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Abstract 

 

Background and purpose: Fast diagnosis of pneumococcal infections is of great importance in 

achieving successful outcomes. The aim of this study was to use PCR process based on capsular encoding 

genes of Streptococcus pneumonia. 

Materials and methods: In this experimental study, specific primers were designed based on 

the reference sequences of the Streptococcus pneumoniae cpsB, cpsD, aroE, and psaA genes. All bacteria 

were subjected to DNA extraction separately. Then, the PCR protocol was performed. Sequencing of the 

PCR products was done and data was analyzed descriptively. 

Results: The primer pairs against the cpsB, cpsD, aroE, and psaA genes amplified 159, 202, 254, 

and 286 bp fragments, respectively. The alignments and comparison of amplified sequences showed a 

high homology (100%) with the reference genes. 

Conclusion: According to this study, it is possible to diagnose Streptococcus pneumoniae based 

on virulence genes, and differentiate the pathogenic Streptococcus pneumoniae from nonpathogenic strains 

and also viridans groups. Therefore, this method is suggested in diagnosis of pathogenic Streptococcus 

pneumoniae strains. 
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 گزارش کوتاه

 تشخیص استرپتوکوکوس پنومونیه بر اساس 
 psaA و cpsB ، cpsDهای ژن

 
      1علی عسکری

    2رمضانعلی عطایی 
    3قربانعلی زادگانمهدی    

 2علی مهرابی توانا   

 چکيده
مها   اریاز عواقا  ن  ب ا یریشا یبه منظور درماا  موقاو پ پ یپنوموکک یهاعفونت عیسر صیتشخ هدف: و سابقه
 های رمزکننده کپ ول استرپتوکوکوس پنومونیه بوده است.براساس ژ  PCRمطالعه راه اندازی رپش  این زا، هدف است. لذ

 PSAAپ  CPSB ،CPSD ،AROEهااای اساااس سااکانر رقاارانر ژ ایاان مطالعااه ت،رباای، بردر  هووا:روش و مووواد
جداگانه مورد استخراج ژ  قرار گرقت.  باکتری به طور استرپتوکوکوس پنومونیه پرایمرهای اختصاصی طراحی گردید. هر

 گردید.سکانر پ نتایج به صورت توصیفی تحلیل  PCRطراحی پ ان،ام شد. محصول  PCRپرپتکل 

، 951قادر به تکثیر قطعات  psaAپ  cpsB ،cpsD ،aroEنتایج نشا  داد، پرایمرهای طراحی شده علیه ژ  های  ها:یافته
درصادی  900های رقرانر همولوژی سازی قطعات تکثیر شده با ژ  قای ه پ هم ا جفت بازی ه تند. م 282پ  252، 202

 را نشا  داد.

هاای پیارپسنر ساویه هاای اساترپتوکوکوس پنومونیاه توا  باا اساتفاده از ژ نتایج حاکی از ن  بود که می استنتاج:
د. بنابراین، با استفاده از رپش ارایاه شاده در های غیر بیماری زا پ نیز سویه های پیریدانر تشخیص دابیماری زا را از سویه

 این تحقیو احتماسً بتوا  سویه های بیماری زای استرپتوکوکوس پنومونیه را تشخیص داد پ گزارش نمود.
 

 کپ ول سازنده هایژ  پنومونیه، استرپتوکوکوس مراز،پلی پاکنش زن،یرهواژه های کليدی: 
 

 مقدمه
هاای ز علل عفونتاسترپتوکوکوس پنومونیه یکی ا

هاای درصاد مننییت 73کاه  (9)اکت ابی از جامعه اسات
 (.2)باکتریایی را در بزرگ اس  به خود اختصاص داده اسات

هااای گاارپه های ایاان باااکتری بااا سااایر باکتریشااهاهت
پنومونیه را از  پیریدانر، شناسایی دقیو استرپتوکوکوس

 اختههای گرپه پیریدانر با مشکل مواجه ساسایر باکتری
کاه ح اسایت باه اپتوشاین، مقاپمات باه باا ن  .(7)است

 باسیتراسین پ انحلال در صفرا از نزمایشات رپتین تشخیص
ها درصد ساویه 37پنومونیه ه تند؛ تنها  استرپتوکوکوس

هاای لذا، توسال باه رپش .(2)اندبه اپتوشین ح اس بوده
های مختلااا  مولکاااولی تشاااخیص بااااکتری در نموناااه

برخای  .(5)ش از پیش ضرپرت یاقته اساتپاتولوژیک بی
 پنومونیاه از بارای تشاخیص اساترپتوکوکوس تحقیقات

 QUANTITATIVE-PCRرپش  با استفاده از LYTAژ   تکثیر
 

 :ataee216@gmail.com   E-mail دانش اه علوم پزشکی بقیه الله ،خیابا  ملاصدرا، میدا  پنک :تهرا  -رمضانعلی عطایی مولف مسئول:

 ایرا  ،هرا تدانش اه علوم پزشکی بقیه الله)عج(، دانشکده پزشکی، کمیته توسعه تحقیقات بیمارستا ،  ،میکرپب شناسی کارشناس ارشد. 9
 ایرا  ،تهرا دانش اه علوم پزشکی بقیه الله)عج(، ، رکز تحقیقات مدیریت سلامتمدانشکده پزشکی،  ،گرپه میکرپب شناسی، اداست. 2
 ایرا ، هرا تدانش اه علوم پزشکی بقیه الله)عج(، دانشکده پزشکی، کمیته توسعه تحقیقات بیمارستا ،  ،میکرپب شناسی گرپه ،استادیار. 7
 : 21/99/9712تاریخ تصوی  :              5/3/9712  تاریخ ارجاع جهت اصلاحات :            7/3/9712 تاریخ دریاقت 
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 گزارش کوتاه

پلی برخی  انددرصد رسانده 22ح اسیت تشخیص را به 

 .(2)انادگزارش شده LYTAهای بیماری زا قاقد ژ  سویه

ها، برپز استرپتوکوکوس پنومونیه با مقاپمت علاپه براین

 (8)های مقاپم باه پنکومای اینظهور سویهپ نیز  (3)چندگانه

چناین، بر اهمیت تشخیص سریع پ دقیو اقزپده است. ه 

 ریااپ غ  ااتیهمز هیااپنومونهای اسااترپتوکوکوس سااویه

 زاهای بیماریها از سویهاقراد سال  پ اقتراق ن در  زایماریب

ترین چو ، مه  .(1)را ای،اد کرده است مشکلات قراپانی

 کپ ول ن  است،عامل پیرپسنر استرپتوکوکوس پنومونیه

اساترپیوکوکوس های دخیال در سنتزکپ اول ژ  ردیابی
زایای عنوا  عامل اصلی پیرپسنر پ بیمااریبه پنومونیه

انادازی ب یار حایز اهمیت است. هادف ایان تحقیاو راه

 هاایرپش تشخیص استرپتوکوکوس پنومونیه بر اسااس ژ 

 است.دخیل در سنتز کپ ول پ اتصال این باکتری بوده 
 

 مواد و روش ها
 باکتری سویه

کاه  استرپتوکوکوس پنومونیاهایزپله  20در این مطالعه 

تعیین سرپتیپ شده  عاج()اللهدر دانش اه علوم پزشکی بقیه

 اساترپتوکوکوس ،اساترپتوکوکوس موتاانر ،(90،99)بودند
 پ نیااز اشریشاایا کااولی ،انترپکوکااوس قیکااالیر، میااتر

 استفاده گردید. ATCC 6305 استرپتوکوکوس پنومونیه
 

 کشت محیط

 ,BHI-BROTH;Cat No.110493محیط کشت مایع )

Merk دار )( پ محیط ژلاوز خاوBlood agar BASE; 

Cat No.110886, Merk  درصد خو  گوسفند  5حاپی

هاای اساتاندارد ایرا ( طهو پرپتکل -از شرکت دارپاش

تهیه پ اساتریل گردیاد. پار از کنتارل عادم نلاودگی، 

گاراد درجاه ساانتی 2بنادی پ در یخااال ها ب اتهمحیط

 ثر به مدت یک هفته ن هداری شدند.حداک
 

   باکتری کشت

 9وقیلیزه را باز نماوده، در شرایط نسپتیک نمپول لی

باه نمپاول  BHI brothلیتر محیط مایع استریل شده میلی

پارد پ چند بار به نرامی پمپ گردید تا پودر حل شاود. 

میکرپلیتر از ایان سوسپان ایو  را رپی محایط  50سپر 

Blood Agar  .منتقل پ به صورت خطی گ اترش داده شاد

 کاربناک ایددرصد دی 5تا  7محیط تلقیح شده در شرایط 

 گذاری شد.ساعت گرمخانه 22به مدت  C○73دمای پ 

استرپتوکوکوس های گذاری، کلنیگرمخانه پر از
هااای کوچااک، متمایاال بااه بااه صااورت کلنی پنومونیااه

خاک تری، موکوئیدی پ احاطه شده با هاله سهز هماولیز 

نمیازی گارم پ چنین با ان،اام رنا نلفا دیده شدند. ه 

هااای شااعله شاامعی پ نیااز وکااو مشاااهده اشااکال دیپل

های کاتاسز، ح اسیت به اپتوشین پ حلالیات در نزمو 

 تأیید گردید. استرپتوکوکوس پنومونیهصفرا، پجود 
 

 ژنومی DNA استخراج

باه  استرپتوکوکوس پنومونیاهاز  DNA استخراج

 طریو جوشاند  به قرار زیر ان،ام شد. 

کشات لیتر نب مقطر استریل به با اقزپد  یک میلی

از ن   میکرپلیتر 200سوسپان یو  شد.  ساعته 22 خالص

 گاراد قارار دادهدرجه ساانتی 900دقیقه در حمام  5به مدت 

 ن هاداری -C○20قریازر دقیقه در  20شد. سپر به مدت 

شد. این عمل سه بار تکرار گردید. پر از سه باار وپب 

به مدت  C○ 2دمای دپر پ  90000پ ان،ماد سانتریفیوژ )

یقه( گردید. مایع رپیی به میکرپتیوپ جدید منتقال دق 5

قریازر پ ه  ح،  ن  اتانل سرد اقازپده پیاک شا  در 

 92000داده شد. پر از ن  ساانتریفیوژ )قرار  C○ 20منفی 

دقیقه( گردید پ به رساوب  5مدت به  C○ 2دمای دپر پ 

میکرپلیتر نب مقطر اساتریل اقازپده پ پار  900حاصل 

 قریازر هات مراحال بعادی در ج DNAاز تعیین غلظات 

C○ 20- .قرار داده شدند  
 

   پرایمر طراحی

 ،EU798281.1هااای ژ  ی سااکانرژناااز بانااک 

JN642323.1، HG799504.1 پ CP007593.1 جهااات 

 ،PsaA، cpsB هاایژ  کنناده تکثیار پرایمرهای طراحی

CPSDپ، AROE باا اساتفاده از نارم اقازار  پ شدند انتخاب
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GenScript Primer Design  جفات پرایمرهاا طراحای

 توساطرانای پیشا ام از طریو شرکت ایجهت سنتز گردید. 

 90پرایمرها سنتز غلظت کاری ای ماکرپژ  شرکت کره

 پیکومول بر میکرپلیتر تهیه پ موقع نیاز استفاده شد.

 

 (PCRپلیمراز) زن،یره پاکنش
با اضاقه کرد  اجزای پاکنش دهنده  PCRپاکنش 

 mastermix 92میکرپلیتاار،  90ه یااونیز)نب مقطاار دی

 90میکرپلیتاار حاااپی  forward 9میکرپلیتاار، پرایماار 

 8میکرپلیتاار حاااپی  9نیااز  Reversپیکومااول پ پرایماار 

 9ناانومول پ  50میکرپلیتار حااپی  9ال و  DNAپیکومول، 

 میکرپتیوب هایمیکرپلیتر ننزی  تک پلی مراز( ان،ام شد. 

چرخاه دماایی ر با رکیهات مذکور در ترموسایکلت حاپی

 مطابو پرپتکل ان،ام گردید:

 

    PCR محصول الکترپقورز

، اساتاندارد پز  مولکاولی در کناار PCR محصول

الکترپقورز پ توساط دسات اه ژل  درصد، 8/0در نگارز 

جداسازی قطعات .تصویربرداری گردیدمشاهده پ دا  

DNA   تکثیر شده با رناCyber Green  پ تحات ناور

 اهده شدند.بل مشماپرای بنفش قا

 

 ح اسیت پ اختصاصیت پرایمرها 

اسااااترپتوکوکوس : از PCRبررساااای ح اساااایت 
 رقت ساریال تهیاه گردیاد.  ATCC 6305سویه  پنومونیه

 اجارا PCRاستخراج ژنوم ان،اام پ  90-1پ 90-8های از رقت

گردید. با توجاه باه تعاداد بااکتری موجاود در نموناه پ 

 ش محاسهه گردید.ح اسیت نزمای DNAمیزا  استخراج 

بررسی اختصاصیت: اختصاصیت پرایمرهاای ماورد 

از  اساترپتوکوکوس پنومونیاه،هاای استفاده، در کنار ژ 

هااای اساااتخراج شاااده اساااتاقیلوکوکوس نرئاااوس، ژ 

انترپکوکاااوس قیکاااالیر، انترپکوکاااوس قی ااایوم پ 

 PCRاشریشیا کولی ه  زما  باا پرایمرهاای ماورد نظار 

 ید.ان،ام پ نتایج بررسی گرد

 و بحث یافته ها
اساتخراج شاده از  DNAگیری غلظلت نتایج اندازه

 عادد بااکتری حادپد 390لیتر سوسپان یو  حاپی یک میلی

حاصال نماود.  8/9با ضری  جذب  DNAمیکرپگرم  8

های قوق در شرایط ژ  PCRنتایج الکترپقورز محصول 

 نشا  داده شده است. 9سازی شده در تصویر شماره بهینه

 

 
 

 ،psaA، cpsB هاای ژ  PCR محصاول الکترپقاورز :1شماره  تصویر

cpsD پ aroE . بااازی. جفاات 900 مولکااولی پز  مااارکر 2 چاهااک 

 2 ،5 های چاهک پ باز جفت 252 با psa A ژ  PCR نتی،ه 7 چاهک

 202 ،282 باا ترتیا  به cpsD پ aroE، cpsB های ژ  PCR نتی،ه 3 پ

 پرایمار PCR 8 پ 2 پ 9 چاهاک اسات. داده نشاا  را باز جفت 915 پ

 اسااترپتوکوکوس از شااده اسااتخراج ژ  بااا psa A ژ  تکثیرکننااده

 است بوده کولی اشریشیا پ قیکالیر انترپکوکوس میتیر،

 

 استرپتوکوکوسدراین مطالعه، رپش مولکولی تشخیص 
های طراحاای پ اجاارا شااد. زیاارا برخاای سااویه پنومونیااه

زا اپتوشااین منفاای پ بیماااری کوس پنومونیااهاسااترپتوکو

لاذا  .(92)گیرناددارای همولیز نلفا مورد توجه قرار نمای

 هایاسترپتوکوکوس پنومونیاهدرصد  70ممکن است حدپد

که تغییر با ن  .(97)زای ان انی نادیده گرقته شوندبیماری

 اسااترپتوکوکوس پنومونیااهژناای کپ ااول خاصاایت ننتی

هاا شاده تیاپ سارپمی از ن  10من،ر به ظهاور بایش از 

هااا باباات پ هااای رمزکننااده همااه ن امااا ژ  ،(92)اساات

های بدپ  های رپتین اقتراق سویهبا رپش  محدپد است.

لااذا  (95)زا مشااکل اسااتهااای بیماااریکپ ااول از سااویه

ضرپرت تشاخیص دقیاو بااکتری اجتنااب ناپاذیر شاده 

 های نوین مولکاولیاست. به این ترتی ، توسل به رپش
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 گزارش کوتاه

شاااید بتوانااد باعااا ارتقااای سی اات  تشااخیص پ درمااا  

های رمزکنناده کپ اول در ژ گردد. از این رپ ج ت،وی 

هااای پ نیااز ژ  cpsژناای  هااایحاماال لوکوس هایسااویه

احتماسً بتواند  ،psa A(92)های اتصالی رمزکننده پرپتئین

رپشی مناس  جهت تشخیص باکتری باشاد. نشاا  داده 

باه تنهاایی از ح اسایت  psa  شده است که تشخیص ژ

 در مطالعاه حاضار تشاخیص .(93)سزم برخوردار نهوده است

زا پ یک پیرپسنر پ بیماری psaA ،cpsB، cpsD ژ  7

سااااویه  29در  Housekeepingبااااه عنااااوا   aroEژ  

هدف تشخیص قرار گرقات پ  استرپتوکوکوس پنومونیه

درصدی را نشا  داد. با ایان حاال ممکان  900ح است 

بر میازا   PCRت رپش استخراج ژنوم پ نیز پرپتکل اس

ح اسیت این رپش مؤبر باشد. علاپه باراین، مقارپ  باه 

تواند ضمن ارتقای سطح صرقه بود  رپش ارایه شده می

 اساترپتوکوکوسسریع پ دقیو ها، تشخیص علمی نزمایش اه
 زا را قاراه  نمایاد. باه منظاور تشاخیصبیماری پنومونیه

هااای زا براساااس ژ بیماااری نومونیااهاسااترپتوکوکوس پ

زا ایان های غیار بیمااریپیرپسنر پ اقتراق ن  از سویه

 پ cpsBمطالعه طراحی پ اجرا گردید. تأیید پجود ژ  هاای 

cpsD   که در سنتز کپ ول باکتری دخالت دارند پ نیز ژ

psa A  هاای های مه  رمزکنناده پارپتئینکه یکی از ژ

تواند ضمن رپد، میشمار می اتصال باکتری به سطوح به

 زایی ن  را نیز نشا  دهد. تشخیص باکتری، بیماری
 

 سپاسگزاری
های ارزشامند ها پمشاپرهراهنمایی ازحمایت مالی،

در  )عاج(اللهپاحد توسعه تحقیقاات باالینی بیمارساتا  بقیاه

 شود.ان،ام این پرپژه تشکر پ قدردانی می
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