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  Enterococcus faecalisتشخيص بكتريا المكورات المعوية البرازية 
تقنية تفاعل البلمرة المتسلسل  عمالباست نسانالاالمعزولة من جذور اسنان 

(PCR) 
 

  عذراء حميد حسون
  للعلوم الصرفة ابن الھيثم / جامعة بغدادقسم علوم الحياة / كلية التربية 

  سوزان علي كاظم
  مديرية تربية الكرخ الثالثة / وزارة التربية

  
 ٢٠١٥/اذار/١٥قبل البحث :، ٢٠١٥/كانون الثاني/٢٠ استلم البحث في :

  الخلاصة 
ذي اعمѧار مختلفѧة مѧأخوذة مѧن مرضѧى   ) عينѧة 100فѧي (  Enterococcus faecalisتم التحري عن وجود بكتريѧا       

مصابين بالتھاب  جذر السن  للمѧرة الاولѧى ولѧم يخضѧعوا بعѧد للعѧلاج ( اصѧابة ابتدائيѧة )، ومرضѧى مصѧابين بالتھѧاب جѧذر 
السѧن ، و  عينة من الاصابات الابتدائية لجѧذر ( 70 )  تاخذاذ السن بعد الخضوع للعلاج و فشل العلاج (اصابة ثانوية ) ،  

  السن   ( اعادة العلاج )  .  ت الثانوية لجذرعينة من الاصابا ( 30)
عزلѧة تعѧود  24شخصت  البكتريا بالاعتماد على الطرزالمظھرية  بالطرائق الكيموحياتيѧة التقليديѧة حيѧث تѧم الحصѧول علѧى 

  لبكتريѧѧا المكѧѧورات المعويѧѧة ، وثѧѧم شخصѧѧت بالاعتمѧѧاد علѧѧى الطѧѧرز الجينيѧѧة باسѧѧتعمال تقنيѧѧة تفاعѧѧل البلمѧѧرة المتسلسѧѧل  
Polymerase Chain Reaction (PCR) assey  ىѧѧول علѧѧم الحصѧѧود  32وتѧѧة تعѧѧة عينѧѧورات المعويѧѧا المكѧѧلبكتري

  البرازية .
  

 بكتريا المكورات المعوية البرازية ،  جذر السن ، تفاعل البلمرة المتسلسلالكلمات المفتاحية : 
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  المقدمة 
فѧѧي  امعѧѧاء  ( Normal flora )كنبيѧѧت طبيعѧѧي  Enterococcus faecalisتتواجѧѧد المكѧѧورات المعويѧѧة البرازيѧѧة        

الانسان والحيوان ،فضلاً عن وجودھا في الجھاز التناسلي الانثوي وفي تجويف الفم وأحيانا في الجھاز التنفسي ، كمѧا توجѧد 
لھذا النوع من البكتريا خѧلال عقѧد التسѧعينيات بسѧبب تنѧوع الاخمѧاج التѧي  .  ازدادت الاھمية السريرية[1]التربة والميــاهفي 

) مѧن الاصѧابات المتسѧببة عѧن المكѧورات المعويѧة التѧي تصѧيب الانسѧان ، 90%ولة عن حѧوالي (ؤتسببھا ، اذ وجد انھا المس
والأنѧزيم ( Cytolysin ) سѧينيوان امراضيتھا مرتبطة بقدرتھا على انتاج العديد من عوامѧل الضѧراوة التѧي تشѧمل السايتولا

الحѧѧال للѧѧѧدم وفرمѧѧѧون الجѧѧنس وعوامѧѧѧل الالتصѧѧѧاق وغيرھѧѧѧا ، فضѧѧلاً عѧѧѧن مقاومتھѧѧѧا العاليѧѧة والمتعѧѧѧددة للمضѧѧѧادات الحيويѧѧѧة 
. اشѧѧتھرت بكتريѧѧا [2]والمطھѧѧرات ممѧѧا جعلھѧѧا واحѧѧدة مѧѧن الممرضѧѧات الرئيسѧѧة المسѧѧببة للاخمѧѧاج المكتسѧѧبة بالمستشѧѧفيات

الثانويѧة الاصѧابات  ، وبالاصѧابات الابتدائيѧة لجѧذور الاسѧنان  ي طѧب الاسѧنان بسѧبب ارتباطھѧاالمكورات المعوية البرازية ف
 وجѧدتفي احيان قليلة من الاصابات الابتدائية لجذور الاسنان حيѧث  E.faecalis، وقد عزلت بكتريا  [3,4](فشل العلاج )

اكثر الانواع المعزولة تكѧرارا مѧن الاصѧابات الثانويѧة  E.faecalisجنبا لجنب مع البكتريا اللاھوائية ،بالمقابل كانت بكتريا 
ق الزرعيѧѧة والكيموحياتيѧѧة التقليديѧѧة للتحѧѧري عѧѧن الكائنѧѧات الحيѧѧة الدقيقѧѧة التѧѧي تسѧѧبب ائѧѧالطر ت.اسѧѧتخدم [5]لجѧѧذور الاسѧѧنان

ة تكѧѧرارا ولاسѧѧيما فѧѧي اخمѧѧاج جѧѧذور الاسѧѧنان ، وأكѧѧدت ان بكتريѧѧا المكѧѧورات المعويѧѧة البرازيѧѧة ھѧѧي اكثѧѧر الانѧѧواع الموجѧѧود
ان اسѧѧتعمال الطرائѧѧق الزرعيѧѧة والطرائѧѧق   الكيموحياتيѧѧة التقليديѧѧة المسѧѧتعملة فѧѧي  [6].الاصѧѧابات الثانويѧѧة لقنѧѧوات الجѧѧذور

المسببة لإصابات جذور الاسنان بسبب صعوبة عزل وتشѧخيص ھѧذه المجھرية التشخيص محدود جدا في تشخيص الكائنات 
ت مѧѧؤخرا الطرائѧѧق  الوراثيѧѧة الجزيئيѧѧة للتحѧѧري عѧѧن الانѧѧواع البكتيريѧѧة المسѧѧببة لاخمѧѧاج جѧѧذور البكتريѧѧا ، لھѧѧذا فقѧѧد اسѧѧتخدم

باسѧتعمال  . اكѧدت طرائѧق التشѧخيص الجزيئيѧة [7]الاسنان ولتشمل الانواع البكتيرية التي تكون صѧعبة العѧزل والتشѧخيص 
ة تكѧѧرارا مѧѧن الاصѧѧابات الثانويѧѧة للقنѧѧوات ھѧѧي اكثѧѧر الانѧѧواع المعزولE.faecalis ѧѧايضѧѧا علѧѧى ان بكتريѧѧا (PCR ) تقنيѧѧة  

المعزولѧѧة مѧѧن قنѧѧوات جѧѧذور الاسѧѧنان ، E.faecalisرا لقلѧѧة الدراسѧѧات التѧѧي تناولѧѧت دراسѧѧة بكتريѧѧا ظѧѧون .[7,8]الجذريѧѧة
)  لأول مѧرة فѧي PCRوتشخيصھا بالطرائق الوراثية الجزيئية  جاءت ھذه الدراسة لتشخيص ھذه البكتريѧا باسѧتعمال تقنيѧة (

  . 16s ribosomal RNAلاعتماد على الجين المتخصص بغداد با
  

  المواد وطرائق العمل 
  Samplingجمع العينات 

خمѧѧاج قنѧѧاة جѧѧذر السѧѧن المѧѧراجعين الѧѧى مركѧѧز اسѧѧنان النѧѧور ، والكرامѧѧة ، اعينѧѧة مѧѧن المرضѧѧى المصѧѧابين ب )100جمعѧѧت(   
) لكلا الجنسѧين 15-2-`2014) الى ((15-9-2013بين واليرموك ، وكلية طب الاسنان / جامعة بغداد  ، في بغداد ، وللمدة ما

( الاصابة الابتدائية لقناة   جمعت العينات من اشخاص مصابين بالتھاب قناة جذر السن لأول مرة.ومن مختلف الفئات العمرية 
العѧلاج وأشѧخاص مصѧابين بالتھѧاب قنѧاة جѧذر السѧن بعѧد مصѧابا .  70 وعددھمPrimary root canal infection,  الجذر) 

اثنѧاء مصѧابا ،  30 وعѧددھم  ،  Post treatment ( secondary root canal infection)(الاصابة الثانوية لقناة الجѧذر ) 
المسѧتعملة  Paper Pointخضوعھم لفتح قناة الجذر  لغرض العلاج .  وتم الحصول على العينѧات وذلѧك بأخѧذ الورقѧة الدقيقѧة 

  . لتجفيف القيح الموجود في مكان الخمج وزرعھا مباشرة في الاوساط الزرعية المنتخبة
  Isolation of E.faecalisعزل المكورات المعوية البرازية

وبعѧدھا تѧم   ،جذر السن بعد فتح وتنظيف قناة الجذرقناة زرعت جميع العينات  المأخوذة من الاشخاص المصابين بالتھاب      
لمѧدة دقيقѧة العѧزلات ادخال الورقة الدقيقة عبر القناة المفتوحة لغرض امتصاص القيح الموجود في موضع الالتھاب ، وتركѧت 

 ( يتكѧون مѧن )   (2xyetوسѧط مليلتѧر مѧن 5داخل قناة الجذر ، ثم نقلت ھذه الورقة الى انبوبة معقمة سعة  مليلتر حاوية على 
° م 37حضنت في درجة حرارة  . [9])واحد  لتر لكلوريد الصوديوم لك 0.5رة ، و غم مستخلص الخمي10غم تربتون ، و16

) الصلب وحضنت الاطباق في درجѧة حѧرارة Azid Blood Agarساعة ،  ثم نقلت المستعمرات النامية الى وسط ( 24لمدة 
  (Pfizer selective enterococci) وانتخبѧѧت المسѧѧتعمرات المفѧѧردة وزرعѧѧت علѧѧى وسѧѧط . سѧѧاعة 24-48لمѧѧدة  ºم 37

 No2MacConkeyنقلت ھذه المستعمرات النامية الى وسط ( وساعة  24-48لمدة  37في درجة حرارة  وحضنت الاطباق 
agar م 37) بطريقة التخطيط وحضنت في درجة حرارةº  ساعة . 24لمدة  

  :   Diagnosis of  E.faecalis تشخيص المكورات المعوية البرازية
  Microscopic examinationالفحص المجھري

وذلك بأخѧذ جѧزء صѧغير  (Pfizer selective enterococci) عملت مسحات من المستعمرات النقية النامية على وسط       
من المستعمرات النامية بوساطة ناقل معقم الى شريحة زجاجية وفرشѧت بشѧكل متجѧانس ، وتركѧت لتجѧف ثѧم ثبتѧت  وصѧبغت 

  . [10]تجاه صبغة غرام املاحظة الشكل الخلوي وطبيعة اصطباغ البكتريا غرام لملون ب
   Biochemical testsالفحوصات الكيموحياتية 

 لغرض تشخيص العزلات البكتيرية على مستوى النوع اجريت الاختبارات الكيموحياتية المعتمدة وكالاتي :      
  Catalase testفحص الكاتاليز   

 (بالناقل) من كل عزلة على شريحة زجاجية نظيفة واضѧيف لھѧا قطѧرة مѧن محلѧول بيروكسѧيد الھيѧدروجيننقل جزء من النمو 
  . [11].ان ملاحظة تكون الفقاعات دلالة على ايجابية الفحص 3 % بتركيز
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  ºم 45و 10فحص النمو في درجة حرارة 
لكل عزلة بالمزارع السائلة للعѧزلات البكتيريѧة بعمѧر لقحت انابيب حاوية على وسط نقيع القلب والدماغ السائل  بواقع انبوبتين 

سѧاعة  24 لمѧدة °م    45والأخѧرى فѧي درجѧة حѧرارة  ºم 10ثم حضѧنت احѧداھما فѧي درجѧة حѧرارة  1%ساعة بحجم لقاح 24
  . [12]ولوحظ النمو من خلال تكون العكرة 

  ) كلوريد الصوديوم6.5 %فحص النمو بوجود (
كلوريѧد الصѧوديوم بѧالمزارع السѧائلة  % 6.5لقحت انابيѧب حاويѧة علѧى وسѧط نقيѧع القلѧب والѧدماغ السѧائل والحѧاوي علѧى      

سѧاعة. لѧوحظ النمѧو مѧن   24-18لمѧدة ºم 45ثѧم حضѧنت بدرجѧة حѧرارة  ، 1%ساعة وبحجم لقاح  24للعزلات البكتيرية بعمر
  . [13]خلال تكون العكرة دلالة على ايجابية الفحص

  ) 9.6فحص قابلية البكتريا على النمو في الرقم الھيدروجيني(
الѧѧرقم  لقحѧѧت الانابيѧѧب الحاويѧѧة علѧѧى الوسѧѧط الزرعѧѧي الخѧѧاص بھѧѧذا الفحѧѧص ( وسѧѧط نقيѧѧع القلѧѧب والѧѧدماغ السѧѧائل المعѧѧدل    

 37مولاري من ھيدروكسيد الصѧوديوم ) بѧالعزلات البكتيريѧة وحضѧنت بدرجѧة حѧرارة  0.1 باضافة 9.6الى الھيدروجيني له 
  . [14] ساعة. ظھور النمو من خلال تكون العكرة دلالة على الفحص الموجب 24لمدة  ºم

  التشخيص الجزيئي لبكتريا المكورات المعوية البرازية
  دناعملية استخلاص وقياس تركيز ونقاوة ال

واسѧتخلص الѧدنا بحسѧب  ، (Promega USA)الكلѧي والمصѧنعه فѧي شѧركة  DNAالجѧاھزة لاسѧتخلاص الاسѧتخدمت العѧدة 
  .النشرة المرفقة من قبل الشركة 

  .Nanodropباستعمال جھاز دنا ونقاوته تركيز  ال قيس
  PCRتشخيص بكتريا المكورات المعوية البرازية بأ ستخدام تقنية ال 

لتشخيص بكتريا المكورات المعوية وذلك عن طريѧق اسѧتعمال بادئѧات   PCR assey لسلتفاعل البلمرة المتس استخدمت تقنية
 اسѧتخدمو . S Ribosomal RNA 16صممت بتسلسل متخصص موجود ضمن المادة الوراثية للبكتريا ، الѧذي يطѧابق جѧين 

 e.f F GTT TAT GCC GCA TGG CAT AAG )البѧادئ ھѧو وكѧان تسلسѧلالفѧا الكنديѧة  البادئ المصѧنع فѧي شѧركة 
AG , e,f R CCG TCA GGG GAC GTT CAG )  ةѧول القطعѧدي  ،  310، وطѧادئ زوج قاعѧار البѧم اختيѧوت

  . [15] لمصدرالمتخصص تبعا ل
  تخفيف البادئ 

، وحفѧظ كخѧزين  dd H2O ( deionized sterile distilled water)  المѧاء المقطѧر مليلتѧر مѧن1خفѧف البѧادئ اولا فѧي 
( Stock )  رارةѧذ  °م  -20في درجة حѧذا ال 100. اخѧن ھѧايكرولتر مѧزينمѧي  خѧف فѧن  1وخفѧر مѧمليلتdd H2O  ولѧللحص

والمصѧѧنع فѧѧي شѧѧركة    (Master mix)المسѧѧمى PCR واسѧѧتخدم الخلѧѧيط الجѧѧاھز لѧѧل .مѧѧايكرو مѧѧولار 10 تركيѧѧز   علѧѧى
)Promega USA  (ر 1البكتريا ودنا من نانو غرام  (50)مايكرولتر  3مزج مع  اذѧمم   مايكرو لتѧادئ المصѧن البѧلا مѧن كѧم

( Forward and Reverse)   ر بال 25 ،  اكمل الحجم الى مايكرو مولار 10ذو التركيزѧايكرو لتѧرمѧاء المقطѧن  مѧالي مѧالخ
nuclease  عليمات الشركة .وبحسب ت  

  ظروف التفاعل
بعѧѧѧد اجѧѧѧراء تجѧѧѧارب عديѧѧѧدة لتحديѧѧѧد الظѧѧѧروف المثلѧѧѧى  Thermal cycler التѧѧѧدوير الحѧѧѧراري  اجѧѧѧري التفاعѧѧѧل فѧѧѧي جھѧѧѧاز

  )١( الجدول  حسببالبرنامج  طبق للتفاعل .و
  باستعمال  الترحيل الكھربائي  PCRالتحري عن  نواتج ال

 الѧذي صѧبغ  %0.2بتركيѧز الاكѧاروز ھѧلام عشرة مايكرو لتر من النواتج المتضاعفة بوساطة الترحيѧل الكھربѧائي فѧي رحلت 
 30فولѧت ولمѧدة  60فѧي فولتيѧة مقѧدارھا  Ethidium bromideمايكرو لتѧر مѧن صѧبغة ال0.5 باستعمالترحيل بعد انتھاء ال
 DNA عملتحѧѧت ضѧѧوء الاشѧѧعة فѧѧوق البنفسѧѧجية . واسѧѧتشѧѧوھدت الحѧѧزم .  TBE bufferمѧѧايكرو لتѧѧر مѧѧن  0.5دقيقѧѧة فѧѧي 

ladder )100-1000 pb  ديѧѧѧم زوج قاعѧѧѧكمعل (marker)  اطةѧѧѧور بوسѧѧѧم صѧѧѧة ( ) . ثѧѧѧاميرا الرقميѧѧѧالكDigital 
camera . (نتيجة التفاعل موجبة وذلك عند ظھور قطع  عدتDNA  ازواج قاعدية   310في الجل بطول.  

  

  النتائج والمناقشة 
  عزل بكتريا المكورات المعوية البرازية

 اذاعتماداً على الصفات الزرعية للمستعمرات من شكل وحجم ولون وقوام المستعمرات ،  sE.faecaliبكتريا عزلت     
ھذا الوسط د في الوسط  ويع ري الى اللون الابيض وظھور العكورة دلالة على وجود نمو بكتي ( 2xyt )تحول لون وسط 

الضرورية لنمو البكتريا مثل الكاربون ،  جيدا لنمو البكتريا بسبب احتوائه على مستخلص الخميرة  وتوفر المواد الغذائية
الصلب ذات شكل دائري  Azide blood baseظھرت مستعمرات ھذه البكتريا على وسط  . والكبريت ، وفيتامين ب

محدب قليلاً وذي حافة ملساء بيضاء او كريميه اللون ، اذ يعد ھذا الوسط جيداً للعزل الاولي للبكتريا وھو ذو كفاءة عالية 
) التي تثبط Sodium azideبكتريا المكورات المعوية من العينات المرضية لاحتوائه على مادة ازايد الصوديوم ( في عزل

  . [16]نمو الانواع المختلفة من البكتريا السالبة لصبغة غرام والسماح للبكتريا الموجبة لصبغة غرام بالنمو عليــــــــــه 
الصلب لماعة وحولت لون الوسط الى اللون الاسود   Pfizer selective enterococcusظھرت المستعمرات على وسط

، وان انتشار  )Esculetinبسبب قابليتھا على تحليل الاسكولين بوجود املاح الصفراء وشطره الى الكلوكوز واسكيولتين (
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طي اللون الاسود للوسط   يعالذي   Ferric ammonium citrateمركب  يكونفي الاكار واتحاده مع الحديد  سكيوليتين الا
، وان احتواء ھذا الوسط على املاح الصفراء ومادة ازايد الصوديوم  قد ساعد على تثبيط نمو المسبحيات  )١صورة (

)  والانوع المختلفة من البكتريا السالبة لصبغة غرام مما يميز ھذا Dالمحللة للاسكولين التي تعود للمجموعة المستضدية (
الاوساط الاساسية في تشخيص المكورات المعوية عن الانواع الاخرى من غير المكورات المعوية  الوسط ويجعله من

في حين ظھرت المستعمرات صغيرة الحجم ، ملساء دائرية الشكل ووردية ،   [17]التابعة لنفس المجموعة المستضدية
أكد العزل الاولي لھذه البكتريا لاعتباره من اللون على وسط المكونكي الصلب وذلك لقدرتھا على تخمير سكر اللاكتوز ، و

الاوساط ألانتخابية  اذ يثبط نمو البكتريا الموجبة لصبغة غرام باستثناء المكورات المعوية لمقاومتھا لأملاح الصفراء 
عزلة من الاصابات 19  ،تعود لبكتريا المكورات المعوية   عزلة 45علىحصل . [18,19]وصبغة البلورات البنفسجية

لسن . وذلك اعتمادا على صفاتھا المظھرية و اعزلة من الاصابات الثانوية لقناة جذر  26لابتدائية لقنوات جذر السن ، و ا
  الزرعية .

  Microscopic diagnosisالتشخيص المجھري
اظھر الفحص المجھري لمسحات محضرة من المزروع البكتيري للمستعمرات والمصبوغة بصبغة غرام بأنھا خلايا      

موجبة لصبغة غرام وغير مكونة للسبورات كروية مفردة او بيضوية متطاولة احياناً او على شكل ازواج في احيان اخرى 
  .[11]او تظھر بشكل سلاسل قصيرة 

  Biochemical testsاتية الفحوصات الكيموحي 
اجريت الفحوصات للعزلات النامية على الاوساط الانتقائية وذلك لتشخيص المكورات المعوية الى مستوى النوع       

  .واستبعاد الانواع البكتيرية الاخرى التي تتشابه معھا في بعض الصفات 
اتاليز الذي يعمل على تحرير غاز الاوكسجين من عزلة من العزلات عدم قدرتھا على انتاج انزيم الك 24اظھرت       

،  ºم 10-45قدرة على النمو بدرجات حرارية تتراوح ما بين ذات   ھابيروكسيد الھيدروجين بشكل فقاعات غازية ،الا ان
  ، والنمو في وسط )9.6 والنمو في وسط ذي رقم ھيدروجيني قاعدي يصل الى (

وتعد ھذه التفاعلات الكيموحياتية المفتاح التشخيصي لجنس .  صوديوممن كلوريد ال % 6.5سائل ذي تركيز ملحي 
) التي ليس لھا القدرة على النمو في Dالمكورات المعوية التي تميزھا عن بقية المسبحيات التابعة للمجموعة المستضدية (

  . [11]مثل ھذه الظروف
  PCRباستعمال تقنية ال     E.faecaliالتشخيص الجزيئي لبكتريا 

التي شخصت مسبقا بالطرائق الزرعية و  PCR assay بتقنية  العزلات النامية على الاوساط الانتقائية جميعشخصت      
وتضخيم القطعة  DNA   للارتباط بقالب  16srRNAباديء جين استخدم  اذتاكيد التشخيص ،  غرض الكيموحياتية ل

ھلام الاكاروز قطعة استعمال التي اعطت عند ترحيلھا ب E.faecalisعزلة تعود لجنس  (32)المطلوبة منه . حصل على 
DNA  الاصابات الابتدائية لقناة جذر السن  منمعزولة ھا عزلة  من  ( 13 ) 2)الصورة ازواج قاعدية (   310طولھا

Primary root canal infection )11 عزلة  من  (19)و  عزلة معزولة من الذكور)2معزولة من الاناث ومنھا عزلة
عزلات  5عزلة معزولة من الاناث وSecondary root canal infection )14الاصابات الثانوية لقناة جذر السن 

  . (2)الجدول كما في )معزولة من الذكور
ان ھناك اختلاف واضح بين نتائج التشخيص بالطرائق الزرعية والطرائق  الكيموحياتية والطرائق الجزيئية لوحظ       
اظھرت عائديتھا عزلة النامية على الاوساط الانتقائية 45  من عزلة فقط  24اظھرت نتائج التشخيص الكيموحيوي ان حيث 

  من ال  عزلة  32. بينما اظھرت نتائج التشخيص الجزيئي عائدية  E.faecalisلبكتريا المكورات المعوية البرازية 
  . E.faecalisلنوع عزلة 45
في  E.faecalisعن نسبة تواجد بكتريا بالتحري في دراسته  Coguluet al. [15]اتفقت ھذه النتائج مع ماتوصل اليه    

قنوات الجذور الملتھبة و ذلك عن طريق تشخيصھا باستعمال طرائق التشخيص الزرعية والكيموحياتية التقليدية وباستعمال 
عند تشخيصھا بالطرائق الزرعية في حين وجد عند تشخيصھا  % 26بنسبة وجد بانھا كانت متواجدة  اذ  PCRتقنية ال 

تواجد عن التحري حول   [20 ].ة.كما اتفقت ھذه النتائج جزئيا مع نتائج دراس % 35انھا تشكل نسبة PCR   بطريقة ال 
و  % 4وجد  انھا تشكل نسبة اذ   PCRفي قنوات الجذور الاسنان بالطرائق الزرعية وطريقة ال E.faecalisبكتريا 

في الاصابات الثانوية لقنوات الجذور عند استعمال 76 %  و % 42في الاصابات الابتدائية لقنوات الجذور و % 82
 في التشخيص على التوالي .وجاءت ھذه النتيجة متفقة مع نتائج    PCRالطرائق الزرعية والكيموحياتية التقليدية وتقنية ال 

في الاصابات الابتدائية والثانوية لقنوات جذور   E.faecalisفي دراسته حول التحقق من وجود بكتريا حيث اوضح  [21]
ان ھذه البكتريا  توجد بنسبة اعلى في الاصابات الثانوية لقنوات  اثبت اذفي تركيا   Real time PCRالاسنان باستعمال 

الاصابات الابتدائية لقناة جذر  25 % في الاصابات الثانوية لقناة جذر السن وبنسبة  % 74.4الجذور وكانت  تشكل نسبة 
في  19 %بنسبة   E.faecalisحيث اثبت تواجد بكتريا   [22]السن . كما اتفقت نتائج الدراسة الحالية مع  نتائج دراسة 

اة الجذر المصابة بالتھاب دواعم السن .  في جذور الاسنان  لاشخاص يحتاجون لاعادة العلاج  لقن % 38اللعاب ونسبة 
من الاصابات  %33تشكل نسبة  E.faecalisحيث وجد ان بكتريا  دراسة  [23]واتفقت نتائج الدراسة الحالية مع نتائج 

الثانوية لقنوات الجذور وذلك عند دراسته في التحري عن الانواع البكترية الموجودة في الاصابات الابتدائية والثانوية 
  جذور الاسنان .ل
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اذ (  استھلاكا للوقت ھاطرائق المستعملة في التشخيص ، واقلالاسھل كانت   PCRواكدت نتائج الدراسة الحالية ان تقنية ال
) ، واكثر كفائة في التشخيص مقارنة بالتشخيص بالطرائق  التي تعتمد على ساعات ونصف 9  حوالي لتشخيصيتطلب ا

  الطرز المظھرية في التشخيص.  
في تشخيص البكتريا وذلك  16sr RNAلقد استخدم تسلسل محدد من الحمض النووي البكتيري والذي يسمى  جين ال    

 مددومنذ عمل في التصنيف حيث انه است اذھبي امعيار دلكونه عالي الثبات وغير قابل للتغير مع مرور الزمن لذلك فان يع
يحتوي على  16sr RNAثباته العالي فان جين ال فضلا عن. و[24] طويلة في دراسة العلاقات التطورية في البكتريا

مناطق عالية التغاير بين الانواع البكتيرية وبذلك فانه يوفر تسلسل خاص بكل نوع من الانواع البكتيرية التي يستفاد منھا في 
خص في تشخيص الانواع البديل الاسرع والأر 16sr RNAتشخيص الانواع البكتيرية ونتيجة لذلك اصبح تسلسل جين ال

  . [25]البكتيرية بالمقارنة مع الطرائق المعتمدة على الطرز المظھرية في تشخيص البكتريا
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 16s ribosomal RNAالمستعملة لتضخيم جين لبوادئ ا PCRظروف تفاعل ال : )(1رقم جدول 

 الخطوات درجة الحرارة الوقت عدد الدورات

1 3 min °94 cالمسخ الاولي 
35  
 

30 sec °94 cالمسخ 
1 min °58cدرجة ارتباط البادئ 

40 sec °72 cالاستطالة 
1 5 min °72 cالاستطالة النھائية 
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اعداد ونسب عزلات المكورات المعوية البرازية المعزولة من اصابات جذور الاسنان وفقا لنتائج :  (2)رقم جدول 

  PCRالتشخيص الجزيئي باستعمال تقنية ال
 النسبة المئوية  العزلاتعدد  نوع اصابة جذر السن
   %18.5 عينة  70عزلة من  13 الاصابة الابتدائية للجذر
   %63.3 عينة  30عزلة من19 الاصابة الثانوية للجذر

  
  

  
  Pfizer selective enterococcusعلى وسط  E.faecalisنمو بكتريا : )1صورة رقم (

  
1  2   3    4   5   6  7   8  9  10  11 12 13 14   * L                      

 
1Kb  

  
  

500 
310bp  

 
100 

  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  

  %2في ھلام الاكاروز تركيز  PCR ستعمال تقنيةالترحيل الكھربائي لنواتج التشخيص الجزيئي با :( 2)صورة رقم
  )PCR ،1Kb) Ladder *Lھي عينات  موجبة للتشخيص بال   14-1من
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Identification of Enterococcus faecalis Isolated from Infected 
Human Tooth Root Canals Human by Using Polymerase Chain 
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Abstract  
           One hundred samples of root canal bacteria were isolated  from patients teeth with 
primary and secondary infected root canal from all the ages . Biochemical and microscopial 
tests were done for identification of these isolates. Twenty four isolates were confirmed as       
E. faecalis species by using these tests. Genetic diagnosis for the all isolates was also done by 
using polymerase chain reaction ( PCR ). Thirty two isolates were confirmed to  belong to E. 
faecalis species by using this test.                                                                                                   
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