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Abstract 

 

Background and purpose: Enterococci as a group of bacteria infecting raw foods and dairy 

products can contaminate different food products. The purpose of this study was to isolate strains of 

enterococci based on the Real time PCR method using melting curve analysis in food samples. 

Materials and methods: In this experimental study, 510 samples were collected from which 

138 different samples (chicken, meat, milk, and cheese) containing different strains of enterococci were 

investigated. Then, identification of Enterococcus species was performed by targeting specific sites and 

specific primers were designed according to Real time PCR-based melting curve analysis. 

Results: Based on melting curve analysis by Real Time PCR, the Enterococcus species identified 

were as follows: E.faecalis in 84 isolates (60.86%), E.faecium in 48  (34.78%), E.gallinarum in 1 (0.7%), 

E.avium in 4 (2.8%), and E.Caselli flavus in 1 isolate (0.7%). The most frequent isolates were detected in 

29 samples of chicken meat (51.44%) and red meat (n= 21, 24.63%). Considering the results of 

sequencing as a Gold a standard test, the sensitivity and specificity of phenotypic methods for E.faecalis, 

E.faecium, E.gallinarum, E.avium, and E.Caselli flavus were 94.78% and 90.74%, 89.13 % and 97.77 %, 

50% and 98.52%, 66.66% and 98.52%, and 50% and 98.56%, respectively. A significant relationship was 

observed between the sample and distribution of Enterococcus species (P≤0.05). 

Conclusion: Due to extensive viability error in identification of Enterococcus species isolated 

from food by phenotypic methods, using a rapid and sensitive method is necessary. 
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 پژوهشی

 بر مبتنی ذوب منحنی آنالیز روش تشخیصی ارزش تعیین
Multiplex Real time انتروکوکوس های گونه شناسایی برای 

 
      1عربستانی رضامحمد

    2حامد طهماسبی 
 3بهروز زینی   

 چكيده
ای غااای   اون ه ها ز ای ایاو شا وه   تواننا  با آ وداوشد  ا آ راروو شد ما ها  انتروکوکوس هدف:و  سابقه

ش   Real time PCRم تنا  بار  Curve Analyzing Meltingبار ابا س  و   انتروکوکاوس ه ی مختلا ج اب یی گونه
 ب   هه ی مواش غاای  م نهنمو

ها ی نمونه مختل  )گو ت مرغ  گو ت قرمز   یر  شنیر( ودوشد به گونه 831مط دعه تجرب    ایوش   ها:مواد و روش
ها ی مختلا   ن با ی  گوناه وو ی  ا هنموناه ماو ش بر با  ای باطر  اعر جما  085مختلا  انتروکاوا ای مجماو  

ها ی مختلا  و ارا ا  شرایمرها ی اصتص را  بارای ایاو  ی انحص  ی ش  گونههب  ه ز قرا  شاشآ ب یت انتروکوکوس
 رو ت گررته Real time PCRم تن  بر  Curve Analizing Meltingنوا   بر اب س  و 

ش را ( انتروکوکاوس  18/85ایزوداه ) Real Time PCR  18ها ی وو  باه  و  بار ابا س ونا دیز منحنا  ها:یافته
 1/2ایزوداه ) 8ش را ( انتروکوکاوس گ دینا  وم   8/5ایزوده ) 8ش ر ( انتروکوکوس ر بیوم   81/38ایزوده ) 81رک دیس  

تاریو ش ر ( به عنواآ انتروکوکوس ک بل  رلاووس  ن با ی   ا ن ه بای  8/5ایزوده ) 8ش ر ( انتروکوکوس وویوم و 
ش ر ( و گو ت قرمز ب   83/28نمونه ) 22ه ی گو ت مرغ ب  ه ی انتروکوا به شبت وم د مربوط به نمونهرراوان  ایزوده

به عنواآ  ا ص  ابات ن ا ش   PCRچنیو ب  قرا  شاشآ نت یج   رل ای تعییو تواد  ویموآ ش ر ( بوشه هم 88/08نمونه ) 28
ش ر   برای انتروکوکوس  88/25ش ر  و  81/28 س بیت و وی گ   و  رنوتیپ  برای انتروکوکوس رک دیس به ترتیآ 

ش ر   برای انتروکوکوس وویوم  02/21ش ر  و  05ش ر   برای انتروکوکوس گ دین  وم  88/28ش ر  و  83/12ر بیوم 
ش را  باه شبات وما ه ا ت ا ط  08/21ش را  و  05ش ر  و برای انتروکوکوس ک بل  رالاووس  02/21ش ر  و  88/88
 (ه≥50/5pه ی انتروکوکوس مش ه د    )شا ی بیو نو  نمونه و شراکن  گونهمعن 

  و  س یت و وی گ   ه انتروکوکوس ب توجه به گسترشگ  و صط شایر بوشآ  و ع ی رنوتیپ  ش  تعییو گونه استنتاج:
 ش ییو ایو  و   ابتف شد ای یک  و   س س و بری  ادزام  ابته

 

 Real-Time PCR   Curve Analyzing Melting  انتروکوکوسواژه های کليدی: 
 

 مقدمه
 یها مک آ انتق ل بسای  ی ای شا تو آا ه ی مختل  غاا

 ا باه با آ انسا آ راراهم  ه ب کتریای جمله  مفی  و مضر
  ااشا ویواش اا ی مااه داا ناارز ب قیماامص (ه8) یشابم 
   رداریق ینجیاا آ ای اااط انسااه  توبکاابیوتی اا  ونتاام نن

 
  E-mail:b.zeyni.umsha@gmail.com                 میکرو   ن ب   اآ  شانشک د شز ک   گرودشانشگ د علوم شز ک  هم :هم اآ -بهروز زینی مولف مسئول:

 گرود میکرو   ن ب   شانشک د شز ک   شانشگ د علوم شز ک  هم اآ  هم اآ  ایراآ  شانشی  ه 8
   شانشک د شز ک   شانشگ د علوم شز ک  یاه اآ  یاه اآ  ایراآک   ن س ا    میکرو   ن ب ه 2
   شانشک د شز ک   شانشگ د علوم شز ک  هم اآ  هم اآ  ایراآشجوی ک   ن ب  ا    میکرو   ن ب شانه 3
 : 28/85/8320ت  یخ تصویآ :             38/0/8320 ت  یخ ا ج   جعت ارلا  ت :           8/0/8320 ت  یخ ش ی رت 
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 انتروکوکوس یيشناسا یذوب برا يمنحن زيروش آنال
 

       5931 بهمن،  541دوره بيست و ششم، شماره              مجله دانشگاه علوم پزشكي مازندران                                                                     792

  ب عث بروی د ن (ه ی شام  و رروو شد)به وابطه  غاای 

ها ی ماواو و گا د ودر یک  تاآ صطرن اه ی اکن و

ها ی  اکم   ااارات   ابع ل  گررتگا  م هیهاهاولان 

 ه(8) وشمخر  بر مت بودیسم مواش ش  شبتگ د گوا   م 

ها  ای بیوتیکبه ونت  تمق ومع مل ه ی  آامک آ انتق ل 

محصولات شام  به انس آ وجاوش شا ش  باه ایاو راو ت 

ایاو عوامال  مق ومات باه  ینجیارد غااای به واباطه  که

ها ی انسا ن  بیوتیک ای رلو  میکروب  شام به ش تو آونت 

 ای جملاه (Enterococcus) ها انتروکوا ه(2) وشمنتقل م 

 ه ی  هستن  که ب  شا ا بوشآ صصورای تریب کتتریو معم

منحصر به ررش  توان ی   ضو  ش  ماواش غااای  و وداوشد 

ها  با  تناو  ایو گرود ای ب کتری ه(3)ه   ا شا ن کرشآ وآ

تواننا  ما   ش  رن ی  غاای  ش  کن   ابتف شدب لای صوش 

انس آ و  یوان ت  ش   ه ی مختلفایجا ش بیم  یموجااآ 

 ها یبااه عنااواآ یکا  ای رلو  ه انتروکوکوس ه(3) ون 

ا یع  ش  شبتگ د گوا   انس آ و  یواآ  صاا ا  و  

ها ی ایاو گارود ای و مواشغاای  وجوش شا ن ه ای وی گ 

 گاراشش جاه با نت  80تاا   85تواآ به     ش  ه  م ب کتری

 ا  غلظات نمکا  با لا و ش  گسترد وبیع ها ی  بش محیط

 هاا  شا ای توانا ی عالاود انتروکاواا   د کرشه باه PH ای

اکتس   ر کتو ه ی مق ومات شا ویا  متعاا شی هساتن  

که مشکلات ج ی ش  کنترل و مراق ت بیم  اآ م تلا باه 

ایااااااو  ه(8)نم یناا هاا ی انتروکااوک  ایجاا ش ماا عفوناات

ه  بومیو علت معمول ب کتری ی  کساآ میکروا گ نیسم

 انتروکاوک  بیست گوناه هستن ه ای ه بیم  بت آ ش    د

انتروکوکاوس رکا دیس   انا  ن با ی   ا دت  امروی  که
(Enterococcus faecalis ) انتروکوکاااوس ر بااایومو 

(Enterococcus faecium )هاا یش ر  ای باویه 25   وش 

 ا باه صاوش اصتصا    ماواش غااای  و د نا  ج ا   د ای

انتروکوکوس   انتروکوکوس ر بیوم گرچها (8 0)ان شاشد
 (Enterococcus durans) انتروکوکاوس شو اناس و رک دیس

اما  ایااو   ای ما رو  انسا آ باه رراوانا  جاا ا  ا د ابات

صاوا  گا و و گوبافن   م نن اهل   ه یشامه  ش  گونه

شدیاال  ضااو  ایااو گاارود ای  ه(8)  ااونتاار شیاا د م کاام

محصولات غاای  تعیه   د ای مواش  تره  ش  بی ب کتری

رراو ی  ا د  ص م )گو ت و  یر( و محصولات غاای 

باه  ها انتروکوکاوس مق ومت)م نن  ک د  س  بوبیس(  

ها  باه شاایری وآش جه  را ت ش بتو یزد   آ  ب ی 

ش جااه ) بوبسااتراه ی مختلاا  و  اارایط متفاا وت   اا 

  ه(1)ب   م    اکثر و نمک pH  ( ت ب لا و ش ییو را

هاا ی جاانس انتروکااوا و گونااه اایو  و رراواناا  

ه ی مرت ط ب  وآ ش  کن   شراکن گ  ب لا  ای نظر مق ومت

ب   ه توانا ی  ای م بیوتیک  هم شا ای اهمیت وی دونت 

بیاوتیک  ش  انتق ل عوامل مق ومت ونتا  ه انتروکوکوس

کنناا گ  باا لای ای اریااق مااواش غاااای  و قاا  ت ودااوشد

ه   ا گرود ای ب کتری شقیق ایوه   تشخی  به موق  و وآ

ه ی ه ی معمول  ن ب ی  گونهه  و (0)معم کرشد ابت

 صصااو ه کنناا د مااواش غاااای   بااب کتریاا ی  ودااوشد
ها   ای بارعت ن من باآ و ا ی  اص ا  ی انتروکوکوس

ش  بسای  ی ای ه (2)غیرق بل اامینا ن  بار صاو شا  هساتن 

ه ی انتروکوا که وابسته موا ش  تشخی  جنس و گونه

ه ی م تن  بر کشت و بیو می ی  ابت  به شدیال به  و 

وقت گیر بوشآ و ابتف شد ای چن یو ویموآ قن ی متعا ش 

بارش کاه ش  کن   هم  صط ی انس ن   ا به   ت با لا ما 

  (ه85)توان  نت یج نع ی   ا تحت ت ایر قرا  شه م 

هاا ی انتروکااوا  یماا ن  اهمیاات  ن باا ی  گونااه

ه ی مختلف  کاه باه ایا  کن  که بویهای شی ا م وی د

بیوتیااک هاا  مقاا وم هسااتن   ماا  نظاار ای ونتاا گسااترشد

ب  ها ز قارا    ه ی مودکود ش  برص   و  (ه88)ب  ن 

شاشآ  آ ه ی اصتص ر  ش  با کتری و ارا ا  شرایمار  

انتروکوکاوس ه ش  ها  شرشاصاتم  تواآ به تشخی  وآ
ب  ا  کاه ش  یاک  آ اصتص را  ما  divIVA رک دیس

 (ه82)ا ششنق  تقسیم ت بلود  و ج اب یی کرومویوم 

ش   انتروکوکوس ر بیومهم ش   Alanine racemase آ 

الانایو نقا   Dو  Lبیوبنتر شپتی  و گلیکا آ و ت ا شلات 

انتروکوکاااوس  ش  vanC-1 ضاااو   (ه83)معمااا  شا ش
 اایو  و رراواناا  مق وماات  )nterococcusE)گ دیناا  وم 

هاا ی ماارت ط باا  وآ ش  کناا   جانس انتروکااوا و گونااه
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 محیا صادقی و همکاران     
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 پژوهشی

ها ی ونتی یاوتیک  هام شراکن گ  با لا  ای نظار مق ومات

 ها انتروکوکوسب   ه توان ی  شا ای اهمیت وی ه ی م 
بیاوتیک  ای اریاق ماواش ش  انتق ل عوامل مق ومات ونتا 

ه   تشخی  باه وآ کنن گ  ب لایغاای  و ق  ت ودوشد

هاا   ا معاام کاارشد شقیااق ایااو گاارود ای باا کتریموقاا  و 

ه ی ب کتریا ی  ه ی معمول  ن ب ی  گونه و ه (0)ابت

ها    انتروکوکاوس صصو ه کنن د مواش غاای   بودوشد

ای برعت ن من بآ و ا ی  اص   ی غیرق بل اامین ن  بار 

ش  بسی  ی ای موا ش  تشخی  جانس  ه(2)صو شا  هستن 

ه ی م تن  بار ه ی انتروکوا که وابسته به  و و گونه

گیار باوشآ و کشت و بیو امی ی  ابات  باه شدیال وقات

ابااتف شد ای چناا یو ویمااوآ قناا ی متعاا ش ش  کناا   هاام  

توانا  نتا یج برش که م صط ی انس ن   ا به   ت ب لا م 

ها ی ن با ی  گوناه  (ه85)نع ی   ا تحت ت ایر قرا  شها 

کناا  کااه ای شیاا ا ماا انتروکااوا  یماا ن  اهمیاات ویاا د

ه  بویعع ی مختلف  که به ای  گسترشه ی ونتی یوتیک

ها ی ش  برصا   و  (ه88)مق وم هستن   ما  نظار ب  ان 

هاا ی اصتص راا  ش  باا  هاا ز قاارا  شاشآ  آ  مودکااود 

ها  تاواآ باه تشاخی  وآب کتری و ارا   شرایمار  ما 

یااک  آ  divIVA انتروکوکااوس رکاا دیس شرشاصااته ش 

ب    که ش  تقسیم ت بلود  و ج اب یی اصتص ر  م 

هام  Alanine racemase آ  (ه82)ا ششنق  کرومویوم 

 ش  بیوبااااانتر شپتیااااا  و  انتروکوکاااااوس ر بااااایومش  

 (ه83)الانایو نقا  معما  شا ش Dو  Lگلیک آ و ت  شلات 

 انتروکوکااااااوس گ دیناااااا  وم  ش  vanC-1 ضااااااو  
(rococcus gallinarumEnte ) مق ومت بطر شا ییو باه

 انتروکوکوس ه ی وشه ش  گونهونکوم یسو  ا ب آ م 

و  (Enterococcus.casseliflavus) ک بااال  رااالاووس
 هااااا ی نیاااااز  آ (Enterococcus avium) وویااااوم

)tuf( Tu factor elongation  16وS  شا ای عملکرها ی

ه بارای  ن با ی  (85)ب  ن انحص  ی ش   ون  ترجمه م 

هاا ی مودکااود  م تناا  باار ابااتف شد ای  و  هاا ایااو  آ

 ها توان  ش  امر  ن ب ی  ایو گوناهه ی  س س  م تکنیک

ها  ونا دیز منحنا  کنن د ب   ه یکا  ای ایاو  و کمک

ش   ب  ا  کاهما  Melting Curve Analyzingوو  یا  

ها ی و  نا  Real time PCRوآ ب  ابتف شد ای تکنیک 

 ا ماو ش ا ییا ب  قارا   DNAای رلو ب نت  وو  دحظه

تشخی  شقیق بر م ن ی  ابطه بیو   ش  ایو تست شهن هم 

  اباتوا   ا د اباته DNAشم  و وبعت شن چو د   آ 

ب  ارزای  شم   منحن  وو   ا کاه  DNAشن چو د   آ 

ب   ه(82)کن یگموئی  ابت  مشخ  م به  کل ب معمولاً

 ارا   شرایمره ی اصتص ر  ب   س بیت ب لا ش کن   اباتف شد

تواآ علاود   م Real-Time PCRه ی م تن  بر ای  و 

صط ه ی ا تما د  ش  تشاخی  اودیاه  با   برشآ بر ای بیو

 ن ب ی  وآ  ا ش  بیما   از مسیر کشت ب کتری  یم آ  

شز ای ایااو مط دعااه  ارا اا   ه(8) اا ت کاا ه  شاشه باا

  و   ش یه ای  م تن  بر ون دیز نموشا ه ی مربوط باه وو 

DNA  ها یانتروکوکاوسبرای تشخی  باری  و شقیاق 

  ب   هه ی مواش غاای  و گو ت م ج ا   د ای نمونه
 

 مواد و روش ها
 ای مواش غاای  ونهجم  وو ی نم

نمونه مواش غاای   831  تع اش تجرب ش  ایو مط دعه 

نمونه(  گو ت  82) نمونه(   یر 38)   مل گو ت مرغ

ویما ی  قارا   نمونه( ماو ش 88) نمونه( و شنیر 88) قرمز

ه ی مواش غاای  ش  ر رله یم ن  ابفن  م د گررته نمونه

و ش   )وبا آ به رو ت تص شر  8323دغ یت معر  8322

  با  هما هنگ  با  ک   ن با آ مراکاز بع ا ات شبترس(

وابسته به مع ونت غااا و شا وی شانشاگ د علاوم شز اک  

ها ی مختلا  هم اآ و ش  ب یشی  ای بطوح عرضه گرود

مراکاز  و ها ها   قصا ب م ننا  باوشرم  کت مواش غاای 

توییاا  و عرضااه  اایر ش  مناا اق تحاات  ااعر هماا اآ 

ش  ایااو مط دعااه  مراکاازی  ه معیاا   و وشوو ی  اا جماا 

بوشناا  کااه ای ویا ت بع ا اات  مجااوی رع دیاات  باام  

شا تن ه معی   صروو مراکزی بوشن  که ر ق  مجوی لایمه 

ب   ع یت  ارایط اباتریل باه  ه ی اصا   دبوشن ه نمونه

 ن باا  شانشااگ د علااوم شز ااک  ویم یشااگ د میکاارو 

  .منتقل    هم اآ
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ل  انتروکوکوس  ن ب ی  و ج اب یی گونه ه ی مخت
 بر اب س تست ه ی رنوتیپ 
هاا ی هاا ی بیو اایمی ی   بااو باا  ابااتف شد ای  و 

  انتروکوکاااوس رکااا دیس و انتروکوکاااوس ر بااایوم

( و Enterococcus gallinarumانتروکوکاوس وویاوم )

 ج ابا یی (Enterococcus avium) انتروکوکوس گ دین  وم

ای  ع برای ج اب یی انتروکوکوباه و تعییو هویت   ن 

 محیط کشت اصتص ر  ک ن م یسیو ابکودیو ویی  وگ  

(kanamycin aesculin agar)  )رکت مارا  ودما آ (

 اباتف شدبه عنواآ من ب تریو محیط کشت برای  ن با ی  

ها ی انتروکوکاوس با  برای تعییو هویت گوناه ه(83)  

 ه ی ابت ن ا ش میکروبشن ب   مو رودو یابتف شد ای  و 

بیو ایمی ی  متا اول ای  ها یکلن   ب  ابتف شد ای وی گا 

 جمله هی  ودیز ابکودیو ش  ضو  رفرا    ا  ش   ضاو 

NaCl0/8  رع دیاات شیرودیاا ونیل و یاال ومیاا ای  ش راا 

(PYR) م تن  بار تخمیار ه ینیو ای ویموآچانج م  ا ه هم 

)و ابینوی  م نیتول  بو بیتول  باو بوی  لاکتااوی(  قن ه 

 ش را  8به نااس ت  محیط ش یه قن ی   وی ه یش  دوده

ش جه  38 وکر   د و انکوبه کرشآ ش  شم ی ای قنا ه ی

  ه(80 88)ابتف شد   ب عت  28گراش باه ما ت ب نت 
 

  نوم  DNAابتخراو 
 ناوم  ای  و  جو ا ن آ  DNA اباتخراوجعت 

یااک کلناا  ای ش  ایو  و  به ااو  کلا  ه ابتف شد   

 PBSمحلااول  میکرودیتاار 855هاار بااویه باا کتری ش  

(Phosphate Bufferd Saline ) اباتریل و تکاس  ا د

 شقیقاه جو ا ن د   ه شاس ای با نتریفو  نع ی   80ما ت به

ش ابتف شد قارا  گرراته مو  DNAما ی   ویا  به عنواآ 

غلظات و باه شبات وما د   DNAجعت کنترل کیفیات 

ها ی تخلای   ا د ش  ااول ماوو DNA چگ د  نو ی

ن نومتر ب  شباتگ د اباپکترورتومتر نا نوش ا   215 و 285

ND-1000 (USA,BioRad)  ه(83)تعییو گرشی  

 

ه ی مختل  ی اصتص ر  برای گونهارا   شرایمره 
 انتروکوکوس

ها ی شرایمرها ی اصتص را   با یت جعت ارا  

ه ی مختل  انتروکوکوس مو ش اباتف شد ه ز ش  گونه

 انتخ     د بارای شرایمار ه ی ه زقرا  گررته ب یت

  بارای انتروکوکاوس vanCانتروکوکوس گ دین  وم  آ 

(  آ Enterococcus.casseliflavusک باال  راالاووس )

EF-TU 16  بااااارای انتروکوکاااااوس وویاااااوم  آS  

انتروکوکوس و برای  divIVA آ  وکوس رک دیسانتروک

 اا ه شااس ای  تعیاایو Alanine racemaseر باایوم  آ 

ها ی  ه ز جعت ارا ا  شرایمار ب ناک ب یتانتخ   

جساتجو  NCBIب یت  االاع ت  مربوط به هر ب کتری ای

 Tmو  Annelingو تعیه گرشیا ه جعات ا ییا ب  شما ی 

 Gene Runnerو  Oligoارازا  شرایمره ی ارا     د ای نرم

ه بعا  ای ارا ا  شرایمرها ی وکار  ا د باه  ا ابتف شد 

 ها   ش اصتص را  باوشآ عملکارش وآ منظو  اامینا آ ای

ها ی کرشآ ب  نموناه Blastعمل  NCBIب نک االاع ت  

ها ی شیگار ه  و میکروا گ نیسمانس ن   ق  چ   ویروس

  ه(8)ج ول  م  د  رو ت شایررت

 

 یمره ی ارا     دتعییو تواد  محصولات شرا
تعیاایو ویماوآ اباات ن ا ش باه منظااو  مق یسااه  جعات

 چنیوکشت و مودکود  و همه ی س بیت و وی گ   و 

 
 تواد  شرایمره ی ارا     د جعت  ن ب ی  گونه ه ی مختل  انتروکوکوس ش  مواش غاای  :1جدول شماره 

 

 مط دعه ب کتری مو ش ه ی مو ش نظر  آ اول تواد  (bpان اید )  ررنس

 F:  ACGTGTCTTCCATCAACGCT 823 ایو مط دعه

R: ACTGCTGTATGTTTGTCTCCGA 

F.divIVA 

R.divIVA 
 انتروکوکوس رک دیس

 F: ATCCCTCTGGGCACGCAC 281 ایو مط دعه

R: ACATACACGCCCAATCGTTTC 

F.Alanine racemase 

R. Alanine racemase 
 انتروکوکوس ر بیوم

 AGCAATAAATCTTTGTGGGTTCGT 801 ایو مط دعه
ATTTGCGGCAATGAAAGACAG 

vanC-F 

vanC-R 
 انتروکوکوس گ دین  وم

 TTTTCGATCACAGGACGGGG 888 ایو مط دعه
GTTATCGCCAGCTTCTCCGA 

EF-tu-F 

EF-tu-R 
 انتروکوکوس ک بل  رلاووس

 GTTTCGGTTTGAAAGGCGCT 831 ایو مط دعه
TGTCTCAGTCCCAATGTGGC 

16s-F 

16s-R 
 مانتروکوکوس وویو

 

 [
 D

ow
nl

oa
de

d 
fr

om
 jm

um
s.

m
az

um
s.

ac
.ir

 o
n 

20
26

-0
2-

17
 ]

 

                             5 / 14

http://jmums.mazums.ac.ir/article-1-9503-fa.html


   
 محیا صادقی و همکاران     

 793      5931، بهمن  541ماره مجله دانشگاه علوم پزشكي مازندران                                                                           دوره بيست و ششم، ش             

 پژوهشی

 اامینااا آ ای عااا م هموداااو ی و مکمااال باااوشآ تاااواد  

 هاا ی هاا ی نوکلتوتیاا ی ش  بخاا شرایمرهاا  باا  تااواد 

 ها ی ها ز جعات تکثیار  آ PCRویماوآ شیگر  نوم  

 ها ی ماو ش مط دعاه ت ییا   ا د ای نظار رناوتیپ  ش  گونه

انج م گررته محصاولات باه شبات وما د بارای تعیایو 

ش  نع یات  ل  ا ن هتواد  به  رکت تک شوییسات ا با 

 ه ی ارا     د ش  قسامتتواد نت یر   رل ای تعییو 

BLAST داااش یگ  NCBI tool Search BLAST ه اااب

 بر باا  http://www.ncbi.nlm.nih.gov/Blastوش س 

  ه  ن 
 

 PCR ن ب ی  گونه ه ی مختل  انتروکوکوس به وابطه 
 ایاو باه نموناه هار بارای PCR واکن  انج م جعت

  ا د باه اباتخراو DNA ای میکرودیتر 8:    لعم رو ت

 Ampliqonمایکس قرماز ) مساتر ای میکرودیتر 82 همراد

  Tris-Hcl PH8.5  (NH4)SO4 ودماااا آ( ) اااا مل

3mMMgcl2    0/2%Tween 20    4/MmdNTP 4    

2/0 unit Ampliqon polymeras  Insert red dye 

and stabilizer ) هبااا شرایمااار هااار ای میکرودیااات 8 و  

 2/5 هاا یمیکروتیااو  شاصاال شیکومااولا  85 غلظاات

RNAas/DNAas Free (BioFil کاارد ) یختااه  جنااوب 

 وآ باه میکرودیتار 20باه  نع ی   جم  ب ن آ برای و   

 ه ی مو ش نظر ایبرای تکثیر  آه گرشی  اض ره مقطر و 

 )کشو  ودم آ( ب  تنظیم ت Eppendorf ترموب یکلر شبتگ د

ش جااه  28 ااوا  را تاا   باایکل شماا ی  بااه رااو ت

 28بایکل باه راو ت  20ا نیه  و تعا اش  85گراش ب نت 

 ا نیاه 35گاراش ش جه با نت  82ا نیه و  35گراش ش جه ب نت 

 Alanine racemase اعم ل   ه شم ی انلینا  بارای  آ

ش جااه  divIVA 02 گااراش  باارای  آش جااه باا نت  08

 16s 01 و vanC، EF-tuهاا ی گااراش و باارای  آباا نت 
ا نیاه تعیایو  ا ه  85 هر ک ام به م تگراش ش جه ب نت 

  8به م ت گراش ش جه ب نت  82اویل   آ نع ی  هم ش  
 

  شقیقه ش  نظر گررته   ه
 

 PCRمحصولات   رل ای ادکترورو ی 
توباط ادکتروراو ی با  ابااتف شد  PCR محاصولات

 وباه ایا ؛ای یکا یگر جا ا  اا ن  ش را  وگا  ی / 0 ای  ل

ش   ل  PCRمیکرودیتر ای محصاول نعا ی   0رو ت که 

 ادکتروراو ی گرشیا ه بارای X0/5 ش ر  ش  ب رر 0/8 گ  یو

 Gel Redمیکرودیتار محلاول  8  ن  شه  به  ل  به وآ

(Biotium   اضاا ره و صااو ) ه مخلااوط گرشیاا ومریکاا

 (Marker) بااارای تعیاایو اناا اید محصااولات ای ناااش نگر

 با  تاواد  (شانما  ا Thermofisher) مودکاود  ررمنت ی

 جفت ب یی ابتف شد  ا ه ش  نع یاات ای  ل   رال 855

  هتوبط شبتگ د  ل شاا عکس رشا ی   

 
 هاااوس به وابطااه ی مختل  انتروکوک  گونهااب ین  

Real time PCR 
 ای شباااتگ د  Real timeجعااات انجااا م واکااان  

ABI one plus تنظمیا ت شما ی   ا ه )ومریک ( ابتف شد 

مر لاه اول کاه منجار  شبتگ د به رو ت ییر اعم ل   ه

ادگو و رع ل   آ ونازیم شلیمارای  DNA به شن تو د   آ

 0گاراش و باه ما ت ش جه با نت  20گرشش  ش  شم ی م 

 شقیقااه انجاا م گررااته ش  مر لااه شوم  واکاان  تکثیااری

DNA   گاراش باه ش جه با نت  20بیکل و ب  شم ی  85ش

 80ش جه ب نت  گراش به م ت  01ا نیه و شم ی  80م ت 

ا نیاه اشامااه ی راته مر لااه ش یا ن  جعاات تربایم منحناا  

گاراش ش جه ب نت  20تفکیک ی  منحن  وو  به رو ت 

  گااراش بااه ماا تش جااه باا نت  00ا نیااه   80بااه ماا ت 

ا نیاه انجا م  80گراش به ما ت ش جه ب نت  20و شقیقه  8

   ش   جاام نعاا ی Real time PCR هاا ی اا ه واکاان 

  هااا یمیکرودیتااار باااه راااو ت شوتااا ی  ش  شلیااات 25

   اا مل چاا هک  انجاا م  اا ن ه مخلااوط واکاان  28

 Mix Master PCR SYBR Green(TaKaRa,Japan )

 85میکرودیتااار )غلظااات  8میکرودیتااار   85باااه میااازاآ 

 میکرودیتار 0شیکومولا ( ای شرایمره ی مساتقیم و معکاوس  

DNA   میکرودیتار  نا  8/5ادگو Rox یاه وآ و  و بق 
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برای انج م  میکرودیتر اض ره   ه 25مقطر ت   جم نع ی  

ویموآ  س بیت شرایمره ی ارا    ا د با  اباتف شد ای 

تعیااه اباات ن ا ش ب کتریاا ی  باا  غلظاات ناایم مااک ر  دناا  

(CFU/ml 810 x1.5   اق ام به تعیه  قت بری ل ای  )585 

 (Triplicateب کتری    و به راو ت باه تا ی  ) 885ت  

 Realه ی تعیه   د ویموآ ش  به  وی متواد  برای  قت

Time PCR  انج م    و ب  ابتف شد ای تکرا شایری تست

انج م   د   س بیت ویموآ ارا     د به شبت وم ه 

به منظو  انج م ویموآ اصتص رایت شرایمرها ی چنیو هم

 Enterococcusبویه ابت ن ا ش  DNAتعیه   د ای بویه 

faecalis ATCC 29212  بااه عنااواآ کنتاارل مث اات و ای

DNA Escherichia coli ATCC 25922  وATCC 

29213 Staphylococcus aureus  منفا  به عنواآ کنتارل

ه ی مختل  انتاروا ابتف شد   ه برای ج اب یی گونه

 اباتف شد  ا ه ش  Melting curveای یکا یگر ش  ونا دیز 

 غلظات یتمدگ   اب س بر ابت ن ا ش منحن  واکن   ش ی آ

DNA  تربایم عماوشی( )محو  وبت نه بیکل و ارق  محو 

  انا م آ مح با ه بارای ابات ن ا ش منحنا   ایآ ایه   

  ه   ابتف شد تکثیری واکن 

 

 ون دیز و بر ب  شاشد ه 
برای ون دیز نت یج   رال تعیایو تاواد  محصاولات 

 Chromasها ی مختلا  ای نارم اراازا  شرایمرها ی گوناه

ه ی به شبت وم د ب  تحلیل شاشد شد   ه ابتف 2508نسخه 

ومریکا (  انجا م  ا ه  IBM) SPSSارازا  ابتف شد ای نرم

  س بیت  وی گ   ا ی  اص   ی منف  و ا ی  اص ا  ی

جعت تعییو  Real time PCRه ی رنوتیپ  و مث ت  و 

ه ی ب  ابتف شد ای تحلیله ی مختل  انتروکوکوس گونه

 شبت وم د اینت یج به ر ب ش  ایو بگررته وم  ی رو ت

عناواآ  ا ص  باه  PCRتسات مودکاود   تعییو تاواد 

 ابت ن ا ش مو ش ابتف شد قرا  گرراته جعات بر با  ا ت ا ط

شبات وما د نیاز ای ویماوآ ها ی باهدشا  باوشآ شاشمعن 

ش راا   20باا  ضااریآ اامیناا آ  Chi-squverوماا  ی 

  ه(p >50/5) ابتف شد   

 یافته ها
ه رااونتیپ  انجاا م  اا د جعاات هاا ی اودیااش  تساات

ه ی انتروکوکوس ش  ماواش غااای   تشخی  اودیه گونه

ش را (  08/21ایزوده ) 85نمونه مختل    830ای مجمو  

ش ر ( ای  1/8ایزوده ) 85انتروکوکوس ای گو ت مرغ  

ایزودااه  80ش راا ( ای  اایر و  82/83ایزودااه ) 25شنیاار  

اوانا  ش ر ( ای گو ت قرمز ج اب یی   ه رر 53/38)

هاا ی مااواش هاا ی مختلاا  انتروکوکااوس ش  نمونااهگونااه

 ش ر ( انتروکوکوس 01/88ایزوده ) 82غاای  به رو ت  

ش رااا ( انتروکوکاااوس  83/28ایزوداااه ) 30رکااا دیس  

ش ر ( انتروکوکوس گ دین  وم   2/1ایزوده ) 83ر بیوم  

ایزوداه  82ش ر ( انتروکوکوس وویوم و  2/8ایزوده ) 2

روکوکوس ک بل  رلاووس بوشن ه ش  ش ر ( انت 8/83)

ه ی انتروکوکاوس رکا دیس ای تریو نمونهایو می آ بی 

گو اات قرمااز و گااو  باافی  ج اباا یی  اا  )جاا ول 

(ه برای تعییو  س بیت شرایمره ی ارا     د 2 م  د 

ها ی ه  ش   ن با ی  با یتو مشخ  کرشآ توان ی  وآ

  ه ی مختل  انتروکوکاوسانحص  ی مو ش ه ز ش گونه

به همراد شرایمره ی مو ش نظار  DNA ه ی مختل   قت

مااو ش ا ییاا ب  قاارا   Real-time PCRتوبااط تکنیااک 

 ه ی  رل ای تکثیر  آ ه ی قت گررته ش  نع یت تکثیر

  انتروکوکاوس رکا دیسها ی با کتری ماو ش مظ دعاه ش 

انتروکوکاااوس ر بااایوم  انتروکوکاااوس گ دینااا  وم  
به  س ک بل  رلاووسانتروکوکوس وویوم و انتروکوکو

ه ی وو  به شبت وم ه نت یج   رال ای رو ت منحن 

شهنااا د همپو ااا ن  ک مااال هااا ی وو  نشااا آمنحنااا 

بوشه شم ی به شبات  موا ش ش  همه چن ت ی  ه یواکن 

با   NCBIشرایمرها  ش  ش یگا د شاشد  Blastوم د ای نتیجه 

ش  واکان   DNAشم ی به شبات وما د ای شما ی وو  

Real Time س آ بوشن ه به او ی که منحنا    رال یک

ش  هماه انتروکوکوس رکا دیس ش   divIVAای تکثیر  آ 

ها ی ش جاه با نت  گاراش و منحنا  8/88ه  شما ی  قت

 ش  انتروکوکاوس Alanine racemase  رل ای تکثیر  آ 

هاا ی منحناا گااراش  ش جااه باا نت  23/15ر باایوم شماا ی 
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 باال  ش  انتروکوکااوس ک EF-tu  راال ای تکثیاار  آ 

هاا ی منحناا گااراش  ش جااه باا نت  2/12راالاووس شماا ی 

ش  انتروکوکاوس گ دینا  وم  vanC  رل ای تکثیار  آ 

ها ی   رال ای منحنا گاراش و ش جه ب نت  8/82شم ی 

 8/10ش  انتروکوکااوس وویااوم شماا ی  16Sتکثیاار  آ 

( )جا ول 8گراش  ا نش آ شاش )نموشا   م  د ش جه ب نت 

ها ی ه ی وبات نه مرباوط باه  آ(ه تحلیل منحن 2 م  د 

شهن د  رو  موراق ای مختل  انتروکوکوس  نش آگونه

ها ی هم نن ب یی ش  بیکل ه ی مختل  ش  هماه  قات

(ه با  باه شبات وو شآ 8تعیه  ا د باوش )نماوشا   ام  د 

مشخ     کاه شرایمار  885ت   885ه ی غلظت ش   قت

س ارا     د برای انتروکوکوس ر بیوم و انتروکوکو

باا کتری  شرایماار  15CFUرکاا دیس قاا  ت  ن باا ی  

ارا     د برای انتروکوکوس وویوم ق  ت  ن با ی  

باا کتری  شرایماار ارا اا   اا د باارای انتروکوکااوس  25

باا کتری و شرایمرهاا ی  85گ دیناا  وم قاا  ت  ن باا ی  

ارا     د برای انتروکوکوس ک بل  رلاووس ق  ت 

(ه 3ج ول  ام  د ب کتری  ا شا ا م  ب    ) 20 ن ب ی  

ها ی DNAب  ابتف شد ای شرایمره ی اصتص ر  به هماراد 

ه ی متف وت  اصتص ریت شرایمره ی ارا    ا د گونه

جعت بر ب  کیفیات قطعا ت  ناوم  تکثیار تعییو   ه 

واکان  محصولات    Real time PCR  د ش  واکن 

 ش ر  ب  گااا ی  ا ن ه ای ما  کر 0/8 ش   ل ادکترورو ی

جفات با یی ش  واکان  راو    855انا اید  مودکود  ب 

جفات مرباوط باه  823ابتف شد    و ب نا ه ی  باه ااول 

  انتروکوکاوس رکا دیس divIVA ومیز  آیتقتکثیر مور

 ومیاز  آجفت ب ی مرباوط باه تکثیار مورقیات 281اول 

Alanine racemase 801  ااول انتروکوکاوس ر بایوم 

 VanCومیااز  آ جفاات باا ی مربااوط بااه تکثیاار مورقیاات

جفت ب ی مرباوط باه  888انتروکوکوس گ دین  وم  اول 

انتروکوکااوس ک باال   EF-tuتکثیاار مورقیاات ومیااز  آ 

 16Sجفت ب ی مربوط به تکثیار  آ  831رلاووس و اول 

 Blast ینتا یج   رال اه به شبت وما  انتروکوکوس وویوم

  Enterococcus faecalis ب کتری ش  divIVA  آمحصولات 
ش  بااااااا کتری  Alanine racemase  آ تکثیااااااار

Enterococcus faecium  آ  vanC  ش  انتروکوکااوس
 ش  انتروکوکاااااوس اویاااااوم و  88Sگ دینااااا  وم   آ 

ش  انتروکوکاااااوس ک بااااال  رااااالاووس  EF-tu آ 
(Enterococcus.casseliflavus )شهنااا د عااا م نشااا آ

ها ی شیگار همودو ی شرایمره ی ارا     د ب  ب کتری

چنایو نتا یج هام ترایبنا ی هام(ه 8 ام  د  تصاویربوش )

شهن د  س بیت و اصتص ریت بسی   من باآ بارای نش آ

  ه ی مو ش مط دعه بوشن ه ن ب ی  ب کتری

ها ی بارای گوناه P-Valueابتف شد تعییو مقا شیر  با 

 مختل   مقا شیر باه شبات وما د بارای وجاوش یا  عا م 

ها ی انتروکوکاوس و وجوش ا ت  ط بایو شاراکن  گوناه

 (ه3ش مواش غاای  به شبت وم  )ج ول  م  د نو  و تع ا

به منظو  انج م ویموآ اصتص ریت شرایمره ی تعیه  ا د 

باارای  اباات ریلوکوا او ئااوسباا کتری  DNAای نمونااه 

 انتروکوکااوس رکاا دیس  یتعیاایو اصتص راایت شرایمرهاا 

چنااایو بااارای تعیااایو اصتص رااایت شرایمرهااا ی و هااام

  ای باااا کتری ا ریشاااای کل  انتروکوکااااوس ر باااایوم

شم ه ی به شبت وما د ش  ش یا آ واکان  و  ابتف شد   ه

شهناا د عاا م  ن باا ی  هاا ی ایجاا ش  اا د  نشاا آمنحناا 

شرایمرهاا ی مااو ش ابااتف شد ش  ایااو مط دعااه باارای باا یر 

 (ه3ب کتری بوش )ج ول  م  د 
 

 غاای  مواش ش   نوتیپ  و رنوتیپ  ه ی تست اب س بر انتروکوکوس مختل  ه ی گونه رراوان  تویی : 2جدول شماره 
 

 (n=831گونه ه ی مختل  انتروکوکوس )

P. Value 

(P≤0/05) 
 نمونه ه ی غاای  (n=18) انتروکوکوس رک دیس (n=81) انتروکوکوس ر بیوم (n=8) انتروکوکوس گ دین  وم (n=8) انتروکوکوس وویوم (n=8) انتروکوکوس ک بل  رلاووس

 رنوتیپ  مث ت  نوتیپ  مث ت رنوتیپ  مث ت  نوتیپ  مث ت رنوتیپ  مث ت  نوتیپ  مث ت رنوتیپ  مث ت  نوتیپ  مث ت رنوتیپ  مث ت  نوتیپ  مث ت

 شنیر 2 2 8 8 5 5 5 5 5 5 5338/5

 گو ت مرغ 22 88 22 22 2 8 5 2 2 8 5828/5

 گو ت قرمز 88 88 82 82 5 5 8 5 5 5 5802/5

  یر 85 5 8 8 5 8 8 2 5 5 5828/5

 [
 D

ow
nl

oa
de

d 
fr

om
 jm

um
s.

m
az

um
s.

ac
.ir

 o
n 

20
26

-0
2-

17
 ]

 

                             8 / 14

http://jmums.mazums.ac.ir/article-1-9503-fa.html


 انتروکوکوس یيشناسا یذوب برا يمنحن زيروش آنال
 

       5931 بهمن،  541دوره بيست و ششم، شماره              مجله دانشگاه علوم پزشكي مازندران                                                                     747

 رک دیس انتروکوکوس و ر بیوم انتروکوکوس ه ی ب کتری DNAمختل   ه ی قت ش  OD و غلظت تعییو بر ب  ای   رل نت یج: 3جدول شماره 

 ن نوش ا  شبتگ د ای ابتف شد ب 
 

 ه ی به شبت وم د ش   قت ه ی متف وت ODغلظت و  ب کتری مو ش مط دعه

 885 285 385 885 085 885 885 ابتوا 

 OD 3/2 52/8 3/8 8/8 8/8 1/5 8/5 8/5 انتروکوکوس رک دیس
Con ng1 ng82/5  ng58/5  pg82/1  pg8/5  pg80/5  pg5508/5  pg5558/5  

 OD 88/8 2 23/5 2/5 28/5 81/5 8 81/5 انتروکوکوس ر بیوم
Con ng88/0 ng03/5  ng588/5  pg2/8  pg08/5  pg582/5  pg5553/5  pg555531/5  

 OD 8/8 8/3 2/8 3/2 2/3 28/5 8/5 82/5 ووسانتروکوکوس ک بل  رلا

Con ng3/2 ng8  ng818/5  pg8/2  pg10/5  pg582/5  pg55581/5  pg555588/5  

 OD 0/8 2 2/2 22/8 12/8 28/5 82/5 81/5 انتروکوکوس وویوم

Con ng3/0 ng08/5  ng583/5  pg2/0  pg32/5  pg550/5  pg55580/5  pg555532/5  

 OD 0/2 8/3 2/8 8/2 2/5 13/5 23/5 82/5 وس گ دین  ومانتروکوک

Con ng58/8 ng8/5  ng08/5  pg22/8  pg08/5  pg580/5  pg5588/5  pg55582/5  

 

 
 

 
 

 

 
 

 
 

   رال ای Multiplex Real Time وو ها ی منحنا  : 1شوماره نمودارر

DNA  و  براب س شم  )محاانتروکوکوس مختل   ه یگونهو شرایمره ی

: انتروکوکااوس A ارقا ( و مشاتق باایگن ل رلو بانت )محااو  عماوشی(ه

ش جاه  8/10): انتروکوکوس وویوم Bگراش(ه ش جه ب نت  8/88)رک دیس 

 گااراش(ه ش جااه باا نت  1/15): انتروکوکااوس ر باایوم Cگااراش(ه باا نت 

D گاراش(ه ش جه با نت  8/82): انتروکوکوس گ دین  ومE انتروکوکاوس :

   ش جه ب نت  گراش(ه 2/12)ک بل  رلاووس 
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ه ی مو ش  نت یج ادکترورو ی   رل ای تکثیر  آ :1 شماره تصدیر

مربوط  divIVA:  آ 8 ش ر ه چ هک 0/8 وی  ل وگ  ی  مط دعه بر

 16S:  آ 2 جفت ب یه چ هک 823به انتروکوکوس رک دیس به اول 

: 3 جفت ب یه چ هک 831مربوط به انتروکوکوس وویوم به اول 

جفت ب یه  801مربوط به انتروکوکوس گ دین  وم به اول  VanCآ  

 888ط به انتروکوکوس ک بل  به اول ومرب EF-tu:  آ 8 چ هک

 مربوط به انتروکوکوس Alanine racemase:  آ0 جفت ب یه چ هک

: 85 1 8 8 جفت ب یه چ هک ه ی 281ر بیوم رلاووس به اول 

 جفت ب یه 855  ان اید کود  ب: م  کر مود85 کنترل منف ه چ هک

 
ب  ابتف شد ای تعییو تواد  محصولات به شبت وما د 

که به عنواآ گل ابت ن ا ش قرا  شاشد      PCRای ویموآ 

  س بیت  وی گ   ا ی  اص   ی مث ت و ا ی  اص ا  ی

باه شبات  Real Time PCRها ی کشات و منفا   و 

وم ه  س بیت  وی گ   ا ی  اص ا  ی مث ات و ا ی  

ها ی مختلا  ی منفا   و  رناوتیپ  بارای گوناهاص   

: وویاوم انتروکوکوسبه رو ت ییر بوش:  انتروکوکوس

 02/21ش راا    88/88ش راا    02/21ش راا    88/88

 88/25ش را    18/28: رکا دیس انتروکوکاوسش ر   

 انتروکوکاااوسش رااا    20ش رااا  و  28/25ش رااا   

ش را  و  88/28ش را    83/12ش ر    82/28: ر بیوم

 05: رااالاووس ک باال  انتروکوکااوسش راا    38/20

ش را    33/33ش را  و  28/22ش را   08/21ش ر   

ش راا    02/21ش راا    05: گ دیناا  وم انتروکوکااوس

چناایو  س باایت  ش راا ه هاام 20/22ش راا  و  33/33

باا  ابااتف شد ای  Real Time PCRوی گاا  باارای  و  

 انتروکوکاوسشرایمره ی اصتص ر  ارا     د بارای 

 انتروکوکاوسش را   بارای  855ش را  و  855 وویوم

 انتروکوکوسش ر   برای  88/25ش ر  و 88/28رک دیس 

 انتروکوکاوسش را   بارای  2/21ش ر  و  58/28 ر بیوم

 انتروکوکاوسش ر   و برای  855ش ر  و  855 گ دین  وم

  ش ر  بوشه 855ش ر  و  855 رلاووس ک بل 
 

 بحث
  هاااا ی رنااااوتیپ   ایااااج باااارای تشااااخی  و 

 تاار مواقاا  باا  صطاا  همااراد هاا  ش  باای ایااو باا کتری

 هاا ی مودکااود   ساا س م نناا  ابااته ابااتف شد ای  و 

Real time PCR Multiplex  و ارا اا  شرایمرهاا ی

تواناا  هاا  ماا اصتص راا  باارای  ن باا ی  انتروکوکااوس

صط ه  ا تم د   ا ای بیو ب رشه ش  مط دعاه   ضار کاه باه 

ها ی وکوس ای نمونهه ی مختل  انتروکج اب یی گونه

ها ی مواش غاای  شرشاصته     ب  ه ز قرا  شاشآ قسمت

ه ی انتروکوکوس ر بیوم  انتروکوکوس ص ر  ای گونه

رک دیس  انتروکوکوس وویوم  انتروکوکوس گ دینا  وم 

و انتروکوکوس ک بل  رالاووس و ارا ا  شرایمرها ی 

هاا   هاا ی ک کنناا د ایااو قساامتاصتص راا  باارای  آ

ه ی مختل  ش  ماواش غااای  با  مورقیات نه ن ب ی  گو

  نمونه گررتاه  ا د 880ای   انج م   ه ش   و  رنوتیپ 

( به عنواآ انتروکوکوس رک دیس و ش ر  85) ایزوده 18

ر بیوم ( به عنواآ انتروکوکوس ش ر  38/35) ایزوده 88

 کااه باا  ابااتف شد ای شرایمرهاا ی ن باا ی   اا ن ه ش  اا د 

 Real time PCR Multiplexاصتص ر  ش  کنا    و  

 ( انتروکوکوسش ر  38/88) ایزوده 12  برای ایو شو گونه

( انتروکوکااوس ش راا  53/38) ایزودااه 80رکاا دیس و 

ایاو ش   ا د  باوش کاه  س بایت   ر بیوم تعییو  ا ن ه

وی گاا   ا ی  اص اا  ی مث اات و ا ی  اص اا  ی منفاا  

 و  رنوتیپ  ش  مق یسه ب    ص  ابت ن ا ش تعییو  ا د 

 18/28)تعیاایو تااواد ( باارای انتروکوکااوس رکاا دیس 

ش ر  و بارای  20ش ر    28/25ش ر   88/25ش ر   

 88/28ش را    83/12انتروکوکوس ر بیوم باه ترتیاآ 

شبات وما ه ش را  باه 82/28ش را  و  38/20ش ر   
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 ش  مق یسااه  Real Time PCRنتاا یج رااو  باارای  و  

 کااه  باا   اا ص  اباات ن ا ش تعیاایو  اا د  ش  نتاا یج 

Gaëlle Cuzon  بااه شباات  2551و همکاا  اآ ش  باا ل

وو شناا   وجااوش اصااتلاز باا لا ش   ساا یت و وی گاا  

ه ی مقا وم ایاو ه ی رنوتیپ  جعت تشخی  بویه و 

 شهنا دشو گونه مو ش ا یی ب  قرا گررت که نت یج وآ نشا آ

ها ی رناوتیپ  جعات وجوش صط ها ی ا تما د  ش   و 

ایاو امار  ه(88)ب   ونه م ه ی یک گتعییو گونه و بویه

 شهنااا د وجاااوش صط هااا ی ا تمااا د  ش  انجااا م نشااا آ

 ب  ااا ه ش  اباااتف شد ای  و  هااا ی رناااوتیپ  مااا تساات

Melting Curve Analyzing  کااه باار اباا س تجزیااه و

تاواآ ب  ا   ما م  DNAتحلیل منحن    رل ای وو  

ها ی رناوتیپ   ا ای بایو صط ه ی ا تم د  بر اب س تست

برشه  س بیت ایو  و  ا ت ا ط بسای  ی باه شرایمرها ی 

 س بایت و وی گا   ارا     د و مو ش اباتف شد شا شه

 ش را   88/88وویوم ه ی رنوتیپ  برای انتروکوکوستست

 ش ر   05ش ر   برای انتروکوکوس گ دین  وم  02/21

 05ش ر  و برای انتروکوکوس ک بل  رلاووس  02/21

ش ر  به شبات وم نا ه ش  گزا  ا ت   08/21ش ر  و 

با  مق یساه  2552و همکا  اآ ش  با ل  Anton Makکاه 

ه ی رنوتیپ  و  نوتیپ  ب شد ا ائه شاشن   صط ها ی  و 

ها ی ه ی رناوتیپ  ش  تعیایو گوناه و برصا  باویه و 

 PCR  ایااو بر باا  کااه ای مقاا وم  ا مشاا ه د کرشناا ه ش

معمود  جعت ایو مق یساه اباتف شد  ا د باوش  اصاتلاز 

 ه  ق بل ت مل بوش  ش    د  کاه ش  س بیت و وی گ   و 

 Real Timeتار تر و شقیاقمط دعه   ضر ای  و   س س

شا   ا ابتف شد   د ابت که ش  نع یت ایو اصتلاز معن 

 ه(80)ه  ب آ   د ابتش  مو ش  س بیت  و 

Woksepp وش ش  با ل و همک  اآ ش  مط دعا ت صا

 ها یه ی ب کتری DNAای  و  ون دیز منحن  وو   2588

بن ی ب کتری مط بق ب  ایاو مختل  ابتف شد کرشن   شبته

   و  ب  ب لاتریو  س بیت رو ت گررته ش  ایو بر با 

ها  با   س بیت ایو  و  ش  تعییو گونه انتروکوکاوس

( ماو ش MLST) Multilocus sequence typing و  

 شا ای  س بایت MLSTش  مق یسه با   ها یی ب  قرا  گررت

ش  مط دعه   ضر  ب  توجه به تعییو  ه(82)بسی   من ب   بوش

ها   تواد  شرایمره ی ارا     د و عا م هموداو ی وآ

ای ابات کاه بارای ق  ت شرایمره ی شیشنع شی به گونه

 80 یس و ر باایوم تواناا ی   ن باا ی انتروکوکااوس رکاا د

با کتری  بارای  20ب کتری  برای انتروکوکاوس وویاوم 

باا کتری و باارای  25انتروکوکااوس ک باال  راالاووس 

 CFU/ml 85انتروکوکوس گ دین  وم توانا ی   ن با ی  

ب کتری  ا شا ا م  ب   ه نت یج   رال ای ایاو مط دعاه با  

ش   2551و همکاا  اآ کااه ش  باا ل  Pendleمط دعاا ت 

ها ی گوناه ه(88)ابترادی  انج م     نسا ت  همخاوان  شا ش

مختل  انتروکوکوس شا ای همودو ی نزشیکا  باه هام 

هستن ه ش  مط دعه انج م   د توبط م  نیاز ایاو ماو ش ش  

ماو ش  0کاه ش   ااو یه   باه ی رنوتیپ  شی د  اتست

مااو ش گاازا    3گاازا   انتروکوکااوس گ دیناا  وم و 

 2ه ی مودکود  باه ترتیاآ انتروکوکوس وویوم ب  تست

 8 مو ش ای انتروکوکوس گ دین  وم  انتروکوکوس ر بایوم و

مو ش ای انتروکوکاوس وویاوم  انتروکوکاوس رکا دیس 

 بت کاه ا ی  تشخیصا ا تشخی  شاشد   ه ایو ش    د 

 Multiplex Real time PCRو  ون دیز وو  م تن  بر  

  اایاها ی نزشیاک بایو گوناهش  مواقع  کاه هموداو ی

توان  ب  تکیه بار  س بایت با لای م   وجوش شا ته ب   

ه ی  که شا ای همودو ی نزشیاک هساتن   ا صوش  گونه

نیااز ای یکاا یگر تفریااق کناا ه ایااو مااو ش ش  مط دعاا ت 

Choong-Hwan Cha  اآ ش  کااارد ش  بااا ل و همکااا 

صاوب  مشا ه د  ا  کاه ش  ه با  انج م شاشد بوشن  2585

ه ی انتروکوکوس ر بایوم نع یت مورق به  ن ب ی  گونه

و رک دیس ای یک یگر   ن ه نت یج   رل ای ایو بر ب  

ب  نت یج   رل ای مط دعه   ضر همخوان  شا ت و نت یج 

  ه(8)شمش بع   ا م  تواآ ش  هر شو مط دعه مش ه د کر

و همک  اآ کاه  Krawczykش  مط دع ت  که توبط 

ارا   شرور یل وو   ا ش    انج م گررت 2558 ش  ب ل

مو ش ابتف شد قرا  گررت ت   س بیت  PFGEکن    و  

ایو ش    د  بوش کاه اباتف شد ای  ه(88)وآ  ا ارزای  شه 
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صوش به تنع ی  نیز ق ش  به  ن ب ی  گونه ه   MCV و  

 ه ع م انتخا   با یت من باآ و شرایمرها ی نیز م  ب  

و همکا  اآ  Martinتواآ ش  مط دعا ت اصتص ر   ا م 

هاا ی باار  وی گونااه کااهش  ابااپ نی   2551کااه ش  باا ل 

باا  ابااتف شد ای  و   انجاا م  اا  مختلاا  انتروکوکااوس 

ها ی مح وشکننا د ون دیز منحنا  وو  م تنا  بار ونازیم

قرا  شاشنا  کاه  ا به عنواآ ه ز  23sو  16sه ی ب یت

هاا ی مشاا به منجاار بااه ش  برصاا  مااوا ش بااروی همودااو ی

عالاود  ه(81)ه ی منف  ک و  و مث ت ک و    گزا  

و همکا  اآ  Pelicioli Riboldiبر ایو  ش  مط دع ت  کاه 

 ها یش  برییل انج م شاشن   هموداو ی گوناه 2551ش  ب ل 

مختل  انتروکوکوس ش  ماواش غااای   ا با  اباتف شد ای 

ه ی رنوتیپ  و  نوتیپ  مو ش بر ب  قرا  شاشن ه ش  و  

ها ی رناوتیپ  شا ای ایو ا یی ب  مشخ     کاه  و 

ب   ه به نحوی کاه  تا  ای صط  م مق ا  ق بل ملا ظه

ه ی روتیپ  ش  تشاخی  اودیاه ب  منف    آ برص  تست

 ه ی  نوتیپ ه ی انتروکوکوس  ش  برص  موا ش تستگونه

   ه(82)د و نتیجه گزا    ا تحت ت ایر قرا  شاشه  مث ت   وآ

 ها ی صصو  با کتریبه ه   امر تشخی  ب کتریش  

بااوشآ اهمیاات هاا  مقااروآ بااه رااررهانتروکوکااوسم نناا  

همکا  اآ ش  با ل و  Tanیی شی شا شه ش  مط دع ت  کاه 

   ش  و ا   باا  شیشنعاااش  باانگ شو  انجاا م شاشناا 2580

eal time PCR Tetraplex یما آ ای هماه ف شد هامو ابات

که مقروآ به ررره  شرایمره  ش  یک تیو   علاود بر ایو

نتیجه نعا ی   ا با   چنیوهم بوشآ ایو  و   ا ت یی  کرش 

ها ی مقا وم ا ییا ب  ه ی رنوتیپ  ش  بنج  گونه و 

تار کرش که ش  نع یت ا ی  ابتف شد ای ایو  و   ا بی 

بااه رااو ت شانسااته ایااو نتاا یج باا  مط دعااه   ضاار کااه 

Multplex(Pantaplex) Real Time PCR  انج م     ای

همخوان  شا ش  ایاو امار  بوشآ ک ملاًنظر مقروآ به ررره

جا ی ه ب  ابتف شد ای شنج جفت شرایمر ش  مط دعه   ضر با

تار صاوش  ا بای  Tanابتف شد ای چع   جفت ش  مط دعاه 

 ب  اباتن ش باه مط دعا ت انجا م  ا د ش  ه(25)شه نش آ م 

ه ی مختل  انتروکوکوس ش  ماواش یمینه تشخی  گونه

ه  ش  ودوشد که ایو گرود ای ب کتری غاای   علاود بر ایو

 ه کرشآ مواش غاای  نق  معم  شا ن   بعم انتروکوکوس

  ای اریق مواش غاای  ایاو یه ی شا وش  انتق ل مق ومت

ش   ه(25)کنا تاری هماراد ما موضو   ا ب  اهمیات بای 

انتش   مق ومت که ای اریاق تواآ نتیجه گررت  نع یت م

 اوش ینجیرد غاای  وا ش رلو  انتروکوکوب  انس ن  ما 

)یعن   کن ه ی ش تو آ منتقل م و ایو وی گ   ا به گونه

با   س باایت  Staphylococcus aureusشیا ای  اصیار 

تار ک ه  ی رته باه ونکوم یسایو(  نیا ی باه کنتارل بای 

هاا ی گلیکوشپتیاا ی ش  تغایااه تیااکبیوابااتف شد ای ونتاا 

ه ی انتروکوکوس ش  ه ی شقیق گونه یوان ت و بر ب 

ها ی  سا س  ا بای  ای شای  مواش غاای  توبط  و 

ه ایو موا ش با  بر با  ا ت ا ط بایو  ضاو  شه نش آ م 

ه ی مختل  انتروکوکوس و نو  م شد غاای  مو ش گونه

تری شی ا ه   قطعیت بی ابتف شد جعت ج اب یی ایزوده

( باایو ایااو ≥p 50/5شا  )وجااوش ا ت اا ط معناا  ه(28)کاارش

هاا ی گو اات  اعاام ای متغیرهاا   نشاا آ شاش کااه ش  نمونااه

ه ی مختل   گو ت مرغ و گو ت قرمز  رراوان  گونه

ه ی صطرب ی م نن  انتروکوکوس رک دیس صصور  گونه

ب   ه ایاو امار یما ن  تر م و انتروکوکوس ر بیوم بی 

شها  کاه  ضاو  تر نش آ م بوشآ صوش  ا بی شا  معن 

ها ی تار ای گوناهه ی ب دین  بای ه  ش  بیم  یایو بویه

توانا  منشا  ب  ا  و ایاو امار ما شیگر انتروکوکوس م 

 یاوان  ایااو انتقاا لات  ا ت ییاا  کنا ه بااه اااو ی کااه باا  

ه ی نیم شز و ی  ب  ودوشگ  ب لا  علاود بر مصرز گو ت

ها ی تواآ انتظ   انتق ل  آیا  م م  یه ی بیانتق ل بویه

ه ای ایاو  و  (22)ع مل مق ومت باه شا وها   ا نیاز شا ات

ها ی  با   س بایت و بر ب  شقیق تر ب  اباتف شد ای  و 

هاا ی تواناا  ش   ن باا ی  ایااو گونااهوی گاا  باا لا  ماا 

  یا کمک کنن د ب   هبیم  ی
 

 سپاسگزاری
ارا ا  تحات عناواآ ن ماه ایو مق ده   رال ش یا آ

به منظو   ن با ی   Multiplex Real Time PCR  و 
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 هااا ی انتروکاااوا ای ایزودااه هااا ی جااا ا  اا د گوناااه

 هاا ی کلینیکاا  و مااواش غاااای  باار اباا س  و نمونااه

Melting Curve Analysis   ک   ن با  ا  ا  ش  مقطا

ابت که ب   م یات  23822882 به  م  د 8328ش  ب ل 

  هما اآ باه کم شز م د  مع ونت ش وهش  شانشگ د علو

انج م  بی د ابته نویسن گ آ مراتآ تشاکر و قا  شان  

 هشا ن صوش  ا ای ایو مع ونت محترم ابرای م 
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