCR SYBR Green شامل واکنش

پیكومولار( از پرایمرهای مستقیم و 51میكرولیتر )غلظت  5میكرولیتر، 51میزان 

و بقیه آن آب  Rox میكرولیتر رنگ 4/1الگو،  DNA میكرولیتر 1معكوس، 

 میكرولیتر اضافه شد. 21مقطر تا حجم نهایی 

برای انجام آزمون حساسیت پرایمرهای سیت پرایمرهای طراحی شده: تعیین حسا

طراحی شده با استفاده از تهیه استاندارد باکتریایی با غلظت نیم مک فارلند 

(ml/CFU 251×1/5 اقدام به تهیه رقت از ،)باکتری شد. سپس از  751تا  551

ت و صورت گرف DNAهر یک از رقت های بدست آمده بصورت مجزا استخراج 

( در سه روز متوالی برای رقت های تهیه شده Triplicateبصورت سه تایی )

انجام شد و با استفاده از تكرار پذیری تست انجام  Real Time PCRآزمون 

 ، حساسیت آزمون طراحی شده به دست آمد.شده

: به منظور انجام آزمون اختصاصیت تعیین اختصاصیت پرایمرهای طراحی شده

 Enterococcusسویه استاندارد  DNAه شده از سویه پرایمرهای تهی

faecalis ATCC 29212  بعنوان کنترل مثبت و ازDNA  Escherichia 

coli ATCC 25922  وATCC 29213 Staphylococcus aureus، A. 

baumannii (ATCC 19606), P. aeruginosa (ATCC 27853، 

pneumonia (ATCC 13882) .K  ی استفاده شد. منفبه عنوان کنترل

انتروکوک فاسیوم و  DNAهمچنین برای تایید نهایی آزمون اختصاصیت از 

انتروکوک فكالیس برای انتروکوک فاسیوم  DNAپرایمر انتروکوک فكالیس و از 

آنالیز  استفاده شد. برای جداسازی گونه های مختلف انتروک از یكدیگر در

Melting curve استاندارد منحنی واکنش، ایانپ مورد استفاده قرار گرفت. در 

 عمودی محور (آستانه سیكل و)افقی محور DNA غلظت لگاریتم براساس

 تكثیری واکنش راندمان محاسبه برای استاندارد منحنی شیب از. شد ترسیم)

  .شد استفاده

 SPSSبا استفاده از نرم افزار  بدست آمده،داده های  آنالیز و بررسی داده ها:

تجزیه و تحلیل قرار گرفت. برای این منظور از روش های  رسی،بر مورد 53نسخه 

از نرم افزار استفاده شد. همچنین  (تعیین فراوانی و میانگین)آماری توصیفی 

Chromas  برای آنالیز نتایج حاصل از تعیین توالی پرایمرهای  15/2نسخه

 .طراحی شده استفاده شد

 

 

 یافته ها
با بدست آوردن غلظت در رقت های  ایمرها:نتایج مربوط به تعیین حساسیت پر

( مشخص شد که پرایمر طراحی شده برای انتروکوک 2و5)نمودار 751تا  551

باکتری و پرایمر طراحی شده برای انتروکوک  CFU51فاسیوم قدرت شناسایی 

 (. 5باکتری را دارا می باشد)شكل CFU51فكالیس قدرت شناسایی 

منحنی حاصل از تكثیر ژن  یمرهای طراحی شده:نتایج مربوط به اختصاصیت پرا

divIVA  درانتروکوک فكالیس در همه رقت ها دمایC 2/72  را نشان داد و

در انتروکوک فاسیوم  Alanine racemaseمنحنی های حاصل از تكثیر ژن 

نتایج حاصل از بلست دمای پرایمرها که در پایگاه را نشان داد.  C 39/21 دمای

NCBI فت، با نتایج دمایی که در پایان واکنش از منحنی های ذوب انجام گر

برای کنترل منفی)نمودار استاندارد( از (. 9مد کاملا برابری داشت. )نمودارآبدست 

نمودار ذوب باکتری های استافیلوکوک اورئوس و اشرشیا کلی برای دو گونه مورد 

نحنی های ایجاد دماهای بدست آمده در پایان واکنش و م مطالعه استفاده شد.

شده، نشان دهنده عدم شناسایی پرایمرهای مورد استفاده در این مطالعه برای 

 .(2سایر باکتری بود)جدول

جهت بررسی کیفیت قطعات ژنومی تكثیر شده در واکنش  نتایج ژل الكتروفورز:

Real time PCR درصد بارگذاری  5 ت واکنش در ژل الكتروفورز، محصولا

جفت بازی در واکنش فوق، استفاده شد و  511ولكولی با اندازه شدند. از مارکر م

 divIVAجفت مربوط به تكثیر موفیت آمیز ژن  529باندهایی به طول 

 جفت باز مربوط به تكثیر موفقیت آمیز ژن 242انتروکوک فكالیس و طول 

Alanine racemase  5انتروکوک فاسیوم به دست آمد ()شكلA 5وB.) 

 

 

 

 

 

 

 

 

  

 

 

 

 

 

 

تعداد سیكلهای آستانه روی محور افقی و تغییر فلورسانس دریافتی  منحنی آستانه)ترشولدر( در رقت های مختلف برای تعیین حساسیت پرایمرهای مربوط به انتروکوک فكالیس. .5نمودار

(ΔRn).نمودار  روی محور عمودی نشان داده شده استA می باشد.  751مربوط دمای حساسیت پرایمرهای طراحی شده در رقتB 251مربوط به رقت ،C  151مربوط به رقت  ،D  مربوط به

 باشد. 551مربوط به رقت  G، 251مربوط به رقت  F، 951مربوط به رقت  E،  451رقت 
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د سیكلهای آستانه روی محور افقی و تغییر فلورسانس دریافتی تعدا .اسیوممنحنی آستانه)ترشولدر( در رقت های مختلف برای تعیین حساسیت پرایمرهای مربوط به انتروکوک ف .2نمودار

(ΔRn) .نمودار روی محور عمودی نشان داده شده استA می باشد.  751مربوط دمای حساسیت پرایمرهای طراحی شده در رقتB 251مربوط به رقت ،C  151مربوط به رقت  ،D  مربوط به

 باشد. 551مربوط به رقت  G، 251 مربوط به رقت F، 951مربوط به رقت  E،  451رقت 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 9. چاهک251رقت  2. چاهک 751رقت  5 چاهک. باز جفت 295 طول با Enterococcus faecalis باکتری در divIVA ژن تكثیر به مربوط درصد5 الكتروفورز ژل تصویر -A .5شكل 
 ژن تكثیر به مربوط درصد5 الكتروفورز ژل تصویر -B جفت بازی. 511مارکر مولكولی  M. چاهک 551رقت  7. چاهک 251رقت 2. چاهک951رقت  1. چاهک451رقت  4. چاهک151رقت 

Alanine racemase  در باکتریEnterococcus faecium رقت  1. چاهک451رقت  4. چاهک151رقت  9. چاهک251رقت  2. چاهک 751رقت  5 چاهک. باز جفت 242 طول با
 جفت بازی 511مارکر مولكولی  M. چاهک 551رقت  7 . چاهک251رقت 2. چاهک951

 

 باکتری های انتروکوک فاسیوم و انتروکوک فكالیس با استفاده از دستگاه نانودراپ DNAدر رقت های مختلف OD. نتایج حاصل از بررسی تعیین غلظت و 2جدول

 

 انتروکوک فاسیوم انتروکوک فكالیس

 ل مثبتکنتر کنترل منفی کنترل مثبت کنترل منفی

 انتروکوک فاسیوم استافیلوکوک اورئوس انتروکوک فكالیس لیکاشریشیا

CT Melt CT Melt CT Melt CT Melt 

9/22 44/72 54/52 2/72 94/22 13/79 9/21 39/21 

 

 Enterococcusباکتری در divIVA ژننتایج حاصل از بلست محصولات 

faecalis ژن و تكثیر Alanine racemase یدر باکترEnterococcus 

faecium:  در یک آزمونReal time  ،برای تعیین اختصاصیت پرایمرهای

DNA های انتروکوک فكالیس و انتروکوک فاسیوم به همراه دو باکتری

پرایمرهای طراحی شده بصورت جدا مورد استفاده قرار گرفت تا اختصاصیت 

ها نیز بدست آید. در این مورد هم پرایمر انتروکوک فكالیس پرایمرها برای گونه

قادر به شناسایی انتروکوک فكالیس نبوده و پرایمر انتروکوک فكالیس قادر به 

شناسایی انتروکوک فاسیوم نبودند. در نهایت نتایج بصورت منحنی های ذوب با 

وک انتروک DNAدماهای متفاوت بدست آمد بطوریكه در زمان استفاده از 

بدست آمد و  C14/77فكالیس و پرایمر انتروکوک فاسیوم دمای غیر اختصاصی 

انتروکوک فاسیوم و پرایمر انتروکوک فكالیس استفاده شد  DNAهنكامیكه از 

. با توجه به دماهای بدست آمده از بدست آمد C 24/71دمای غیر اختصاصی 

( که اختصاصیت 2/72)و انتروکوک فكالیس (39/21پرایمرهای انتروکوک فاسیوم)

  .(9پرایمرها تعیین شد )نمودار

A B 
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 و همكاران بهروز زینی ؛... Real-time PCRمبتنی بر  DNAارزیابی روش ذوب 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

جهت تعیین  Real Time PCRحاصل از واکنش  DNA. منحنی ذوب 9نمودار
اشریشیاکلی جهت ارائه کنترل منفی برای  :Aاختصاصیت پرایمرهای طراحی شده.

کنترل منفی  : استافیلوکوک اورئوس جهت ارائهB.فكالیسانتروکوک  اختصاصیت پرایمر
و پرایمر انتروکوک  فكالیسانتروکوک  :C.فاسیومانتروکوک  برای اختصاصیت پرایمر

 انتروکوک فاسیوم و پرایمر انتروکوک فكالیس.: D.فاسیوم

 
 حث و نتیجه گیریب

های  DNAنتایج بدست آمده از منحنی های ذوب مربوط به با آنالیز 

سیوم بهترین دماها برای این دو های انتروکوک فكالیس و انتروکوک فاباکتری

بدست آمد.  C2/21 و برای انتروکوک فاسیوم C2/72باکتری به ترتیب 

همچنین این دما در پرایمرهای بلست شده کاملا مطابقت داشت. در مطالعات 

مبتنی بر  Melting-Curve Analysisمشابهی که صورت گرفته است، روش 

Real time  ترین روش های مورد استفاده در زمینه یكی از حساس ترین و دقیق

انتروکوک ها به عنوان پاتوژن های مهم (. اهمیت تشخیص 52تشخیص می باشد)

اکتسابی از جامعه و بیمارستانی )دومین عامل رایج عفونت بیمارستانی( بویژه در 

ید، این آكی از چالش های جدید به حساب می ، یبخش های مراقبت ویژه

نت هایی نظیر عفونت مجرای ادراری و زخم، باکتریمی، موجب عفو هاباکتری

 . (52-52)دنسپسیس و اندوکاردیت می گرد

روش رایج تشخیص این باکتری تستهای بیوشیمیایی شامل تشخیص اولیه 

با انواع محیط کشت و یا استفاده از سیستم های تشخیص تجاری می باشد. چنین 

تشخیص اختصاصی سویه ها دچار روش هایی از نظر زمان، پیچیدگی و از نظر 

 مشكل هستند. 

بنابراین برای غلبه بر این مشكل تلاش ها به سوی تشخیص این باکتری بر 

. (53)برای توالی اختصاصی باکتری معطوف شده است PCRمبنای روش های 

و همكاران که از روش آنالیز  Wokseppدر بررسی های انجام شده توسط 

های مختلف استفاده شد، دسته بندی باکتری  های باکتری DNAمنحنی ذوب 

مطابق با این روش با بالاترین حساسیت صورت گرفت. همچنین در این مطالعه با 

مقایسه شد که نتایج  MLSTنتایج حاصل با روش  MCAبهینه سازی روش 

 (. 53) نسبتا قابل قبولی را در برداشت

ر تعیین گونه های با توجه به نتایج بدست آمده از روش های فنوتیپی د

انتروکوک فكالیس و انتروکوک فاسیوم، در کنار هزینه بالا، می توان خطای 

(. این امر زمانی بیشتر خود را نشان می دهد که در 52بالایی را مشاهده کرد)

در این خانواده تشخیص با استفاده  رد بروز همولوژی های بین گونه ایبرخی موا

کند و می تواند نتایج منفی کاذب و مثبت مكن میاز قندهای متعدد را نیز غیر م

کاذب فراوانی را در بر داشته باشد. در مطالعه حاضر حساسیت های پرایمرهای 

طراحی شده برای شناسایی هر دو گونه انتروکوک فكالیس و انتروکوک فاسیوم 

CFU/ml51  بدست آمد. در مطالعاتی کهCha  و همكاران جهت شناسایی

وکوک های مقاوم به ونكومایسین با استفاده از آنالیز منحنی ذوب سویه های انتر

DNA  انجام دادند، مشخص شده که با توجه به حساسیت این روش می توان از

آن برای گروه بندی سویه های مقاوم در یک جنس و حتی در یک گونه استفاده 

  (.21کرد)

مواقعی  در Real time PCRارزش تشخیصی روش آنالیز ذوب مبتنی بر 

که همولوژی های نزدیک بین گونه ایی وجود داشته باشد می تواند با تكیه بر 

حساسیت بالای خود، گونه هایی که دارای همولوژی نزدیک هستند را نیز از 

و  Choong-Hwan Chaیكدیگر تفریق کند. این مورد در مطالعات 

ه های انتروکوک همكاران بخوبی مشاهده شد که در نهایت موفق به شناسایی گون

 فاسیوم و فكالیس از یكدیگر شدند. 

نتایج حاصل از این بررسی با نتایج حاصل از مطالعه حاضر کاملا همخوانی 

داشت و نتایج مشابهی را می توان در هر دو مطالعه مشاهده کرد. البته این نكته را 

احی باید به طر Real timeمبتنی بر  MCAباید مد نظر قرار داد که در روش 

و همكاران  Krawczykپرایمرها به دقت توجه داشت. در مطالعاتی که توسط 

مورد استفاده قرار  PFGEانجام گرفت طراحی پروفایل ذوب را در کنار روش 

  (.55گرفت تا حساسیت آن را افزایش دهد)

با توجه به نتایج بدست آمده از تعیین توالی پرایمرهای طراحی شده در 

توان اذعان داشت که این پرایمرها از حساسیت و ویژگی قابل مطالعه حاضر، می 

خالص شده گونه  DNAقبولی برخوردار هستند و به راحتی می توانند نمونه های 

های مختلف انتروکوک را که دارای خصوصیات کشت و بیوشیمیایی بسیار نزدیک 

 به هم هستند را نیز شناسایی کند. 

ران بر روی گونه های مختلف و همكا Martínدر مطالعه ایی که 

انتروکوک داشتند با استفاده از روش آنالیز منحنی ذوب مبتنی بر آنزیم های 

را به عنوان هدف قرار دادند که در برخی  s29و  s52محدود کننده سایت های 

موارد بروز همولوژی های مشابه منجر به گزارش های منفی کاذب و مثبت کاذب 

می  Real time PCRفاده از تكنیكهای حساستر نظیر (. در صورتیكه است52شد)

 (.25تواند نتایج مثبت و منفی کاذب را بهبود بخشد)

حساسیت پرایمرهای  میزان ،مطالعه این در آمده بدست نتایج اساس بر

یند خالص سازی آطراحی شده برای تشخیص گونه های مختلف انتروکوک که فر

DNA ،ش اطمینان نسبتا قابل قبولی را ارز بر روی آنها صورت گرفته است

انتخاب یک  کسب کردند. البته نباید از این نتیجه گیری چشم پوشی کرد که

 یند حاصل از این مطالعه نقش بسیار مهمی داشت. آسایت هدف مناسب در بر

 
 

 تقدیر و تشكر
بدینوسیله از معاونت تحقیقات و فناوری دانشگاه علوم پزشكی همدان جهت 

 .تشكر و قدردانی می گردد، تحقیقز این حمایت مالی ا
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ABSTRACT  
BACKGROUND AND OBJECTIVE: Human error and timeless in conventional techniques to identify species 

Enterococcus faecium and Enterococcus faecalis are two species of the pathogenic species in humans, more accurate 

techniques is essential. The aim of this study is to design a method of quickly and accurately using DNA melting by 

Real Time PCR technique to identify and separate the two species in clinical isolates. 

METHODS: In this experimental study, the bacterial isolates in the Department of Microbiology Bank of Hamadan 

University of Medical Sciences was used. Design of primers was done by proprietary software  and selecting DivIVA 

gene for Enterococcus faecalis and alanine racemase for Enterococcus faecium was performed. Isolates identification 

was evaluated by using Real Time PCR test and melting curve temperature of DNA. 

FINDINGS: Susceptibility of primers designed in divIVA gene (specific for E. faecalis) and alanine-racemase gene 

(specific for E. faecium) was 15CFU/ml per reaction. Specificity of designed primers by using DNA melting curve 

analysis was 76.6 for E. faecalis and 80.93 for E. faecium which showed considerable different in comparison with 

another microorganism. 

CONCLUSION: Using the results obtained in this study, primers designed were sensitivity and specificity for 

diagnosis and differentiation of Enterococcus faecium and Enterococcus faecalis species in clinical isolates. 

KEY WORDS: Enterococcus faecalis, Enterococcus faecium, Real Time PCR 
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