
New Cell Mol Biotech
j.12/48 , 2022

Research  article

87

Scan online to view this article

Evaluation of the effect of ionic liquids  
based on amino acid on the expression of pathogenic 

 genes of Enterococcus faecalis strains isolated from the mouth 
Parisa Bonyadi 1, Behrooz Shojaee saadi1, Kumarss Amini2* 

1. Department of Microbiology, Faculty of Basic Sciences, Arak Branch, Islamic Azad University, Arak, 
Iran  
2. Department of Microbiology, Faculty of Basic Sciences, Saveh Branch, Islamic Azad University, 
Saveh, Iran  

Abstract 
Aim and Background: Enterococcus faecalis species are significant issue in severe nosocomial 
infections. In this study we aimed to investigate the effect of ionic liquids based on amino acids on 
pathogenic genes of this bacterium using Real time PCR. 

Material and Methods: In this study, 100 samples of oral infections were taken from patients and 
Enterococcus faecalis strains were identified using biochemical tests. The presence and frequency of cyl, 
hyl and esp genes and their expression under the influence of ionic fluid were evaluated using real time-
PCR. 

Results: From the total samples taken, twelve Enterococcus faecalis bacteria were isolated and 
identified. The highest frequency of pathogenic genes was related to cyl gene which was present in 11 
strains and the expression of target genes in the treated group under the influence of ionic fluid decreased 
compared to the control group (p <0.05). With decreasing ion-based amino acid concentration, the ability 
of bacteria to form biofilms increased (p <0.05). 

Conclusion: Widespread antibiotic resistance is the most important concern about Enterococcus and 
cytolysin is a gelatinase enzyme and one of the most important invasive agents of Enterococcus faecalis. 
The results of this study provide a basis for promoting the use of new antibacterial agents, including ionic 
fluid, to prevent further pathogenicity of Enterococcus faecalis. 
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برای مشاهده این مقاله به صورت
 آنلاین اسکن کنید

مقاله پژوهشی
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 هایثیر مایعات یونی بر پایه اسید آمینه بر بیان ژنأبررسی ت
 جدا شده از دهانانتروکوکوس فکالیس های زای سویهبیماری 

 *2، کیومرث امینی1، بهروز شجاعی سعدی1پریسا بنیادی 
 گروه میکروبیولوژی، دانشکده علوم پایه، واحد اراک، دانشگاه آزاد اسلامی، اراک، ایران. 1
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 چکیده

 هایژن بررسیهدف از انجام این تحقیق . ی استمارستانیب یهاعفونت یعامل برخ سیانتروکوکوس فکال :و هدف سابقه
 بود. Real time PCR روش با هاآن بیانبر  آمینه اسید پایه بر یونی مایعات ثیرأت های بیماران واین باکتری در نمونه یزابیماری

 بیوشیمیایی هایآزمونشد و با استفاده از  بیماران گرفته های دهانیعفونت نمونه از 100 مطالعهدر این  :هاروشمواد و 
ثیر أت ها تحتو بیان آن espو cyl ،hylهای حضور و فراوانی ژن مورد شناسایی قرار گرفت.در آن  انتروکوکوس فکالیسهای سویه

 گردید. ارزیابی Real time-PCR با استفاده از روش مایع یونی،

ترین بیش گردیده و شناسایی شد. جدا سازی فکالیس وسانتروکوک اکتریب 12اخذ شده  هایمجموع کل نمونهاز  ها:یافته
گروه تیمار شده تحت  های هدف درنسویه حضور داشت و بیان ژ 11که در  بود  cylمربوط به ژن زا های بیماریحضور ژنفراوانی 

 بیوفیلمتوانایی تشکیل  ون،ی هیبر پا نهیآم دیغلظت اس کاهشبا . (>p 00/0) کاهش یافت کنترلبه گروه نسبت یونی ثیر مایعأت
 (.>p 00/0) یافت افزایشها توسط باکتری

شده و محسوب  وسانتروکوکترین عامل نگران کننده در مورد بیوتیکی مهمهای گسترده آنتیمقاومت گیری:نتیجه
این تحقیق نتایج  رود.شمار میهب فکالیس وسانتروکوک از جمله عوامل تهاجمی مهم باکتری ویک آنزیم ژلاتیناز  یزینسیتولا
 باکتریتر زایی بیشاز بیماری منظور جلوگیریرا به ای برای ترویج استفاده از مواد ضد باکتریایی جدید از جمله مایع یونیزمینه

 آورد. فراهم می فکالیس وسانتروکوک

 .cyl ، Real time PCR،Iau Scienceژن  مایع یونی،، انتروکوکوس فکالیس واژگان کلیدی:

 
 مقدمه
هوازی اختیاری های گرم مثبت بیها باکتریانتروکوک

-بهو ند هستدستگاه گوارش انسان  فلور نرمالکه  هستند
-در سراسر جهان به طلبفرصتهای عنوان پاتوژنبه زگیات

موفقیت . اندشناخته شدههای بیمارستانی ویژه در عفونت

های بیمارستانی به فاکتورهای این باکتری در ایجاد عفونت
زایی آن بستگی دارد که در کلونیزاسیون بیماری

به سیستم ایمنی، ایجاد رقابت با میکروارگانیسم، مقاومت
واسطه تولید هها و نیز ایجاد آسیب بسایر میکروارگانیسم

ها انتروکوک (.1) دارند فاکتورهای ترشحی و غیره دخالت
خصوص در شرایطی مثل تخریب پوست، سرکوب و یا به

نقص سیستم ایمنی، بستری شدن طولانی مدت در 
-عفونتها بیوتیکرویه از آنتی استفاده بی بیمارستان و حتی

عفونت  چون باکتریمی، سپتی سمی،های خطرناکی هم
  (.2) کنندادراری، مننژیت، عفونت زخم و ایجاد می
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 نیزیتولیسا-نیزیهمول هایچون ژنهم ییزایماریعوامل ب
 سیفکال وسانتروکوک یهادرصد از گونه 11حدود در که 

(Enterococcus Faecalis) یهادر قسمت شوند،دیده می 
 یهاگلبول زیو سبب لشده  یکدگذار ستهیپاتوژت ریجزا

گردند. چندین فاکتور ویرولانس در می دیقرمز و سف
 هایتوصیف شده که شامل ترکیب فکالیس انتروکوکوس

 ،((cylسیتولیزین  ،(esp) پروتئین سطحی انتروکوک
 تیفعال یدارا هایو سایر پروتئین( hyl) دازیالورونیه

شود که این فاکتورها حدس زده می(. 1) اند همولیتیک بوده
که  دهندیم شیرا افزا یویرولانس باکتر افزاییصورت همبه

و  یتر باکتر به صدمات بافتی و تهاجم عمقی منجر امراین 
 یسطح نیپروتئ(. 4) گرددیم یاکترب نیابیوفیلم تشکیل 
 موجبشود یم یرمزده esp که توسط ژن وسانتروکوک

 یدر مجار یداری، پاونیزاسی، کلونییزایماریب شیافزا
هاى انتروکوکى  عفونت (.0) شودمی لمیوفیب لیو تشک یادرار

همراه خود داشته دو خطر را به تواند یصورت بالقوه مبه
در اندوکارد یا مننژ اتفاق بیافتد و مسئله  نتباشند، اول عفو

بیوتیکى این باکترى است که هاى گسترده آنتى دوم مقاومت
د شویها م بیوتیکى این عفونتسبب شکست در درمان آنتى

-یتمختلف به آن یها یمقاومت روز افزون باکتر(. 6)
محسوب  یعلم پزشک یموجود از معضلات اصل یها کیوتیب
-های آینده به مهمبینی شده است در دههکه پیش گردد یم

از سوی دیگر عوارض  .ترین معضل بشری تبدیل گردد
تواند منجر به بروز بیوتیکی میآنتی هاینامحدود ترکیب

تر از عفونت باکتریایی را فراهم های حتی خطرناکبیماری
 لایباکتر یدر مورد مواد آنت قاتیتحقامروزه لذا (. 7) آورد
از  یکروبیم یها شکست مقاومت نینو یها روش زیو ن دیجد
-ی دانشمندان محسوب میهاههای مطالعترین زمینهمهم
 100هایی با نقاط ذوب زیر نمک (IL) ایعات یونیم شود.

مایع  ها در دمای اتاقگراد هستند )بعضی از آندرجه سانتی
های آلی  های آلی با آنیونهستند( که از جفت شدن کاتیون

در  زین های آنکروبیو اثرات ضد م شوندو معدنی حاصل می
 (. 8) مشاهده شده استمختلف  هایهمطالع

در  یونی عاتیمادر بررسی پیشینه تحقیق مشخص گردید 
 واند شده لیحلال محبوب تبد گروه کیدهه گذشته به 

در  قاتیتر شده است. تحقمواد متنوع نیبالقوه ا یکاربردها
 ینیگزیعنوان جاصرفاً به نکهیا یجابه یونی عاتیمورد ما

-در نظر گرفته شود، به یمعمول یحلال آل یهاطیمح یبرا
به سمت انتخاب و  دو عملکر یژگیسرعت، و شیافزا لیدلا

 عاتیما یرفته است. طراح شیمواد پ نیا یعمد یطراح
متمرکز است تا  دیجد یها ونیو آن ها ونیبر توسعه کات یونی
 جادیهر کاربرد را ا یبرا ازیخاص مورد ن یکیزیف یها یژگیو

طور به زیمواد در حال سنتز و مطالعه ن ن،یکند. بنابرا
و  Pendeltonمطالعه . شوندیو متنوع م دهیچیپ یاندهیفزا

همکاران بر روی اثر گذاری این مایعات بر تولید بیوفیلم 
ها اثرات قابل توجه ضد میکروبی را از خود نشان داد که آن

اثرات ضد میکروبی مایعات یونی بر پایه (. 9) دهندنشان می
دیده  Cornellasپیریدینیوم و ایمیدازولیوم نیز در مطالعه 

  (. 10) شد

 یزایماریب یهاژن یبررس است تا بامطالعه بر آن بوده این 
از دهان و  انتروکوکوس فکالیسهای جداسازی شده سویه

 انیبر ب نهیآم دیاس هیبر پا یونی عاتیما ریثأت ،مارانیبدندان 
 بررسی نماید. Real time PCRها با روش آن

 هامواد و روش
 هاجداسازی سویه

-به فرمول نمونهو با توجه یطور کلبه قیتحق نیانجام ا یبرا
-نمونه از افراد مبتلا به عفونت 100، مورگان-گیری جسی

سطح شهر  یمراکز دندان پزشک مراجعه کننده بهدهان  یها
کشت داده  یکشت اختصاص طیدر مح تهران اخذ شده و
 یباکتر یها جهت جداساز نمونه یشده است. تمام

های با تست سیفکال سانتروکوکو هیانتروکوکوس و سو
ی کلن یگرم، مورفولوژ یزیآمرنگشامل  (12،11) استاندارد

 ن،یتراسیبه باستیحساس چونهمهای بیوشیمیایی تست و
(، تست SXTتاکسازول )مسولفا میمتوپر یبه ترتیحساس
 0/6نمک  طیمح یرشد بر رو ،بلاد آگار یبر رو نیزیهمول

 دیآم لینفت -بتا - لیدونیرولیپ -ال زیدرولیدرصد، تست ه
(PYRرشد در دما ،)ی C°62، لیبا طیمح روی بر رشد 

 جداسازی ییدأجهت تمورد بررسی قرار گرفتند.  نیاسکول
های بیوشیمیایی تخمیر  از آزمون انتروکوکوس فکالیس

قندهای لاکتوز، سوربیتول، مانیتول، آرابینوز، سوربوز، 
 سیانتروکوکوس فکال هیاز سو استفاده گردید.

ATCC29212 کنترل مثبت استفاده شد.عنوان به 

 بررسی مولکولی
انتروکوکوس های منظور بررسی ژنومی، کلنی سویهبه

مورد استخراج رشد کرده در محیط اختصاصی  فکالیس
DNA  .توسط کیت اختصاصی )سیناژن، ایران( قرار گرفتند

استخراج شده توسط الکتروفورز در  DNAکمیت و کیفیت 
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در نانودراپ  اسپکتروفتومتریدرصد و  2ژل آگاروز 
پرایمرها با استفاده از  گردید.یید میأ، آلمان( تف)اپندور

پس از استخراج  طراحی گردیدند. Gene Runnerافزار نرم
DNA یارهیزنج واکنش ،شده زولهیا یهااز انتروکوکوس 

با استفاده از  (Multiplex PCR) چندگانه مرازیپل
و با مراحل ذیل انجام گردید.  1پرایمرهای اختصاصی جدول 

 PCR Master Mixمیکرولیتر  10 موادمقادیر آزمون با 
2x (Amplicon) ،8/0 کدام یک از  میکرولیتر از هر
میکرولیتر  4پیکومول بر میکرولیتر و  10پرایمرها با غلظت 

مراحل برای هر واکنش در نانوگرم(  100الگو ) DNAاز 

دقیقه،  0مدت به C°90دناتوراسیون اولیه در دمای ، دمایی
ثانیه،  10مدت به C° 90چرخه شامل دناتوراسیون 10

ثانیه و  10مدت به C° 00مرحله اتصال پرایمر در دمای
 10دقیقه، و پس از  1مدت به C°72مرحله تکثیر در دمای 

 10مدت به C°72چرخه مرحله تکثیر نهایی در دمای 
در ژل  PCRمحصولات  نهایتدر . نجام پذیرفتدقیقه ا

 تروژلیمحلول رنگ ار نییپا یهابا غلظت یزیآمتوسط رنگ
بنفش  یتابش نور ماورا ریآن تحت تأث میو مشاهده مستق

 برداری شدند.شده و عکس داده صیتشخ

 همطالعدر این مشخصات پرایمر های مورد استفاده  .1 جدول
 ژن عوامل حدت 1´به  0´ در جهت توالی پرایمر )جفت باز( اندازه

688 F: ACTCGGGGATTGATAGGC 
R: GCTGCTAAAGCTGCGCTT cytolysin cylA 

242 F:AGATTTCATCTTTGATTCTTGG 
R: AATTGATTCTTTAGCATCTGG Enterococcal surface protein esp 

678 F:ACAGAAGAGCTGCAGGAAATG 
R:GACTGACGTCCAAGTTTCCAA hyaluronidase hyl 

 
تعداد فاکتورهای ترین های دارای بیشپس از تعیین سویه

ویرولانس هدف این مطالعه، بررسی اثر مایع یونی بر بیان 
 ها صورت گرفت.های ویرولانس در آنژن

 یونی عیما یحداقل غلظت مهارکنندگ نییتع
مایع یونی بر پایه  (MIC)تعیین حداقل غلظت مهارکنندگی 

 به روش میکروبراث دایلوشن صورت گرفت.اسید آمینه 
در  کروگرمیم 4048غلظت  ابتدا MIC شیجهت انجام آزما

در )مرک، آلمان(  یونی عاتیما محلول استاندارد از لیترمیلی
 .دیماده گردآ DMSOل ومحل

 میمعادل ن یبراث محتو نتونیکشت مولر ه طیاز مح سپس
داخل  تریکرولیم 100مورد مطالعه،  یمک فارلند از باکتر

چاهک  نیشد. سپس به اول  ختهیر تیکروپلیچاهک م 96
بر  کروگرمیم 4048غلظت عصاره  تریکرولیم 100 فیهر رد

د و رقت سریالی تا چاهک دهم ادامه یگرد اضافه تریلیلیم
 24درجه برای مدت  17پلیت در دمای  نهایتدر میافت و 

-کدورت نشان یا عدم وجود . وجودگردیدساعت انکوبه می
 کیعدم رشد باکتری بود. غلظت موجود در  ایدهنده رشد 

عنوان کدورت، به یجهش رییتغ یچاهک قبل از چاهک دارا
MIC دیگردیم نییتع . 

 های هدف در حضور مایع یونیژن یانب یزانم یینتع
میکرولیتر  10 مقادیر مرازیپل یایرهاز انجام واکنش زنج قبل

 از یترلیلیم 20در حجم  مایع یونی subMIC از غلظت

BHI  یمک فارلند به آن باکتر یمو معادل ن یختهبراث ر 
اضافه شد. پس از های هدف انتروکوکوس فکالیس دارای ژن

مرحله ین بهترکه   (Late lag phase)ساعت نگهداری 10
توسط کیت  RNAاستخراج ، است RNA استخراج یبرا

( با QIAamp RNA Mini Kit, Germanyاختصاصی)
 RNAیید کیفیت أبه دستورالعمل آن انجام شد. با تتوجه

با  cDNAسنتز استخراج شده توسط دستگاه نانودراپ، 
 Avian Myeloblastosis Virusاستفاده از آنزیم 

(AMV) Reverse Transcriptase غلظت باµl/unit  20 
( انجام شد. Roche, Germany)توسط کیت اختصاصی آن 

میکرولیتر با استفاده  20مراز در حجم ای پلیواکنش زنجیره
صورت زیر انجام بهاختصاصی )ترموفیشر، آمریکا( از کیت 

 دارای Prime Qmaster mix (2x)میکرولیتر از  10شد: 
 diethylpyrocarbonateمیکرولیتر از  0، سایبرگرین

(DEPC) water یک میکرولیتر از پرایمر فوروارد، یک ،
 2 و Rox dyeمیکرولیتر از پرایمر ریورس، یک میکرولیتر از 

 های مورداستفاده شد. تکثیر قطعه CDNAمیکرولیتر از 
با برنامه  Corbet (Corbet, Australia)نظر در دستگاه 

دقیقه، تکثیر  1گراد برای یدرجه سانت 90دناتوراسیون اولیه 
درجه  09ثانیه،  10گراد برای درجه سانتی 90شامل 
گراد برای درجه سانتی 72ثانیه و  40گراد برای مدت سانتی

 16srRNAچرخه انجام شد. از ژن خانگی  10ثانیه در  60
 عنوان کنترل داخلی تست استفاده شد.  هب
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و تاثیر سنجش تولید بیوفیلم در انتروکوکوس فکالیس 
 مایع یونی بر آن

رشـد  انتروکوکوس فکـالیساز  منظـور سـنجش بیـوفیلمهب
استفاده  broth  Trypticase soy(TSBط )یافتـه محـی

میکروبی برابر با وسپانسیون س ازمیکرولیتر  200شد. ابتدا 
ای اضافه و خانه 96 میکروپلیت ی هابه گوده نیم مک فارلند

ساعت انکوبـه شـد.  48مدت به ºC 17ی در دما
مرحله توسط آب مقطر استریل شسته و  میکروپلیـت سـه

آزمایشگاه قرار گرفت تا  دمای سـاعت در 1مـدت بعد به
 1/0افزودن سافرانین  خشک شود. بیوفیلم اتصال یافته بـا

 زیآمیرنگ آزمایـشگاهی دقیقه در دمـا 20مدت درصد به
 شد. سپس سه مرحله با آب مقطر استریل شسته شد تـا

 ایرنگ اضافی حـذف و بعـد از خـشک شـدن در دمـ
سـطح تـه گـوده  ویبیوفیلم بر ر نوریجذب  آزمایـشگاه،

 Reader ELISA با OD 490در پلیـت خـشک شـده
معیار محاسبه  قرائـت گردیـد. سپس میـانگین و انحـراف

به ATCC  29212 انتروکوکوس فکالیسسویه از شد. 
 در استفاده مورد یها باکتری. عنوان شاهد استفاده گردید

 درجة 17 دمای در ساعت 24 مدتبه TSB کشت محیط
 سازیرقت از استفاده با سپس، شدند انکوبه سلسیوس

 هر. شد تهیهcfu/ml 106غلظت  با باکتری استوک، سریالی
 برای و گرفت قرار مورد استفادهباکتری  دو برای میکروپلیت

 تهیه MIC- 4با غلظت  اسید آمینه بر پایه یونی باکتری هر
 TSB کشت محیط از میکرولیتر 100، ردیف هر در. شد

 100، اول چاهک در سپس، شد ریخته هاچاهک درون
 شد ریخته MIC- 4  غلظت با نانو ذره استوک از میکرولیتر

گرفت که در پایان غلظت  انجام دوتایی سری سازیرقت و
 ،MIC2 ترتیب برابر ها بهاسید آمینه بر پایه یونی در چاهک

MIC ، MIC2/1، MIC 4/1  وMIC 8/1  شد. این مراحل
 ردیف یک. شد انجام تکرار( 1) ردیف 1 در باکتری هر برای

عنوان کنترل نانوذره در نظر گرفته شد که میکروپلیت به از
ها های مختلف نانوذره در چاهکتنها محیط کشت و غلظت

 17ساعت در دمای  24مدت همیکروپلیت بریخته شد. 
. پس از طی این مدت، محیط انکوبه شددرجة سلسیوس 

بار  1ها کشت موجود در هر چاهک خالی شد، سپس چاهک
شسته شدند. پس از آن ( PBS)با بافر فسفات استریل 

ساعت در دمای اتاق  1مدت صورت وارونه بهها بهمیکروپلیت
میکرولیتر از محلول  200قرار گرفتند تا خشک شدند. 

درصد به هر چاهک افزوده شد و  2/0کریستال ویوله 
درجة  17دقیقه بدون حرکت در دمای  10میکروپلیت 

ها خارج سلسیوس قرار گرفت. پس از آن رنگ داخل چاهک
گرفت و  شد و دوباره شستشو با بافر فسفات استریل انجام

میکرولیتر از  200ها در دمای اتاق خشک شدند.میکروپلیت
%اسید استیک به هر چاهک افزوده شد تا رنگ  10محلول 

دهندة بیوفیلم استخراج شود.  های تشکیلباندشده با باکتری
نانومتر با  090سپس جذب نوری این محلول در طول موج 

  (.11) گیری شدمیکروپلیت ریدر اندازه

 نتایج
 هانتایج جداسازی سویه

بیماران از  سیانتروکوکوس فکال زولهیا  60مطالعه  نیدر ا
. سال جداسازی شدند 28با میانگین سنی  ساله 60تا  14

-09 یبه گروه سن مربوطجدا شده  یتعداد باکتر نیترشیب
از  سیفکال انتروکوکوس%(  67/71) زولهیا 41بود.  سال 10

انتروکوکوس،  یها هیجدا دییأت اریمع شد. یمردان جداساز
بود. پس  یباکتر نیا ییایمیوشیو ب کیمورفولوژ یها یژگیو

ها  آن ییایمیوشیب هایتیکه خصوص ییها نمونه ص،یاز تشخ
مرغی شکل های گرم مثبت کاتالاز منفی، تخمشامل کوکسی

درجه  40تا  10صورت جداگانه در دمای زا که بهو غیر هاگ
و  دندیعنوان نمونه مثبت درج گردبه نمودندشد می

 شدند. رهیمربوط ذخ یها یکلن

-جهت شناسایی ژن Multiplex PCRآزمایش  جینتا
 زایماریب یها

 12در را  MultiplexPCRواکنش  جینتا 1شکل شماره 
را  یدهان یهاجدا شده از عفونت سیانتروکوکوس فکال زولهیا

-مربوط به ژن یتوان باندهایم ریتصاو نیدهد. در اینشان م
از جدا شده مشاهده کرد.  یهاهیمختلف را در سو یها

، cylکدکننده  یهاژن ییشناسا یبرا یشگاهیآزما یهانمونه
esp ،hyl نیچنو هم یاختصاص یمرهایبا استفاده از پرا 
مورد نظر  یهاکننده ژن دیتول سیانتروکوکوس فکال هیسو
 2در ها نشان داد که . دادهعنوان کنترل مثبت استفاده شدبه
 10و در  cyl ژن زولهیا 11، در(درصد 6/16) espژن  زولهیا

 نیترشیکه ب دیملاحظه گرد( درصد 1/81) hylژن  ه،یسو
 .بود cylمربوط به ژن  (درصد 6/91ی )فراوان

 مایع یونی Sub MICو  MICتعیین غلظت 
از  لیترمیکروگرم بر میلی 120ها نشان داد که غلظت داده

چنین غلظت مایع یونی قابلیت باکتریسیدال را دارد. هم
µg/ml 220 عنوان غلظت بهsubMIC تعیین گردید. 
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 نتایج بررسی بیان ژن
پس از تیمار   16srRNA های هدف و ژن خانه داربیان ژن

بررسی  subMICها انتروکوکوس فکالیس با غلظت سویه
-Real time RTهای گردید. بررسی منحنی ذوب واکنش

PCR صورت تک باند و نشان داد که این نمودارها به
نشان داد که بیان  T-testاختصاصی بوده اند. نتایج آزمون 

ژن کاهش یافته بود اما این کاهش  1های هدف در هر ژن
( 00/0p< ، CI=95%)دار صورت بسیار معنیبه Cylدر ژن 

پس از تیمار با مایع  ESPو  hylهای رخ داده بود و در ژن
تری رخ داده بود -یونی میزان کاهش در سطح کم

(00/0p< .) 

 

 :، +DNA Ladderترتیب از چپ به راست: ، به12تا  1نمونه . %2 زآگاروژل در  MultiplexPCRالکتروفورز محصولات نتیجه   .1شکل 
 کنترل منفی. :-کنترل مثبت، 

 

 
 انتروکوکوس فکالیسهای های هدف در سویهژن Fold change هاینمودار تغییر .1شکل 

 نتایج تست تشکیل بیوفیلم
 زولهیا 60%( از  60) زولهیا 19، 2جدول  جیبر اساس نتا

 و داشته اند دیرا بصورت متوسط و شد لمیوفیب دیتول ییتوانا
مشاهده  10-09 یدر گروه سن لمیوفیب دیتول زانیم نیشتریب

مطالعه  مورد سویه هایدرصد تشکیل بیوفیلم توسط  شد.
نشان  1 در نموداریونی  مایع در حضور غلظتهای مختلف

شود، با  داده شده است. همانطور که در نمودار مشاهده می
، توانایی تشکیل یون پایه بر آمینه اسیدکاهش غلظت 
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عبارت دیگر اسید یافت. به  افزایش باکتریها بیوفیلم توسط
یا همان  sub-MICون می تواند در غلظت یآمینه بر پایه 

1/2MIC  نیز تولید بیوفیلم را کاهش دهد(00/0P<.) 

 
 دموگرافیک در جمعیت مطالعه متغیرهای: بررسی رابطه بین تشکیل بیوفیلم و 2جدول 

P-value 

 (OD:490 nmتشکیل بیوفیلم  )

 بیوفیلم ضعیف دموگرافیکخصوصیات 
 تعداد )%(

 بیوفیلم شدید و متوسط
 تعداد )%(

P < 0.05 
(10 )6  جنس زن 11( 18.14) 

 (20 )10  مرد 28( 46.66) 

P < 0.05 

(14.28)1  (12.82)0  سال 4-11سن )سال(   

(4.76)1  (0.12)2  سال 17-12 
(14.28)1  (10.20)4  سال 29-18 
(11.14)7  (41.08)17  سال 09-10 
(11.14)7  (28.21)11  سال > 60 
(100)21  (100 )19  کل 

 

 
 های مختلف مایع یونیهای مولد بیوفیلم در غلظتدرصد سویه .1 شکل

 
 بحث

باکتری  زایی و پاتوژنز تر مکانیسم بیماریمطالعه هر چه بیش
عنوان فلور نرمال در انسان که اغلب بهانتروکوکوس فکالیس 

جهت جدید و مناسبی را  راهکارهایتواند  ، میاستمطرح 
های شایع بیمارستانی حاصله از  پیشگیری و درمان عفونت

های گسترده  ها، حاصل آورد. مقاومت این ارگانیسم

 ترین عامل نگران کننده در مورد بیوتیکی مهم آنتی
ثر در ؤعوامل م گردد و لذا شناخت محسوب می انتروکوکوس

و بررسی اثر درمانی داروهای جدید جایگزین  این امر
های ناشی از  تواند در راستای کاهش بار عفونت می

ترین  یکی از مهم (. 7،14)کمک کننده باشد انتروکوکوس
ضرورتدر این مطالعه بهند که هستهای حدت  این عوامل، ژن

سال و همکاران در  Salehi مورد بررسی قرار گرفتند.
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شامل  یکینینمونه کل 214تعداد  ی، در مطالعه تجرب1191
-جمع مارانینمونه ادرار از ب 114و  ینمونه کانتر ادرار 80
درصد از  81در  espژن ها نشان داد که . نتایج آنشد یآور

در  espو ژن  یادرار یدرصد کانترها 97ادرار و  یهانمونه
حضور  یرادرا یدرصد از کانترها 90ادرار و  یهانمونه 100

 یانتروکوک یهاهیسو ییمقاومت چند دارو زانیداشتند. م
درصد،  1/78 نیکلیو تتراسا نیسیبه جنتامانسبت

 1/09 نیو سفالوسپور نیسیدرصد، جنتاما 70 نیسفالوسپور
درصد برآورده  01 نیسیو استرپتوما نیسیجنتاما درصد و

 عیسر یصیعنوان ابزار تشختواند بهیم جینتااین (. 10) شد
لازم  طیفرومون و فراهم نمودن شرا دیتول یابیمنظور ارزبه

و گسترش  یکینیکل یهاهیسو نیب دهایجهت انتقال پلاسم
در تحقیق حاضر به بررسی  .باشد یکیوتیبیمقاومت آنت

، cyl ،espهای اثرات ضد میکروبی مایعات یونی بر روی ژن
hyl  دست آمده از نظر فراوانی نتایج به شد کهپرداخته

و همکاران  یکمربا تحقیق حاضر در یک راستا بود.  هاسویه
 جدا شده از گوشت انتروکوکوسگونه  200، 1190در سال 

مطالعه  esp، cyla PCR یهاژن وعیش یجهت بررس را
با استفاده  لمیوفیب لیها نظر تشکهیسو نیا نینچهمنمودند. 
قرار گرفتند.  لیو تحل هیمورد تجز off-cutروش 

 وعیش یپژوهش دارا نیجدا شده از گوشت در ا انتروکوکوس
ژن در  نیکه ا . اثبات شده استبودند espاز ژن  ییبالا

ثابت  زیپژوهش ن نیا نیچنهم .نقش دارد لمیوفیب لیتشک
دادند  لیتشک یقو لمیوفیکه ب یهای% از باکتر68کرد که 

تواند یم لمیوفیب لیتشک ییتوانا .بودند esp ژن یدارا
دهد و خطر  شیها را افزاکیوتیبیبه آنت یمقاومت باکتر

مقاوم  یهاعفونت جادیدر ا یمصرف یهاتگوش یآلودگ
  espتر از گرچه کم نیزیتولیژن س وعیش .ابدییم شیافزا
عفونت  شیتواند سبب افزا یم زیکم ن وعیش نیاما هم بود

در مطالعه  و با تحقیق حاضر مطابقت دارد. شود یباکتر
 espهای دارای ژن حاضر نیز بروز بیوفیلم قوی در سویه

، در 1194و همکاران در سال  ینیکاظم  گرفت.صورت می
کرمان  ینمونه مدفوع از مراکز درمان 200تعداد  یامطالعه

از جمله  یاختصاص طیو با کشت در مح کردند یآورجمع
KF تعداد ییایمیوشیب یهااسترپتوکوک آگار و انجام آزمون ،
نشان  جینتا .دیگرد ییشناسا سینمونه انتروکوک فکال 60

در زنان  سیانتروکوک فکال یبه باکتر یآلودگ زانیداد که م
-ژن وعیش نیچن. هماستدرصد  48درصد و در مردان  02
-دادهکه در راستای از مردان بود  ترشیحدت در زنان ب یها

و  %asal (6/80)را ژن  یفراوان نیترشی. بهای مطالعه ما بود

، شد ییشناسا  clya %(1/16)را در ژن  یفراوان نیترکم
Hyl بر خلاف این . دینگرد یابیها رد-از نمونه کیچیدر ه

 ترین فراوانی مربوط به ژندر تحقیق حاضر بیش ،پژوهش
cyl بود. Niyazi   ،دیبرم یهااز نمک یامجموعهو همکاران 

مختلف  یهابا طول( 1cو  NIM-Br 1a  ،1b) ومیدازولیمیا
 ییایضد باکتر یهاتیسنتز شدند و فعال لیآلک یهارهیزنج
حداقل غلظت  یریگبا اندازه یشگاهیآزما طیها در شراآن

، یاکلیاورئوس، اشرش لوکوکوسیاستاف یبرا (MIC) یمهار
 شد نییتع انتروکوکوس فکالیسو  نوزایسودوموناس آئروژ

در برابر  زین ومیدازولیمیمشتقات ا نی، انیبر اعلاوه (.16)
مورد  ییایباکتر یهاهیسو نیشده توسط ا دیتول لمیوفیب

گرم  یهایدر برابر باکتر هابیقرار گرفت. همه ترک یبررس
 لمیوفیب دیدر تول نیچنو هم مؤثر بودند یمثبت و گرم منف

S. aureus در پژوهش حاضر مایعات  .مؤثرتر بودند ریسا زا
 Izabelle شد.   های ویرولانسژنیونی موجب کاهش بیان 

Mهای و همکاران، فعالیت ضد میکروبی در مقابل گونه
ها و محیط بهبود زخم باکتریایی از نظر اهمیت بالینی در

مایعات  دهان مورد آزمایش قرار گرفت، نتایج نشان داد که
 ها حتی در حداقل غلظت مهاریمهار رشد باکتریدر  یونی

(MIC)  چنین نتایج نشان داد کهاثر مهمی دارد. هم 
بر ایمیدازولیوم سنتز شده ممکن است مبتنی مایعات یونی

های کاربردی با استفاده از یک استراتژی قوی برای برنامه
که با  ( 17) فعالیت ضد میکروبی باشددارای مواد غیر سمی 

 . راستا بودحاضر هم تحقیق

 Alizadeh Sarvandani60از  نشان دادند که و همکاران 
باکتری انتروکوک فکالیس واجد  12ایزوله مورد بررسی 

و سنجش بیان ژن نشان دادند  MIC نتایج بودند. esp ژن
کومین اثر ضدمیکروبی و مهاری بر روی رکه عصاره نانوکو

های باکتری  ایزولهدر  esp تشکیل بیوفیلم و بیان ژن
و همکاران  Trendolkar . (18) انتروکوک فکالیس ندارد

عنوان یک سطحی انتروکوک، بهبیان نمودند که پروتئین 
توانایی انتروکوکوس فکالیس در تشکیل  برای کلیدیفاکتور 

 در مطالعه. استبه گلوکز بیوفیلم، در یک وضعیت وابسته
Seno  هایهمکاران ظرفیت تشکیل بیوفیلم در ایزوله و 

-تر از ایزولهطور قابل توجهی بیشپروتئین سطحی به ایدار
  Trendolkarکه در صورتی. ی بودفاقد پروتئین سطح های

و همکاران چنین اثر همگرایی را بین ژلاتیناز و پروتئین 
-هم. تشکیل بیوفیلم نشان ندادند ویسطحی انتروکوک بر ر

 رایچنین مشخص شده که پروتئین سطحی انتروکوک ب
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تشکیل  نبوده ولی وجود آن با ریتشکیل بیوفیلم ضرو
 Taghavi . (19) بوده است مقادیر بالایی از بیوفیلم همراه

Zenouz مطالعه یک در 2016 سال در همکاران و 
 و بلو متیلن حضور در تراپی اثرات فتودینامیک، آزمایشگاهی

و  فکالیس انتروکوکوس میکروارگانیسم دو بر هایپرسین
 نتیجه این به و کرده بررسی را ائروژینوزا سودوموناس

 بر میکروگرم 100 غلظت با هایپرسین کاربرد که رسیدند
 علیه باکتریوسیدال خاصیت تراپی لیزر بدون و با لیترمیلی

 ائروژینوزا سودوموناس و فکالیس انتروکوکوس باکتری دو
 از ترکم مقادیر به هایپرسین غلظت کاهش با و دارد
 کاهش آن باکتریال آنتی خاصیت لیترمیلی بر میکروگرم100
 . (20) نمودند کشت رشد محیط در هامیکروارگانیسم ،یافته

 گیرینتیجه
های که سویه طور کلی نتایج این مطالعه نشان دادبه

از نظر ژنتیکی متنوع هستند و این  انتروکوکوس فکالیس
های ها در نمونهموضوع نشان دهنده شیوع پلی کلونال سویه

توانند نقش مهمی در می های ادهسینپروتئین. است بالینی
ثیر أت .بیوتیکی داشته باشندایجاد و انتقال مقاومت آنتی

زا های بیماریژن مثبت این مطالعه بر روی کاهش بیان
ضد  یهادارو با مایع یونی ترکیبی درمان نشان داد که
 هایگونه علیه را باکتری خوبی ضد اثرات میکروبی رایج،
حداقل دوز دهند و مایع یونی با می نشانانتروکوکوس 

تواند جایگزین مناسبی برای درمان تک دارویی مصرفی می
از بروز اثرات  همراه با جلوگیریانتروکوکی، های عفونت

جویی در مصرف دارو و نامناسب در مراحل درمان، صرفه
  .کاهش هزینه ها باشد
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