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 ده يچك
 يه ا  توکوکاز اس ترپ  يو عض و  يائي  باکتر يها پاتوژن نيتر از مهم يکي هياسترپتوکوکوس پنومونسابقه و هدف: 

در  ياريبس   تي  مش ابه  اهم  يه ا  يب اکتر  رياز س ا  يب اکتر  ني  ا زيو تما حيصح صيرود. تشخ يبشمار م دانسيريو
 صيص حت تش خ   زاني  مطالع ه م  ني  پنوموک وک دارد. در ا  يکيوتي  ب يآنت يها و روند مقاومت ينيبال يولوژيدمياپ

 .قرار گرفت يمورد بررس يپيو ژنوتا يپيفنوتا يها با روش يطب صيتشخ يها شگاهيدر آزما هياسترپتوکوک پنومون
ا ده   ييعن وان پنوموک وک اناس ا    هب يطب صيتشخ يها شگاهيکه توسط آزما ينيبال يها زولهياها: ‌مواد و روش

ب ا اس تداده از    ييايميوا  يب تي  هو ني ي ه ا  تع  يکلن يساز خالصمنتقل اد. پس از  شگاهيو به آزما افتيبودند  در
استخراج ا ده و   تياز ک ادهها با استد زولهيا DNA. ديدر صدرا انجام گرد تيحلال و نيبه اپتوچ تيحساس يها آزمون

 .انجام اد lytAژن  صيتشخ يبرا PCRآزمون  قياز طر يمولکول تيهو نييتع
 زول ه يا 05ا ده و   يياناس ا  يعنوان پنوموکوک واقع   هب زولهيا 05 تيمجدد  در نها تيهو نييپس از تع ها:‌يافته

بودن د.   دانسي  رياس ترپتوکوک و  05 و کي  تيرآلداهمولياس ترپتوکوک    7  يگ رم مند    ليکوکوباس 3اامل  گريد
ک ه   زول ه يا 05 تم ام ب ود.   يو چش م  يتندس   يها پنوموکوک  مربوط به عدونت صيااتباه در تشخ زانيم نيتر شيب
 lytAاز نظ ر ژن   نيمقاوم به اپتوچ يها زولهيمثبت بوده و ا lytAاده بودند  از نظر ژن  ييعنوان پنوموکوک اناسا هب

 .بودند يمند
رس د اس تداده از    ينظر م   هاد. ب نييدرصد تع 00پنوموکوک  صيخطا در تشخ زانيمطالعه  م نيدر ا گيري:‌نتيجه

ع دم   يمناس ،  عل ل اص ل    يد  يو فقدان کنت ر  ک  يليتکم شاتيو عدم انجام آزما يبه تنهائ نياپتوچ يها سکيد
 يه ا  درم ان نادرس ت    کيولوژيدمي   ل ط باع ا اطلاع ات اپ    صياست. تشخ رانيدرست پنوموکوک در ا صيتشخ
متخص ص   کي  ال ککر و حض ور    مسائل ف و   تياود. رعا يم يدر باکتر يکيوتيب يمقاومت آنت شيو افزا يرضروري 
 .موثر بااد اريتواند بس يم مارستانيب شگاهيدر آزما ياناس کروبيم

  
 فنون تشخيصي مولکولي  واکنش زنجيره اي پليمراز  استرپتوکوک پنومونيهاي کليدي: ‌واژه

 

 مقدمه
 يها از عفونت يعيوس فيعامل ط هياسترپتوکوکوس پنومون

 نيچنت  و هتم  تينوزيو ست  يانيت مانند عفونتت وتوم م   ميملا

 ژهيو هب تيو مننژ يسم يسپت ،يمانند پنومون ديشد يها عفونت

. در دو دهته  [1]شد با يسال و افراد مسن م 5 ريز يها در بچه

بته   سبتن ژهيو هوسترده ب يکيوتيب يآنت يها بروز مقاومت ر،ياخ

و درمتان   افتته ي شيشتدت افتزا   هب نيسيترومايو ار نيليس يپن

را با مشکل مواجه کرده است.  يباکتر نياز ا يناش يها عفونت

 :irajian@gmail.com            Email                                                  021-88058649  تلفن:نويسنده مسئول،  *

 8/9/1393 تاريخ پذيرم: 5/11/1392 تاريخ دريافت: 
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از  يارياز جملتته در بستت ايتتدر منتتاطم مختلتتف دن رو نيتتاز ا

و  وعيشت  يدر مورد بررس يمطالعات فراوان ،ييايآس يکشورها

انجتام   ياکتربت  نيت ا کيولوژيدمياپ اتيبهتر خصوص ييشناسا

توسط  يشنهاديپ يجهان ونيناسيشده و با توجه به برنامه واکس

 زانيم نييپنوموکوک، تع هي( علWHO) بهداشت يسازمان جهان

هتا لازم استت    آن پيت ت نييو تع يپنوموکوک يها عفونت وعيش

کوکتوس وترم متبتتت از    کيتت هيت . استترپتوکوکوس پنومون [2]

)وتتروه  Smithو عضتتو وتتروه   هيختتانواده استرپتوکوکاستت 

( از  ياستتتترپتوکوکوس اورالتتت - يتتتتياستتتترپتوکوک  م

کته   نيت استت. بتا توجته ا    دان يت ريوروه و يها استرپتوکوک

درصد  5-40عنوان فلور نرمال در  هب هياسترپتوکوکوس پنومون

 نيت از ا يناشت  يهتا  تافراد جامعه وجود داشته و اکتتر عفونت  

 زياپنوموکوک و تم حيصح صيدارد، تشخ يمنشاً درون يباکتر

 يولوژيدميت اپ نييمشابه موجود، در تع يها يباکتر ريآن از سا

پنوموکتوک   کيت وتيب يآنتت  يهتا  روند مقاومت يو بررس ينيبال

 يباکتر نيا صيروم تشخ نيتر . مهم[3]دارد  ياريبس تياهم

و  نيبه اپتتوچ  تيدو تست حساس دان ،يريو ياعضا رياز سا

 زانيت م يطتور کلت   هبت  رانيت باشتد. در ا  يدر صتفرا مت   تيحلال

آن  ياصتل  ليت و وزارم پنوموکوک کم بوده کته دل  يجداساز

کشتت   طيو عدم رشد در شرا يبودن باکتر ريو تواند سخت يم

در اکتتر   نيچنت  باشد. هتم  يم ينيبال يها از نمونه راستاندارديغ

پنوموکتوک،   صياستاس تشتخ   ،يطب صيتشخ يها شگاهيآزما

و عتدم استتفاده از    نيبته اپتتوچ   تياستاس حساست   فقط بتر 

 صيبوده که منجتر بته تشتخ    يفيو کنترل ک يليتکم شاتيزماآ

 نيتي مطالعته تع  نيت هتد  ا  .[3]وردد  يم يباکتر نينادرست ا

در  هيتتتاستتتترپتوکوک پنومون صيصتتتحت تشتتتخ  زانيتتتم

و  يپيفنوتتتا يهتتا بتتا روم يطبتت صيتشتتخ يهتتا شتتگاهيآزما

  .باشد يم يمولکول
 

 ها‌مواد و روش
بتا حتدود    ي: پ  از مراجعه و همتاهنگ زولهيا‌يآور‌جمع

در  يمارستتتانيو ب يخصوصتت يطبتت صيتشتتخ شتگاه يآزما 15

، تعتداد  1391تا خرداد ماه سال  1389ماه  نيتهران، از فرورد

 هيت عنتوان استترپتوکوکوس پنومون   هکته بت   ينيبتال  زولته يا 110

 يشناست  کروبيم شگاهيو به آزما افتيداده شدند، در صيتشخ

 .منتقل شد رانيا يعلوم پزشک هدانشگا

 يو بررست  يستاز  : پ  از خالصييايميوشيب‌تيهو‌نييتع

 يزيت آم ساعته رنت   24خالص  يها ياز کلن ،يکلن يمرفولوژ

آلفا انجتام شتد. در    زيوجود همول يورم، تست کاتالاز و بررس

 ستک يبا استتفاده از د   CLSIمرحله بعد بر اساس دستورالعمل

 طيدر مح(Mast, United Kingdom)  يکروورميم 5 نياپتوچ

ختتون ووستتفند تستتت  درصتتد5 يآوتتار حتتاو نتتتونيه ولرمت 

هالته عتدم رشتد طبتم      انجتام شتده و   نيبه اپتوچ تيحساس

در  تيت تستت حلال  تيت . در نها[4]شد  ريتفس CLSI پروتوکل

و بته   درصتد 10کتولات   يصفرا با استفاده از محلول دزوکست 

 يهتا  زولته ي. در مورد ا[5]انجام شد  يکلن يرو ميروم مستق

 يهتا  بر اساس تست ييايميوشيب تيهو نييپنوموکوک، تع ريغ

 يها ليباس صيورم متبت و تشخ يها يکوکس ييمرسوم شناسا

 .انجام شد يورم منف

 Highها با استفاده از زولهيا DNA: يمولکول‌تيهو‌نييتع

Pure PCR Template Preparation Kit (Roche 

Diagnostic GmbH, Mannheim, Germany  استتتخرا )

  PCR آزمتون  ميت ها از طر زولهيا يمولکول تيهو نييشده و تع

متورد   يمرهتا يپرا يانجام شتد. تتوال   lytAژن  صيتشخ يبرا

و  CGGACTACCGCCTTTATATCG-5استتتفاده شتتامل 

5-GTTTCAATCGTCAAGCCGTT انتتدازه محصتتول   و

. آزمتون  [6]جفت باز بتود   230با وزن  يا مورد انتظار، قطعه

PCR زين نيمقاوم به اپتوچ زولهيا 10 يبر رو يصورت اتفاق هب 

عنوان کنتترل   هب ATCC 49619 پنوموکوک هيانجام شد. از سو

صتورت   هبت  تيت در تمام مراحل کار استفاده شتد. در نها  يفيک

 .شد يتوال نييتع هيرندوم چند سو

 

 نتايج
 يهتا  ستاس روم ها بر ا زولهيمجدد ا تيهو نييپ  از تع

و  يتتر از آن روم مولکتول   مهتم  زيت و ن يپيفنتوت  تيهو نييتع

، مشخص شتد کته   lytAاز ژن  يجفت باز 230مشاهده قطعه 
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 60تعداد واقعاً پنوموکتوک بتوده و در مقابتل    نياز ا زولهيا 50

 تدست  هپنوموکوک ب يها زولهيپنوموکوک نبودند. ا گريد زولهيا

 يهتا  ياز انتواع کلنت   يريمتغ يکلن يها يمرفولوژ يآمده دارا

بودنتد.   ديت موکوئ اريبست  يشتکل و حتت   يتا انواع نتاف  يعاد

 دان يت ريرا استترپتوکوک و  رپنوموکتوک ينمونته غ  نيتتر  شيب

پنوموکوک  زولهيا 110تمام  تيهو نييتع جيداد. نتا يم ليتشک

 آمده است.  1در جدول 

 

 پنوموکوک ايزوله 110 در هويت تعيين نتايج. 1 جدول

 تعداد‌نوع‌ايزوله

 50 پنوموکوک

 ‌50استرپتوکوک‌ويريدانس

 ‌7استرپتوکوک‌گاماهموليتيک

 ‌3کوکوباسيل‌گرم‌منفي

 110 مجموع

 

متنتوع و   ينيبه منتاب  بتال   طدست آمده مربو هب يها زولهيا

 نيتر شيب ،يبوده که از نظر سن رمهاجميشامل انواع مهاجم و غ

ختورده بتود    اطفال و افراد ستال  يها مربوط به وروه سن نمونه

 يفراوانتت  يتتتوز 2)اطلاعتتات نشتتان داده نشتتده(. جتتدول   

نشتان   ينيبتال  يها را بر حسب نمونه رپنوموکوکيغ يها زولهيا

نشتان داد   lytAژن  مريبا استفاده از پرا PCRدهد. واکنش  يم

شده بودند،  ييعنوان پنوموکوک شناسا هکه ب يا زولهيا 50تمام 

جفت بتاز   250با وزن  يمتبت بوده و محصول lytAاز نظر ژن 

 کردند. جاديا
 هاي نمونه  حسب بر غيرپنوموکوک هاي ايزوله فراواني توزي . 2جدول

 باليني

‌تعداد‌موارد‌کاذب‌نوع‌نمونه

 19 خلط

 9 عفونت چشمي

 5 اوتيت مديا

 3 زخم

 3 بال

 2 پلور

 17 ترشحات سينوس

CSF 3 

‌‌06تعداد‌کل

 5 يصتورت تصتادف   ه، بت PCRآزمون  دييتا يبرا نيچن هم

 اننش جيشدند که نتا يتوال نييانتخاب شده و تع PCRمحصول 

الکتروفتتورز  1مطابقتتت دارد. شتتکل lytAژن  يداد بتتا تتتوال

کنترل متبت نشتان   هيرا در کنار سو زولهيچند ا PCRمحصول 

 يطور اتفاق هب زين نيمقاوم به اپتوچ زولهيا 10 نيچن دهد. هم يم

در  lytAژن  PCR جهينتکه شدند  PCRانتخاب شده و آزمون 

 .بود يها منف همه آن
 

 
پنوموکتوک   زولته يچند ا lytAژن  PCR. الکتروفورز محصول  1شکل 

 (bp 100)مارکر  يدر کنار کنترل متبت و منف

 

 گيري‌بحث و نتيجه
 يها از عفونت يناش ريو مرگ و م ها يماريب زانيم تياهم

، از ستال  WHO هياستت کته طبتم توصت     يپنوموکوک تا حد

کودکان  ونيزاسيمونيا يواکسن پنوموکوک به برنامه دائم 2006

 ميت دق نيتي درست و تع ييمساله لزوم شناسا نياضافه شده و ا

قتدم،   ني. اولت [7]کند  يرا آشکار م يباکتر يولوژيدمياپ يالگو

 ينيبتال  يهتا  پنوموکوک از نمونه حيصح يو جداساز صيتشخ

 صيتشتخ  ران،يت کتار بتا پنوموکتوک در ا    هيت است. مشکل اول

مشتتخص شتتد در  يبررستت نيتتاستتت. در ا ينادرستتت بتتاکتر

 ماًي% خطا وجود داشته است که مستتق 55پنوموکوک  صيتشخ

و عدم استفاده  نيبه اپتوچ تيحساس شيآزما جيبه اتکاء به نتا

 يينهتا  صيتشتخ  ن،يوردد. در روم روتت  يکنترل برم هيسو زا

شتود   يانجام م نيبه اپتوچ تيپنوموکوک تنها بر اساس حساس

. در روم [8]وردد  صيتواند منجر به خطا در تشخ يم نيکه ا

در صتفرا هتم    تيت آزمون حلال ش،يآزما نيعلاوه بر ا ح،يصح

در صتفرا محلتول باشتد تستت      زولته يکته ا  انجام شده و چنان

1000 bp 

500 bp 

  1        2          3       M         4         5      ATCC     C- 

lytA 
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 رانيت شتود کته در ا   يانجام مت  CO2بدون  طيدر شرا نياپتوچ

 تيت علاوه چون از تست حلال ه. برديو يصورت نم يعمل نيچن

 يپنوموکتوک  يهتا  زولته يشتود ا  ياستفاده نم رانيدر صفرا در ا

در  ا،يت مناطم دن ياريوزارم از بس رغم يعل نيمقاوم به اپتوچ

 تيحلال ستمطالعه ت ني. در ا[9]شود  يداده نم صيتشخ رانيا

روم  نيت استتفاده شتد. ا   يکلن يرو ميدر صفرا با روم مستق

تر از روم لوله  ساده اريکشد و انجام آن بس يطول م قهيدق 30

به  تيدر صفرا از حساس تيتست حلال يصياست. ارزم تشخ

تتر    يستر  يلت يبوده و بتر استاس آن خ   تر شيب اريبس نياپتوچ

 ،ييايميوشت يب ياه داد. وذشته از روم يقطع صيتوان تشخ يم

هتم در   PCRبتر   يمبتنت  يمولکول يها هاست که از روم سال

ها مشکل است  آن يکه کشت و جداساز ييها يباکتر صيتشخ

ا توجته بته   رستد بت   ينظتر مت   ه. ب[10،11،12] شود ياستفاده م

 صيو تشتخ  يو جداستاز  يريت و مشکلات موجتود در نمونته  

روم  از يبتوان در موارد ضرور ديپنوموکوک، شا ييايميوشيب

PCR يپنوموکتوک استتفاده کترده و از طرفت     صيتشتخ  يبرا 

داد  صيرا هتم بتتوان تشتخ    نيمقاوم به اپتوچ يها پنوموکوک

مطالعته از چنتد    نيغلط وزارم شده در ا صي. آمار تشخ[9]

هتا   از نمونته  ياريبس که نيکننده است: اول ا جهت مهم و نگران

 يپنوموکتوک  نتبه اشتباه عفو ياست که وقت يمارانيمربوط به ب

قترار   يکيوتيب يشود تحت درمان آنت يداده م صيها تشخ در آن

 نيبه اپتوچ تيحساس يها تست يطور کل هب يي. از سورنديو يم

از  يبختش استت کته بتاکتر     تيرضا يدر صفرا وقت تيو حلال

از  يباکتر ييبدن جدا شود. اما اور هد  شناسا ليمناطم استر

 ستک يو ر يتنفست  يهتا  نته )ماننتد نمو  لياستر ريغ يها نمونه

 اريبته دقتت بست    ازي( باشد ندان يريبا استرپتوکوک و يآلودو

چون پنوموکوک جزء فلور نرمال  ي. از طرف[8]دارد  يتر شيب

تحت فشار  ،يضرور رينازوفارنک  است در صورت درمان غ

. [13] رديت و يقترار مت   يکيوتيب يمقاومت آنت شيو افزا يانتخاب

 يهتتا بتتروز مقاومتتت ليتتاز دلا يکتتيتوانتتد  يمطلتتب متت نيتتا

وزارم شده در کشتورمان   يها پنوموکوک يبالا يکيوتيب يآنت

 .[14،15،16]باشد 

غلط پنوموکوک  صيمربوط به درمان، تشخ لياز مسا جدا

و  يکيوتيت ب يآنتت  يهتا  غلتط مقاومتت   يباعث وزارم آمارها

دستت   ه. اطلاعات ب[8]شود  يپنوموکوک م يولوژيدمياپ يالگو

مربوطته منتقتل شتده و     يها شگاهيمطالعه به آزما نيآمده در ا

 لعته مطا جياز آنان پروتوکل خود را اصلاح کردند. نتتا  يتعداد

و کنتترل   ينظتارت  ستتم يس کي يبه اجرا ازيدهد که ن ينشان م

مورد استفاده  يصيتشخ يها سکيتر چه در مورد د ميدق يفيک

بتا توجته بته     ت،يموارد وجود دارد. در نها ريو چه از نظر سا

 نيرستتد حضتتور متخصصتت ينظتتر متت همستتائل رکتتر شتتده بتت 

 شگاهيآزما يشناس کروبيدر بخش م يپزشک يشناس کروبيم

 .باشد يم يضرور يطب صيتشخ

 

 تشكر و قدردانی
کته در   ياز رکر نام مراکز ،يمسائل اخلاق تيخاطر رعا هب

داشتند  يمطالعه همکار نيمورد نظر در ا يها زولهيا يآور جم 

داننتد از   يبتر ختود لازم مت    سندوانيشده است. نو يخوددار

 .ندينما يوزار سپاس مانهيصم زانيعز نيا يتمام
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Introduction: Streptococcus pneumoniae, is one of the most important bacterial pathogens and a  

member of viridians streptococci group. Accurate identification and differentiation of this form of bacteria 

from other relative streptococci, is the base of epidemiological study of this type of organism. The aim of 

this study was to evaluate the accuracy of detection of Streptococcus pneumoniae in clinical laboratories in 

Tehran, by using phenotypic and genotypic methods. 
Materials and Methods: A total number of 110 isolates, identified as pneumococci by some clinical 

laboratories in Tehran, were collected between March 2010 to May 2012.After isolating the colonies, 

biochemical identification tests by optochin susceptibility (Mast) and bile solubility (direct method) 

methods were performed. After DNA extraction, PCR was performed to define lytA gene as a molecular 

identification for Streptococcus pneumonia. 
Results: After re-identifying the isolates, fifty of them were determined as true pneumococci, and other 

remaining sixty isolates were identified as: three gram negative coccobacilli, seven non alpha hemolytic 

streptococci, and fifty Viridans streptococci. Most of misidentifications were related to respiratory and eye 

infecting streptococci. Unlike non pneumococcal isolates, all 50 pneumococcal isolates were positive for 

lytA gene. 

Conclusion: There was 55% error in detection of pneumococci in this study. The use of optochin 

susceptibility test as the sole detection tool and also lack of supplemental tests and proper quality 

controlling, are the main causes of failure in diagnosing pneumococci in Iran. Misidentifications may result 

in incorrect epidemiological data gathering, unnecessary treatment, and false increased antibiotic resistance 

reports for this organism. Regarding the high incidence of inaccuracies in defining this specific type of 

microorganism, we suggest the presence of a clinical microbiologist in the hospital laboratories to perform 

the right diagnostic tests and quality controlling would be essential. 
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