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ABSTRACT

Background & objectives: Streptococcus pneumoniae is one of the major causes of
vaccine - preventable diseases worldwide. Current pneumococcal vaccines consist of serotype
specific capsular polysaccharide antigen and do not offer full clinical protection against
pneumococcal diseases. Due to such limitations, a new generation of protein-based
pneumococcal vaccines is being developed. The objective of this study was to determine the
distribution of gens encoding five protein antigens including pneumococcal histidine triad D
and E (phtD, phtE), rlr- regulated gene A (rrgA), Autolysin (lytA) and Pneumococcal surface
protein C (pcpC) among pneumococcal isolates collected from nasopharyngeal specimens in
healthy children.
Methods: A total of 43 pneumococcal isolates were collected from nasopharyngeal specimens
of healthy children attending the kindergartens in Ardabil province. The strains were
identified using optochin susceptibility and bile solubility testes and further confirmed by
amplification of capsular polysaccharide A gene (cpsA). PCR was used for screening the
presence of pcpC, phtD, phtE, rrgA and lytA genes.
Results: 81.4 % of isolates were found to contain at least one of the tested genes. lytA, pcpC,
phtE, phtD and rrgA were detected in 70, 60, 39.5, 35 and 25.5 percent of isolates,
respectively. The results showed that the genes were not distributed consistently among the
isolates and for obtaining a full coverage pneumococcal vaccine, multiple choices of these
antigens should be included.
Keywords: Streptococcus pneumonia; Pneumococcal Surface Protein C (PspC); Polyhistidine
Triad Protein D (PhtD); Polyhistidine Triad Protein E (PhtE); RrgA Protein, Autolysin (LytA)
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مقدمه
ــه  ــترپتوکوکوس پنومونی ــا اس ــوك ی ــی از 1پنوموک یک

ي جنس استرپتوکوك است. این باکتري بـیش  هاگونه

1 Pneumococcal Surface Protein C
2 Pneumocoocal Histiding Triad D & E
3 Rlr-Regulated Gene A
4 Autolysin

شــودکه تمــامی آنهــا ســروتیپ را شــامل مــی92از 
سروتیپ از میان بقیه اهمیـت  10بیماریزا هستند، اما 

هـــاي انســـان دارنـــد. انـــواع یشـــتري در عفونـــتب
اســترپتوکوکوس پنومونیــه بیشــتر براســاس ترکیــب 
آنتی ژن مربوط به پلی ساکاریدهاي کپسـولی طبقـه   

هـاي  شوند. پنوموکوك از مهمترین پـاتوژن بندي می
هـاي مهـاجمی   باکتریایی است که باعث ایجاد بیمـاري 

چکیده
استرپتوکوکوس پنومونیه به عنوان یکی از عوامل مهم مـرگ و میـر قابـل پیشـگیري توسـط واکسـن در       هدف:وزمینه

هـا وابسـته بـه    اند. این واکسـن هاي کپسولی باکتري تشکیل شدهژناي رایج پنوموکوك از آنتیهست. واکسناسراسر دنیا
آورند. به دلیـل چنـین مشـکلاتی نسـل     هاي پنوموکوکی را به وجود نمیسروتیپ هستند و حفاظت کامل در برابر عفونت

هـاي کدکننـده   ن مطالعه تعیین توزیع ژنها بر پایه پروتئین هاي پنوموکوکی در حال توسعه هستند. هدف ایجدید واکسن
هیسـتیدین تریـاد   C)pspC(1ژن پروتئینی اسـتروپتوکوکوس پنومونیـه شـامل پـروتئین سـطحی پنوموکـوکی       پنج آنتی

ــوکی ــروتئین ، E)phtD, phtE(2و Dپنوموک ــط  Aپ ــونده توس ــیم ش ــولیزیrlr)rrgA(3تنظ ــان lytA(4ن (و ات در می
هاي نازوفارنژیال کودکان سالم بود. شده از نمونههاي پنوموکوکی جداایزوله

به 1392هاي نازوفارنژیال کودکان سالمی که در سال ایزوله استرپتوکوکوس پنومونیه از نمونه43در مجموع روش کار:
هـا در ابتـدا توسـط آزمایشـات فنـوتیپی ماننـد      هاي شهرستان اردبیل مراجعه کرده بودند، جـدا شـد. ایزولـه   مهدکودك

تایید )cpsA(ژن کپسولی آنتیکد کنندهحساسیت به اپتوچین و حلالیت در صفرا شناسایی شدند. سپس توسط ردیابی ژن
استفاده شد. PCRاز روش lytAو pspC ،phtD ،phtE ،rrgAهاي شدند. براي ردیابی ژن

و lytA ،pspC ،phtE ،phtDهـاي  شد. ژنهاي مورد مطالعه ردیابیها حداقل یکی از ژندرصد ایزوله4/84در :یافته ها
rrgA ها شناسایی شدند.درصد ایزوله5/25و 35، 5/39، 60، 70به ترتیب در

ها وجود ندارند و براي هاي مورد مطالعه به طور یکنواخت در میان ایزولهنتایج این مطالعه نشان داد که ژننتیجه گیري:
ها استفاده شود.ژناي از این آنتیحفاظتی کامل بایستی از مجموعهبدست آوردن یک واکسن پنوموکوکی با پوشش

Eو D)، هیستیدین تریاد پنوموکوکی C)PspCاسترپتوکوکوس پنومونیه، پروتئین سطحی پنوموکوکی کلیدي:واژه هاي

)PhtE وPhtD پروتئین ،(A تنظیم شونده توسطrlr)RrgA و اتولیزین (
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مانند سپسیس، مننژیـت، پنومـونی و عفونـت گـوش     
ــی م ــان م ــانی در انس ــود [ی ــل 1ش ــرین عوام ]. مهمت

بیماریزایی شناخته شده این بـاکتري شـامل کپسـول،    
، o، پنومولیزین ازپي دیواره سلولی، هیالورونات لیاجزا

ــروتئین  ــولیزین و پ ــداز، ات ــطحی نوروآمینی ــاي س ه
].2[باشندمی

پنوموکوك با مکانیسـم تهـاجم باعـث ایجـاد بیمـاري      
ي پنوموکوکی کلونیزاسیون یـا  هاشود. در عفونتمی

استقرار باکتري اولین قدم در ایجاد بیماري محسـوب  
شـود. اسـتقرار بـاکتري در نازوفـارنکس نیازمنـد      می

فاکتورهاي اتصالی است. باکتري پنوموکوك بواسـطه  
و PhtD ,PhtE،PspCهـاي سـطحی ماننـد    پـروتئین 

RrgA  که در دیواره سلولی باکتري وجود دارند، بـه
].3کند [هاي میزبان اتصال پیدا میبافت

سال و افراد 6این باکتري بیشتر در بین کودکان زیر 
هـاي ناشـی از آن   کند. بیماريمسن ایجاد بیماري می

]. 4در کشورهاي در حال توسعه شیوع بیشتري دارد [
هـاي  پنوموکوك مهمتـرین پـاتوژن مسـئول عفونـت    

ین باکتري باشد. امجاري تنفسی اکتسابی از جامعه می
هــا، مراکــز نگهــداري هــایی ماننــد پادگــاندر مکــان

کودکان، سالمندان، افراد دچار نقـص سیسـتم ایمنـی،    
هاي مزمن و سـوء تغذیـه بـه راحتـی     افراد با بیماري

منتقل شده و سالانه موجب مرگ حداقل نیم میلیون 
]. 5شـود [ مـی کودك در کشـورهاي درحـال توسـعه   

نازوفارنکس افراد کلـونیزه  ابتدا در ناحیه پنوموکوك
هـاي بـدن   هـا و ارگـان  شده و سپس به سـایر بافـت  

ــی  ــرفت م ــراي    پیش ــیون ب ــه کلونیزاس ــد. مرحل کن
بیماریزایی ضروري است. اگر این مرحله حذف شود، 

].6بیماري ایجاد نخواهد شد [
هـاي پنوموکـوکی ماننـد پیشـگیري     پیشگیري عفونت

هاي تنفسی اريبیماریهاي تنفسی است. از آنجاییکه بیم
ها، ها، زندانهاي پرازدحام مانند مهدکودكدر مکان

شـوند،  خانه سالمندان و غیره بـه راحتـی منتقـل مـی    
ها بایـد بـه ایـن مراکـز     پیشگیري از این بیماريبراي

سـیلین  ها قبلا بـه پنـی  پنوموکوكتوجه خاصی داشت.

هاي اخیر موارد زیـادي از  حساس بودند ولی در سال
سیلین گـزارش شـده اسـت. معمـولاٌ     ه پنیمقاومت ب

هــاي مقــاوم بــه پنــی ســیلین در مقابــل دیگــر ســویه
باشند. به دلیـل  میبیوتیکی نیز مقاومهاي آنتیکلاس

دارویی، امروزه تمرکز براي تولیـد  افزایش مقاومت
هـاي اولیـه بـر    ها بیشتر شـده اسـت. واکسـن   واکسن

ماننـد  اساس پلی ساکاریدهاي کپسولی ساخته شدند، 
ــی   ــت ظرفیت ــه هف ــن کونژوگ ــل  واکس ــه در مقاب ک

هاي مهاجم پنوموکوکی بسیار مـوثر بـود. امـا    بیماري
ها محدود بوده ودر آینـده بـراي   پوشش این واکسن

هایی با ماهیت هاي دیگر به ویژه واکسنتولید واکسن
].7[پروتئینی باید تدابیر دیگري اندیشیده شود

کارید کپسـولی برخـی   سـا هاي پلیامروزه از آنتی ژن
هاي عفونتدرصد80ؤل هاي پنوموکوك که مستیپ

اند. دو نـوع واکسـن   پنوموکوکی هستند واکسن ساخته
شود. البتـه عـوارض   میدر حال حاضر تولید و استفاده

جانبی این واکسن خفیف بوده و شامل اریتم موضعی و 
باشد.تورم در محل تزریق می

23که شاملوکوکیواکسن پلی ساکاریدي پنوم-1
هـاي  % کل عفونت90تیپ شایع کپسولی است و تقریبا 

شـود و فقـط در افـراد    مـی شدید پنوکوکی را موجب
سـال  5شود. دوره مصونیت تا سال تجویز می2بالاي 

].8بعد از تزریق است [
ــوکی -2 ــه پنوموک ــن کونژوگ ــه واکس ــوي ک محت
سـروتیپ  13یـا  7،10پلی سـاکاریدي بـراي   ژنآنتی

کونژوگه شده با یک پـروتئین اسـت. ایـن واکسـن در     
که ]. با وجود این9زایی دارد [هفته، ایمنی6سنین بالاي 

تحقیقات بیشتر روي درمان متمرکز شده ولی مشـکل  
مقاومت دارویی رو به افزایش بوده و کنترل گسترش 

هاي مقاوم نیازمنـد همکـاري همـه جانبـه     پنوموکوك
وسازها و ها، دارمیولوژیستجهانی شامل پزشکان، اپید

ها است.میکروبیولوژیست
هـاي موجـود پنوموکـوك    بدلیل ناکارآمـدي واکسـن  

هـاي  هاي زیادي براي توسـعه و سـاخت واکسـن   تلاش
.گیردمستقل از سروتیپ و بر پایه پروتئین صورت می
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بنابراین تحقیقات در مورد کاندیداهاي جدید واکسن 
کننــد کــه ایمنــی شــروع شــده تــا واکســنی را تولیــد 

هاي مختلـف پنوموکـوك را ایجـاد    درمقابل سروتیپ
هاي ادهزینی کند. اخیراً تحقیقات زیادي روي پروتئین

سطح باکتري بـه عنـوان کاندیـداي واکسـن صـورت     
گیرد. می

هاي پنوموکوکی که پروتئینی هسـتند نـامزد   ادهزین
هـا  باشند، این ادهـزین مناسبی براي تولید واکسن می

هـاي ناحیـه   می دراتصال پنوموکوك به سلولنقش مه
نازوفارنکس، اسـتقرار اولیـه بـاکتري و کلونیزاسـیون     

هاي پروتئینی بتواننـد  ]. اگر واکسن10دارند [باکتري
مانع اتصال و کلونیزاسیون باکتري پنوموکوك شـوند  
متعاقباً بیماري نیز ایجاد نخواهد شد. ایـن مطالعـه بـا    

، phtD،phtEادهزینی هايهدف بررسی فراوانی ژن
pspC،rrgA ــین ژن ــویهlytAو همچنـ ــايدر سـ هـ

کلونیزه کننده استرپتوکوکوس پنومونیه جدا شده از 
سال شهر اردبیل انجام شد. نتـایج ایـن   6کودکان زیر 

توانــد تــا حــدودي نقشــه ســطحی     مطالعــه مــی 
هاي کلونیزه کننـده را در جمعیـت مـورد    پنوموکوك

ر طراحـی واکسـن بـومی    مطالعه مشخص نمایـد و د 
مورد استفاده قرار گیرد.

روش کار
یپنوموکوکيهازولهیا

.اسـت یمقطع-یفیمطالعه توصکیمطالعه که نیادر
 ـپنوموکوك استفاده شد. ازولهیا43در مجموع از  نی

ياز نمونه هـا سندگانینویها در مطالعات قبلزولهیا
 ـکودکان سالم زالینازوفارنژ شـش سـال در مهـد   ری

 ـشـهر اردب يکودك هـا  يجداسـاز 1392ل در سـا لی
ياز روشـها سـتفاده ها در ابتدا با ازولهیشده بودند. ا

 ـ(رنـگ آم یکروسـکوپ یمیماننـد بررس ـ یپیفنوت يزی
در صـفرا تعیـین   تیو حلالنیبه اپتوچتیگرم)، حساس

 ـتاي]. بـرا 11شـدند [ هویت  گونـه از ژن یقطع ـدیی
cpsA]12  ـ   ـنش زنج] بـا اسـتفاده از روش واک ايرهی

 ـمطابق پروتکـل ز (PCR)ونیزاسیمریپل فادهاسـت ری
.شد
مورد مطالعهيهاژنریتکث
 ـیادهزيمطالعـه ژنهـا  نیادر ، lytA ،pspC ،phtDین

phtE،rrgAهیاسترپتوکوکوس پنومونيهازولهیدر ا
يمورد مطالعه قـرار گرفـت. بـرا   PCRتوسط روش

يشده در دمـا رهیذخيهازولهیمنظور در ابتدا انیا
شـکلات آگـار   طیمح ـيبـر رو گرادیدرجه سـانت -80

سـاعت در  24هـا بـه مـدت    تیکشت داده شدند. پل
ــاز د5در حضــور گرادیدرجــه ســانت37يدمــا ي% گ
يهـا یشد. سپس از کلنيگذارکربن گرمخانهدیاکس

یس ـیس ـ5لوپ کامل برداشـته و در  کیرشد کرده 
قـال داده شـد و بـه    براث انتيسوسیکیپتیترطیمح

بـدون  ذکر شـده در بـالا   طیساعت در شرا24مدت 
وژیفیسانترطهایشد. محيگذارگرمخانهشیک کردن 

 ـتهيو از رسوب حاصـله بـرا   یکرومـوزوم DNAهی
DNAاسـتخراج تیمنظور از کنیاياستفاده شد. برا

شـرکت سـازنده   هیهلند) مطابق توص-کیاژن(یژنوم
استخراج شـده بـا   DNAتیفیو کتیاستفاده شد. کم

ــدازه  ــتفاده از دو روش ان ــاس ــور يرگی ــذب ن يج
در طـول  (ترمو ساینتیفیک، آمریکا) نودراپبادستگاه نا

ــانو280و 260هــاي¬مــوج ــومترن ژل يرویابارزی
.قرار گرفتیآگارز مورد بررس

یاختصاصــيمرهــایبــا اســتفاده از پراPCRواکــنش
یی) در حجم نهاینوبکره جر،یونی) (شرکت ب1(جدول 

واسرشـت  ییدمـا طی) و شـرا 2(جدول تریکرولیم25
کلیس35ه،یثان120بمدت گرادیدرجه سانت94هیاول

ياتصال  بـرا ه،یثان10گراد یدرجه سانت94واسرشت 
58وlytAيژنها pspCگراد، ژنهایسانترجهدphtE

52و phtDيو  ژنهاگرادیدرجه سانتcpsAوrrgA

 ـطوه،یثان45گراد به مدت یدرجه سانت54 شـدن  لی
 ـو طوهیثان60گراد بمدت یدرجه سانت72 شـدن  لی
یدرجـه سـانت  72يدر دمـا کلیسکیبه اندازه یینها

ترموسایکلرستگاهبا استفاده دهیثان300گراد به مدت 
Eppendorfصورت گرفت.
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 ـسویه استاندارد اسـترپتوکوکوس پنومون از 49619هی
ATCC  ــت تکث ــت جه ــرل مثب ــوان کنت ــه عن ــب ژنری

 ـاستفاده شد، براي تکثphtEو lytA ،phtDيها ژن ری

pspC  ـاز سویه اسـتاندارد اسـترپتوکوکوس پنومون  هی
6303ATCCاز بخــش هــاهیســونیــاســتفاده شــد. ا

ه شدند.یتهرانیاتوپاستوریانستشناسیکروبیم

شده در این مطالعهتوالی پرایمرهاي استفاده.1جدول 
ژنپرایمراسم پرایمرتوالی )bpاندازه محصول ( رفرنس

133195'-CAA CCG TAC AGA ATG AAG CGG-3'F
lytA

5'-TTA TTC GTG CAA TAC TCG TGC G-3'R

141512*5'-AAG ATG AAG ATC GCC TAC GAA CAC-3'F
pspC

5'-AATGAG AAA CGA ATC CTT AGC AAT G-3'R

15373
5'-CAC TTT TAT ACG CTT TTG CTA-3'F

rrgA 5'-TAA TAC GAC TCA CTA TAG GTG CCA TCC GTA
TTG TTT TTC-3'

R

1624545'-GCA TGC TCC TAT GAA CTT GGT CGT CA -3'F
phtD

5'-CTG CAG CTA AAT GTT TTT TGC GCA CCT -3'R

1613925'-GCA TGC GCC CTA TGC ACCT AAA CCA GCA -3'F
phtE

5'-CTG CAG CTA AAT GTT TTT TGC GCA CCT -3'R

171505'-GCA GTA CAG CAG TTT GTT GGA 3'F
cpsA

5'-GAA TAT TTT CAT TAT CAG TCC CAG TC-3'R
باشد.می9000-1000*اندازه قطعات بین 

PCRمواد استفاده شده درواکنش . 2جدول 

اجزاي واکنش)میکرولیتر(حجم
2Tris-HCL (pH 9.0)

0.5dNTPs Mix(10mM)
1.5MgCl2(50mM)
0.5Forward Primer(10pmol)
0.5Reverse Primer(10pmol)
0.2Taq DNA Polymerase (5unit)
2Genomic DNA

17.8DDW
25Final Volume

هایافته
ایزوله استرپتوکوکوس پنومونیه 58در این مطالعه از 
ســــال در 6کــــودك زیــــر 260جــــدا شــــده از 

هاي شهرسـتان اردبیـل اسـتفاده شـد. در     مهدکودك
ــان   ــوع از می ــتهاي   58مجم ــط تس ــه توس ــه ک ایزول

 ـ     وان حساسیت به اپتـوچین و حلالیـت در صـفرا بـه عن
مـورد توسـط   43پنوموکوك شناسایی شده بودنـد،  

مـورد تاییـد قـرار    cpsAتست مولکولی ردیـابی ژن  
گرفت.

: اندازه قطعه PCRروشتوسطcpsAژنشناسایی.1شکل 
باشد که درکنار مارکر وزن مولکولی نشان داده میbp150تکثیرشده

5و 4، 3، 2هاي بیانگرمارکروزن مولکولی، شمارهMشده است. 
بیانگر نمونه Sبیانگر کنترل منفی و Nهایی از نتایج مثبت،بیانگرنمونه

: 49619کنترل مثبت (سویه استاندارداسترپتوکوکوس پنومونیه
ATCC(

هـاي مـورد  نشان داد که پرایمرPCRنتایج آزمایش 
را تکثیـر نماینــد.  lytAسـتفاده بخـوبی توانسـتند ژن    ا
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) 2باشـد. شـکل(  مـی bp319اندازه قطعه تکثیر شـده  
ي ژل روایـن ژن را بـر   PCRاي از محصـول نمونـه 
دهد. نتایج این مطالعـه نشـان داد   می% نشان1آگارز 

هستند.lytAها حاوي ژن% از ایزوله70که 

بیانگرمارکروزن PCR:MروشتوسطlytAشناسایی ژن .2شکل
Nمثبت، هایی از نتایجبیانگر نمونه4و1،2،3هايمولکولی، شماره

بیانگرنمونه کنترل مثبت (سویه sبیانگرکنترل منفی و 
)ATCC: 49619استاندارداسترپتوکوکوس پنومونیه

انــواع اللیــک مختلــف اســت کــه 11داراي pspCژن
هاي بکار گرفته شده در این تحقیـق قـادر بـه    پرایمر

نـوع  6باشـند. در ایـن مطالعـه    ها مـی تکثیر همه آن
سـویه)،  3(2000ولکـولی تقریبـی   هاي ماللیک با وزن

4(2500ســــــویه) ،3(1500ســــــویه)، 12(1512
ســــویه) در 2(2300ســــویه) و 2(3200ســــویه)،

هاي مورد مطالعه ردیابی شدند.سویه
این ژن را بر روي PCRاي از محصولنمونه3شکل

ها % سویه60دهد. در مجموع % نشان می1ژل آگارز 
حاوي این ژن بودند.

بیانگرمارکروزن PCR :MروشتوسطpspCشناسایی ژن .3شکل
Nهایی از نتایج مثبت،بیانگرنمونه4و 3، 2، 1هاي مولکولی، شماره

بیانگرنمونه کنترل مثبت (سویه استاندارد Sبیانگرکنترل منفی و 
)ATCC:6303استرپتوکوکوس پنومونیه 

ژن PCRاي از الکتروفــورز محصــولنمونــه4شــکل
rrgA ــارز را ــی1در ژل آگ ــان م ــدازه % نش ــد. ان ده

هـاي بکـار گرفتـه    با استفاده از پرایمرPCRمحصول 
نتایج این آزمایش نشان باشد.میجفت باز373شده 

هاي مورد مطالعه در برگیرنده % ایزوله5/25داد که 
این ژن هستند.

PCR :MروشتوسطrrgAژن PCRنتایج حاصل از .4شکل 

Nبیانگر نمونه اي از نتایج مثبت، 2مولکولی، شماره بیانگرمارکر وزن

بیانگر نمونه کنترل مثبت (سویه استاندارد sبیانگرکنترل منفی و
باشد) که استرپتوکوکوس پنومونیه جدا شده از یک فرد ناقل می

توسط روش تعیین توالی تایید شده بود.rrgAوجود ژن 
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ــایش  ــایج آزم ــانPCRنت ــاي نش ــه پرایمره داد ک
ــتند ژن  ــوبی توانس ــتفاده بخ ــر phtDمورداس را تکثی
جفــت بــاز 2454نماینــد. انــدازه قطعــه تکثیــر شــده 

این ژن را PCRمحصول اي ازنمونه5باشد. شکل می
دهد. نتایج این مطالعه % نشان می1برروي ژل آگارز 

هستند.phtDها حاوي ژن% ازایزوله35نشان داد که 

بیانگرمارکروزن PCR :MروشتوسطphtDشناسایی ژن . 5شکل 
بیانگرکنترل Nیی از نتایج مثبت، هابیانگرنمونه5و 4مولکولی، شماره

بیانگرنمونه کنترل مثبت (سویه استاندارد استرپتوکوکوس Sمنفی و 
)ATCC: 49619پنومونیه 

ژن PCRاي از الکتروفــورز محصــول نمونــه6شــکل
phtEــارز در ــی1ژل آگ ــان م ــدازه % را نش ــد. ان ده

هـاي بکـار گرفتـه    با استفاده از پرایمرPCRمحصول 
باشـد. نتـایج ایـن آزمـایش     جفت باز مـی 1392شده، 

هـاي مـورد   % ایزولـه 5/39نشان داد کـه ایـن ژن در   
داشت.مطالعه وجود

بیانگر مارکر وزن PCR :Mتوسط phtEشناسایی ژن . 6شکل 
Nیی از نتایج مثبت،هاونهبیانگر نم5و 1،2،3،4،9مولکولی، شماره 

بیانگر نمونه کنترل مثبت (سویه استاندارد Sبیانگرکنترل منفی و 
)ATCC: 49619استرپتوکوکوس پنومونیه 

هــاي مــورد فراوانــی و توزیــع تجمعــی ژن3جــدول
دهـد.  هاي پنوموکوك نشان مـی مطالعه را در ایزوله

lytAشـود ژن  همان طوري که در جدول دیـده مـی  

کمترین فراوانی را بـه خـود   rrgAین فراوانی وبیشتر
ــد. تنهــا در اختصــاص داده ــه9ان ــه طــور % ایزول هــا ب

مــورد 8در هــا حضــور داشــتند.همزمــان همــه ژن
هیچکدام از ژنها جدا نشدند.

هاي هاي مورد مطالعه در ایزولهفراوانی و توزیع تجمعی ژن.3جدول
پنوموکوك

(%) nفراوانی

N = 43
زیع ژنهاالگوي تو

30 (70)lytA

26 (60)pspC

11 (25/5)rrgA

15 (35)phtD

17 (39/5)phtE

9 (20)phtD, phtE

22 (52)lytA, pspC

15 (35)lytA, phtD

9 (20)pspC, rrgA

16 (37/5)lytA, phtE

4 (9)pspC, lytA, rrgA, phtE, phtD

8 هیچکدام(18/5)
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بحث
23هاي نسـل اول پنوموکـوك در برگیرنـده    واکسن

هـاي کپسـولی ایـن بـاکتري     سروتیپ رایـج آنتـی ژن  
% مـوارد پاسـخ ایمنـی    60در هـا هستند. این واکسـن 

کند و در کودکان بدلیل محافظتی در بالغین ایجاد می
عدم بلوغ سیستم ایمنـی محافظـت قابـل قبـولی بـه      

پنوموك هاي]. نسل دوم واکسن18آورد [وجود نمی
هـاي  شامل انواع کونژوگه هستند که در آن آنتی ژن

ــولی ( ــی از   7کپسـ ــا بخشـ ــف) بـ ــروتیپ مختلـ سـ
اگزوتوکسین دیفتري کونژوگه شده است. این گـروه  

ها حفاظت قابل توجهی را در کودکان ایجاد از واکسن
]. با این وجود پنومونی پنوموکوکی هنوز 19[کنندمی

مـرگ و میـر در میـان    به عنوان یکی از عوامل مهـم  
ها در برنامه هایی که از این واکسنکودکان در کشور

شـود.  کننـد، محسـوب مـی   روتین خود اسـتفاده مـی  
هاي کپسولی تنهـا باعـث ایجـاد مصـونیت در     واکسن

شـوند.  هـاي موجـود در واکسـن مـی    برابر سروتیپ
ــه در    ــر اینک ــی ب ــود دارد مبن ــواهدي وج ــروزه ش ام

نوموکوك انجام شده است مناطقی که واکسیناسیون پ
هاي غیر واکسن شـیوع  هاي ناشی از سروتیپعفونت

هاي زیادي براي توسعه بیشتري پیدا کردند. لذا تلاش
هاي مسـتقل از سـروتیپ و بـر پایـه پـروتئین      واکسن

هاي سطحی نامزد مناسـبی  پروتئین.گیردصورت می
تـا  شوند.ها محسوب میبراي ساخت این نوع واکسن

هــا در عــداد زیــادي از ایــن نــوع پــروتئینبــه حــال ت
اند که در پروسـه اسـتقرار   پنوموکوك شناسایی شده

]. در این مطالعه 21و20شوند [باکتري بکار گرفته می
ــی ژن ــاي فراوان lytAو pspC ،rrgA ،phtD،phtEه

ــه  ــطح ایزول ــان در   در س ــده از کودک ــدا ش ــاي ج ه
شهرستان اردبیل مورد بررسی قرار گرفت.

PspC  هـاي سـطحی مهـم    به عنوان یکـی از پـروتئین
اي بـه عنـوان   پنوموکوك است که تحقیقات گسـترده 

نامزد واکسن روي آن صورت گرفته است. مطالعـات 
pspCهـاي فاقـد ژن   اند که موتانـت قبلی نشان داده

ــا ســویه هــاي اجــدادي خــود از شــدت در مقایســه ب

هاي حیوانی برخوردارند.زایی کمتري در مدلبیماري
همچنین نشـان داده شـده اسـت کـه ایمونیزاسـیون      

حفاظت قابـل قبـولی را در   PspCها با پروتئین موش
کند. این پروتئین به برابر عفونت پنوموکوکی ایجا می

هــاي نــوع اللیــک مختلــف در میــان ســویه11شــکل 
پنوموکوك وجود دارد. در این مطالعه ژن کد کننـده  

ورد مطالعــه هــاي مــ% ایزولــه60در PspCپــروتئین 
قبلی از دیگر نقـاط جهـان،   شناسایی شد. در مطالعات

% گـزارش شـده   100تـا  47میزان فراوانـی آن بـین   
است. 

هــاي ســطحی از جملــه دیگــر پــروتئینPhtخــانواده 
-هاي کد کننده آنپنوموکوك هست که فراوانی ژن

هاي مورد بحث در ایـن مطالعـه مـورد    ها در ایزوله
نوع 4در بر گیرنده Phtوادهبررسی قرار گرفت. خان

PhtA ،PhtB ،PhtD وPhtEــوالی ژن هــاي هســت. ت
phtهاي مختلف پنوموکوك بشدت در میان سروتیپ

ها نیز بعنوان ]. این پروتئین22محافظت شده هستند [
ــزین ــی از اده ــوب   یک ــوك محس ــم پنوموک ــاي مه ه

شوند. نشان داده شـده اسـت کـه ایمونیزاسـیون     می
PhtEو PhtA ،PhtBهـاي تئینها توسـط پـرو  موش

هــا در برابــر کلونیزاســیون، باعــث محافظــت مــوش
شـود  باکتریمی و سپسیس ناشـی از پنوموکـوك مـی   

ها در قالب ]. لذا رغبت زیادي براي استفاده از آن22[
هاي پنوموکوك وجـود دارد. در ایـن مطالعـه    واکسن

ــه5/39در phtE% و 35در phtDژن  ــا % ایزولــ هــ
هـا هـر دو ژن   % ایزولـه 20و تنهـا در  ردیابی شـدند 

phtDوphtE    وجود داشت. در مطالعـه مشـابه قبلـی
ســویه 107درآمریکـا نیـز نشـان داده شـده کـه در      

هـا داراي ژن  % سـویه 100پنوموکوك مورد مطالعـه  
phtD ها حاوي ژن% سویه97وphtE  .از 54بودنـد %
داشتند.phtژن خانواده 4ها هر سویه

در rrgAایــن مطالعــه فراوانــی ژن در بخــش دیگــر 
هاي پنوموکوك مورد مطالعه قرار گرفت. این ایزوله

ــد   ــده زیرواح ــد کنن ــوك RrgAژن ک ــی پنوموک پیل
-واحد رشـته باشد. پیلی در پنوموکوك از سه زیرمی
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) تشکیل شده است. از میان RrgCوRrgB،RrgAاي (
تري در اتصال باکتري نفش مهمRrgAواحد آنها زیر

هـایی کـه   هاي اپیتلیال دارد بطوریکه موتانتسلولبه
قــدرت عفونــت زایــی قــادر بــه تولیــد آن نیســتند از

هاي اجدادي برخوردارنـد  تري در مقایسه با سویهکم
% 5/25]. نتــایج ایــن مطالعــه نشــان داد کــه تنهــا  23[

بودنـد. در مطالعـه مشـابه    rrgAها حـاوي ژن ایزوله
ــن ژن در   ــري ای ــه27دیگ ــاي% ایزول ــوكه پنوموک

].24[شده بود شناسایی
هـاي  آخرین پروتئینی که ژن کد کننده آن در ایزوله

مورد بحث در ایـن مطالعـه بررسـی شـد، پـروتئین      
LytA  .بـودLytA چـه نقـش ادهزینـی نــدارد و    اگـر

بطور مستقیم در پاتوژنز اسـترپتوکوکوس پنومونیـه   
کند، ولـی از طریـق لیـز دیـواره سـلولی      دخالت نمی

زایـی ماننـد   هاي بیماريرها شدن دیگر فاکتورباعث
شـود. در ایـن   پنومولیزین از سیتوپلاسم بـاکتري مـی  

ــان  ــه از می ــوك 43مطالع ــه پنوموک ــورد 30ایزول م
بودند در یـک مطالعـه مشـابه    lytA%) حاوي ژن 70(

% گزارش شده است.45قبلی این میزان در حدود 

گیرينتیجه
ــا بطــور کلــی نتــایج ایــن مطالعــه ب  طــور هماهنــگ ب

ــدام از    ــه هیچک ــان داد ک ــی نش ــابه قبل ــات مش مطالع

ــه   ژن ــت در هم ــث بصــورت یکنواخ ــورد بح هــاي م
ها وجود نداشت. در این مطالعـه فراوانـی تـک    ایزوله

% بود. تنها 5/39تا 70هاي مورد مطالعه مابین تک ژن
ــه9در  ــر % ایزول ــا ه ــور  5ه ــه بط ــورد مطالع ژن م
ــا هم ــذا ب ــه قــدرت زمــان وجــود داشــت. ل توجــه ب

هـا در  یکنواخـت آن زایی متفاوت و توزیـع غیـر   ایمنی
ــه ــان ایزول ــورتیمی ــا، در ص ــد  ه ــرار باش ــر ق ــه اگ ک

ها بعنـوان واکسـن مـورد    محصولات پروتئینی این ژن
استفاده قرار گیرند، جهت افـزایش پوشـش واکسـن،    

ها در قالب واکسن اي از این پروتئینبایستی مجموعه
ار گیرند. نتایج مطالعـات قبلـی نیـز   مورد استفاده قر

ــا       ــیون ب ــه ایمونیزاس ــت ک ــب اس ــن مطل ــد ای موی
ــه ــروتئینمجموع ــوك  اي از پ ــطحی پنوموک ــاي س ه

کنند.مصونیت بهتري ایجاد می

تشکر و قدردانی
مقاله حاضر حاصل بخشـی از نتـایج پایـان نامـه دوره     

ــوژي -کارشناســی ارشــد زیســت شناســی میکروبیول
از همکـاري  باشـد و محققـین  مـی معصومه پرویـزي 

سازمان بهزیسـتی اردبیـل، بخـش میکـروب شناسـی      
شناسی میکروبدانشگاه علوم پزشکی اردبیل و بخش 

.دارندانستیتو پاستور ایران کمال تشکر را 

References
1- Jedrzejas MJ. Unveiling molecular mechanisms of bacterial surface proteins: Streptococcus
pneumoniae as a model organism for structural studies. Cell Mol Life Sci. 2007 Nov; 64(7): 799-822.
2- Mitchell AM, Mitchell TJ. Streptococcus pneumoniae: virulence factors and variation. Clin
Microbiol Infect. 2010 May; 16(5):411-8.
3- Jensch I, Gamez G, Rothe M, Ebert S, Fulde M, Somplatzki D, et al. PavB is a surface-exposed
adhesin of Streptococcus pneumoniae contributing to nasopharyngeal colonization and airways
infections. Mol Microbial. 2010 Jul;77(1):22-43.
4- Azzari C, Moriondo M, Indolfi G, Massai C, Becciolini L, de Martino M, et al. Molecular detection
methods and serotyping performed directly on clinical samples improve diagnostic sensitivity and
reveal increased incidence of invasive disease by Streptococcus pneumoniae in Italian children. J Med
Microbiol. 2008 Oct;57(Pt 10):1205-12.
5- Bogaert D, Hermans PW, Boelens H, Sluijter M, Luijendijk A, Rumke HC, et al. Epidemiology of
nasopharyngeal carriage of Neisseria meningitidis in healthy Dutch children. Clin Infect Dis. 2005
Mar 15;40(6):899-902.

 [
 D

ow
nl

oa
de

d 
fr

om
 ja

ru
m

s.
ar

um
s.

ac
.ir

 o
n 

20
24

-0
7-

16
 ]

 

                             9 / 10

https://jarums.arums.ac.ir/article-1-1167-fa.html


1395سوم، پاییز شمارهشانزدهم، دوره مجله دانشگاه علوم پزشکی اردبیل260

6- Bogaert D, De Groot R, Hermans PW. Streptococcus pneumoniae colonization: the key to
pneumococcal disease.Lancet Infect Dis. 2004 Mar;4(4):144-54.
7- Cakan G, Turkoz M, Turan T, Ahmed K, Nagatake T. S-carboxymethylcysteine inhibits the
attachment of Streptococcus pneumoniae to human pharyngeal epithelial cells. Microb Pathog. 2003
Jun; 34(6):261-5.
8- Butler JC, Shapiro ED, Carlone GM. Pneumococcal vaccines: history, current status and future
directions. Am J Med. 1999 Jul 26;107(1A):69S-76S.
9- Van de Vooren K, Duranti S, Curto A, Garattin L. Cost effectiveness of the new pneumococcal
vaccines: a systematic review of European studies. Pharmacoeconomics. 2014 Jan;32(1):29-45.
10- Veenhoven R, Bogaert D, Uiterwaal C, Brouwer C, Kiezebrink H, Bruin J, et al. Effect of
conjugate pneumococcal vaccine followed by polysaccharide pneumococcal vaccine on recurrent
acute otitis media: a randomised study. Lancet. 2003 Jun 28;361(9376):2189-95.
11- Wessels E, Schelfaut JJ, Bernards AT, Claas EC. Evaluation of several biochemical and molecular
techniques for identification of Streptococcus pneumoniae and detection in respiratory samples. J Clin
Microbiol. 2012 Apr;50(4):1171-7.
12-Mousavi SF,Nobari S,Ramati Ghezelgeh F,Lyriai H. Serotyping of Streptococcus pneumoniae
isolated from Tehran by multiplex pcr: are serotypes of clinical and carrier isolates identical. Iran J
Microbiol. 2013 Mar; 5(1):220-226.
13- Ronda C, García JL, García E, Sánchez-Puelles JM, Lópe R. Biological role of the pneumococcal
amidase. Cloning of the lytA gene in Streptococcus pneumoniae. Eur J Biochem. 1987 May;
164(3):621-624.
14- Iannelli F, Oggioni MR, Pozzi G. Allelic variation in the highly polymorphic locus pspC of
Streptococcus pneumoniae. Gene. 2002 Feb 6; 284(2):63-71.
15- Adamou JE, Heinrichs JH, Erwin AL, Walsh W, Gayle T, Dormitzer M, et al. Identification and
characterization of novel family of pneumococcal protein that are protective against sepsis. Infect
Immun. 2001 Feb; 69(2): 949-958.
16- Pai R, Gertz RE, Beall B. Sequential multiplex PCR approach for determining capsular serotypes
of S. pneumoniae isolated. J Clin Microbiol. 2006 Jun;44(1):124-131.
17- Iannelli F , Chiavolini D, Ricci S. Pneumococcal surface protein C contributes to sepsis caused by
Steptococcus pneumoniae in mice. Infect Immun. 2004 May;72(5):3077-80.
18- Ogunniyi AD, Folland RL, Briles DE, Hollingshead SK, Paton JC. Immunization of mice with
combination of pneumococcal virulence protein elicits enhanced protection against challenge with
Steptococcus pneumoniae. Infect Immun. 2000 May;68(5):3028-33.
19- Ogunniyi AD, Grabowicz M, Briles DE, Cook J, Paton JC. Development of a vaccine against
invasive pneumococcal disease based on combination of virulence proteins of Streptococcus
pneumoniae. Infect Immun. 2007 Jan; 75(1):350-7.
20- Suzuki N, Yuyama M, Maeda S, Ogawa H, Mashiko K, Kiyoura Y. Genotypic identification of
presumptive Streptococcus pneumoniae by PCR using four genes highly specific for S. pneumoniae. J
Med Microbiol. 2006 Jun;55(Pt 6):709-14.
21- Jedrzejas M. Pneumococcal virulence factors: structure and function. Microbiol Mol Biol Rev.
2001 Jun; 65(2):187-207.
22- Khan MN, Pichichero ME. Vaccine candidates PhtD and PhtE of Streptococcus pneumoniae are
adhesins that elicit functional antibodies in humans. Vaccine. 2012 Apr 16;30(18):2900-7.
23- Rioux S, Neyt C, Di Paolo E , Turpin L, Charland N, Labbé S, et al. Transcriptional regulation
occurrence and putative role of the Pht family of Streptococcus pneumoniae. Microbiology. 2011
Feb;157(Pt 2):336-48.
24- Nelson AL, Rise J, Bagnoli F, Dahlberg S, Fälker S, Rounioja S, et al. RrgA is a pilus-associated
adhesion in Streptococcus pneumoniae. Mol Microbial. 2007 Oct; 66(2): 329-340.

 [
 D

ow
nl

oa
de

d 
fr

om
 ja

ru
m

s.
ar

um
s.

ac
.ir

 o
n 

20
24

-0
7-

16
 ]

 

Powered by TCPDF (www.tcpdf.org)

                            10 / 10

https://jarums.arums.ac.ir/article-1-1167-fa.html
http://www.tcpdf.org

