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 چکیده    
عمدتا )  وژنزاسترپتوکوکوس پی (Aشناسایی سویه هاي استرپتوکوکوس گروه:  زمینه و هدف       

بوده وبر این اساس سروتایپ هاي MوTبرپایه روشهاي سرولوژیک ، مبتنی برآنتی ژن هاي سطحی 
 جایگزین emmبدنبال آن تعیین توالی انتهاي آمینی ژن . مختلفی از سراسر جهان گزارش شده است

هدف . ه است در سراسر جهان شناخته شدemm تیپ 150روشهاي قدیمی تر شده و براین اساس بیش از
 دربین جدایه هاي حلقی حاصل از گلودرد هاي چرکی و همچنین emmاین مطالعه تعیین شیوع تیپ هاي 

 .  می باشد90-89الگوي مقاومت آنتی بیوتیکی آنها درمناطق غربی استان مازندران طی سالهاي 

ننده به مراکز  جدایه از حلق افراد مبتلا به گلودرد هاي چرکی مراجعه ک50: روش بررسی      
بیمارستانی مستقر در شمال ایران شامل بیمارستانهاي شهید رجایی تنکابن، امام سجاد رامسر و طالقانی 

 به روش کشت در محیط آگار خوندار، آزمایش حساسیت به باسیتراسین، 90-89چالوس طی سالهاي 
حساسیت آنتی .  شدند و همچنین اگلوتیناسیون توسط آنتی سرم هاي اختصاصی شناساییPYRآزمون 

بیوتیکی جدایه ها با استفاده از دیسک هاي خریداري شده از شرکت پادتن طب ایران، توسط روش کربی 
ارزیابی مکانیسم مقاومت به .  انجام گرفتCLSIبائر و تجزیه وتحلیل آن بوسیله جدول استاندارد 

 .یندامایسین انجام شداریترومایسین توسط روش مضاعف دیسکی در حضور اریترومایسین و کل

 آنها توسط شرکت ماکروژن کره تعیین توالی شده و PCR همه جدایه ها تکثیر و محصولات emm ژن
مرکز ملی اطلاعات بیوتکنولوژي ،قابل دسترسی در پایگاه  (BLAST2.0با استفاده از برنامه 

WWW.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST) ( توالی هاي ژنهاي مورد نظر با توالی هاي منتشره در بانک
  .  مقایسه شدندemmژنی ، جهت تعیین تیپ 

%) 52 مورد، 26( فراوانترین بودهemm5از میان آنها .  شناسایی شدemmتیپ مختلف 4: ها یافته      
%) 12 مورد، 6 (کسان  با فراوانی یemm86  وemm79و %) 24 مورد، emm12) 12وبدنبال آن 

دند، در همه آنتی بیوتیک هاي داراي حلقه بتا لاکتام اثر مهاري بر ایزوله ها نشان دا. حضور داشتند
 cMLSBشایع ترین فنوتیپ مقاوم  . مقاوم به اریترومایسین بودند)  مورد9(از جدایه ها % 18صورتیکه 

 iMLSBدر هیچکدام از جدایه ها فنوتیپ بوده، درحالیکه ) 33,3 (%Mوبدنبال آن فنوتیپ ) 66,6(%
 .مقاوم به کلیندا مایسین بودند)  12(% مورد از جدایه ها6. مشاهده نشد

 جدا شده ازموارد حلقی، نسبت به emmنتایج حاصل حضور متفاوتی ازتیپ هاي  : نتیجه گیري        
که در گزارشات قبلی ذکر  درفارنژیت emm86دهد، وجود تیپ  جدایه هاي  سایر نقاط جهان نشان می

وجود مقاومت آنتی بیوتیکی به اریترومایسین  از یافته هاي ارزشمند این . نشده است حائز اهمیت میباشد
 .تحقیق می باشد

  iMLSB ، cMLSB، اریترومایسین ، emm استرپتوکوکوس پیوژنز ،تیپ : واژه هاي کلیدي

 

 : آدرس مقاله
 و فنوتیپ هاي مقاومت به اریترومایسین در emmفراوانی تیپ  ". جعفرپور م، ناظمی ع ،  میرزایی ا ، فرزامی حق ر 

مجله علوم آزمایشگاهی پاییز و زمستان ، . " جدا شده ازگلودرد هاي چرکی درغرب استان مازندرانAاسترپتوکوکهاي گروه 
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  مقدمه
یکی )  کوکوس پیوژنزاسترپتو(Aاسترپتوکوکوس گروه      

از عوامل واگیري ومرگ ومیر در بسیاري ازنقاط جهان می 
در کشورهاي توسعه یافته فرم حاد وتهاجمی ). 1(باشد 

بیماري و التهاب حلق از مهمترین مشکلات بهداشت جامعه 
می باشند، در حالیکه درکشورهاي کمتر توسعه یافته، تب 

ریت استرپتوکوکی روماتیسمی ، فرم تهاجمی و گلومرولونف
همراه با عفونت هاي پوستی عمده ترین اشکال بیماري را 

درگذشته شناسایی سویه هاي باکتري ). 2(تشکیل می دهند
برپایه روشهاي سرولوژیک ، مبتنی برآنتی ژن هاي سطحی 

MوT بوده و بر این اساس سروتایپ هاي مختلفی از سراسر 
 ). 3(جهان گزارش شده است 

ژن کد  (emm تعیین توالی انتهاي آمینی ژن در سالهاي بعد
جایگزین روشهاي قدیمی تر شده و ) Mکننده پروتئین 

معایبی همانند دسترسی محدود به آنتی بادي هاي تعیین 
کننده تیپ و مشکلات تفسیر نتایج را برطرف کرده 

علاوه براین مزایایی همانند ارزان بودن، به آسانی ) 4(است
 تعداد زیاد نمونه، حساسیت و اجراء شدن حتی برروي

اختصاصیت بالاي آزمایش و تکرارپذیري آن نیز از توانایی 
این آنتی ژن پروتئینی . هاي این روش محسوب می گردد

یکی از مهمترین مارکرهاي اپیدمیو ایمونولوژیک جهت 
در این .  می باشدAتعیین مشخصات استرپتوکوکوس گروه 

حفظ شده قسمت  یداروش با استفاده از دو پرایمر شد
تعیین ) bp5000-3000( تکثیر میگرددemmبزرگی از ژن 

 نوکلئوتید 150 براساس ارزیابی emmتیپ و تحت تیپ 
 Mاسید آمینه انتهاي آمینی پروتئین  50قابل تغییر کد کننده 

 در سراسر emm تیپ 150براین اساس بیش از. می باشد
  .جهان شناخته شده است

 درخصوص همه گیري شناسی اطلاعات اندکی      
 Aمولکولی وحساسیت آنتی بیوتیکی استرپتوکوکوس گروه

هدف این مطالعه تعیین شیوع تیپ . در ایران وجود دارد 
 دربین جدایه هاي حلقی حاصل از گلودرد هاي emmهاي 

 90-89چرکی درمناطق غربی استان مازندران طی سالهاي 
تی بیوتیکی جدایه می باشد و علاوه براین الگوي مقاومت آن

  .ها به آنتی بیوتیک هاي مشخصی تعیین شد
  

 روش بررسی 
  Aجداسازي وشناسایی استرپتوکوکوس گروه        

 بیمار مبتلا به گلودرد هاي چرکی 167 جدایه حلقی از50
مراجعه کننده به مراکز بیمارستانی مستقر در شمال غرب 

 امام سجاد ایران شامل بیمارستانهاي شهید رجایی تنکابن،
 شناسایی 90-89رامسر و طالقانی چالوس طی سالهاي 

تمام این نمونه ها بروي محیط آگار خوندار . شدند
  PYRهمولیزبتا داشته، آزمایش حساسیت به باسیتراسین و

مثبت بوده و با آنتی )  ساخت کشور سوئیس Fluckaکیت(
 اگلوتینه Aسرم هاي اختصاصی استرپتوکوکوس گروه 

  .شدند
  رسی حساسیت آنتی بیوتیکیبر

بررسی حساسیت آنتی بیـوتیکی، بـا اسـتفاده از دیـسک                  
هــاي  پنــی ســیلین، آموکــسی ســیلین، اریترومایــسین، آمپــی 
سیلین، سفکسیم، وانکومایـسین و کلیندامایـسین  خریـداري          

توسط  روش کربی بـایر      )  ایران -پادتن طب (شده ازشرکت   
از دیسک ها با توجه به      هاله هاي اطراف هر یک      . انجام شد 

بـه علـت اهمیـت       . ، بررسـی گردیـد    CLSIجدول استاندارد   
ــراد       ــیلین دراف ــی س ــاي پن ــه ج ــسین ب ــتفاده از اریترومای اس

ــسین  )6(حــساس ــه اریترومای ــسم مقاومــت ب ــابی مکانی ، ارزی
) gµ15(بـا دیـسک هـاي       ) 7(توسط روش مضاعف دیسکی   

 کنـار   mm 20کلیندامایسین به فاصله    )µg 2(اریترومایسین و   
 درجــه  35هــم، درمحــیط آگــار خونــدار، بــا انکوباســیون 

  . انجام گرفتCO2 5%و  یک شبسیلیسوس 
اس به ـسـن و حـسیـجدایه هاي مقاوم به اریترومای      
ت کنند گی ـمانعـه مـقــطــنـه مـن کــیـســایـدامـنــیـلـک

  iMLSB پـــیـــوتــنــ ف ده،ــم شــیــخـت و ضـفـلـآن ک
inducible Macrolid,Lincosamide,StreptograminB)(  

جدایه هاي مقاوم به هر دوآنتی بیوتیک فوق الذکر فنوتیـپ         
cMLSB;) Lincosamide,StreptograminB constitutive    

Macrolid,(جدایه هاي مقاوم به اریترومایـسین وحـساس     و
به کلیندامایسین که منطقه ممانعـت کننـد گـی آن کلفـت و              

 رانـشان مـی   M) (macrolid effluxیست ، فنوتیـپ  ضخیم ن
  .دهند 

  

  
  

  ... و فنوتیپ هاي مقاومت به اریترومایسینemmفراوانی تیپ  /16



مصطفی جعفرپورو همکاران .   

  1390ییز و زمستان پا) 2هشمار (پنجممجله علوم آزمایشگاهی، دوره 
 

  
  

  emmتکثیر ژن 
برداشت مقدار مناسبی ازباکتري مثبت در آزمایشات    

و تهیه سوسپانسیون سلولی ) یک لوپ کامل (بیوشیمیایی  
، قراردادن میکروتیوپ هاي lµ300  NaCl% 085/0در 

یفوژ  دقیقه، سانتر15 به مدت ºC70 حاوي باکتري در
و )  در دقیقهrpm 14000(میکروتیوپ ها با ماکزیمم سرعت

دور ریختن مایع رویی، سوسپانسیون مجدد رسوب سلولی 
) pH 8 و EDTA  mM 1 وTE )mM Tris 10 بافرlµ50در

 lµ2و ) ml/3000units( موتانولیزین  lµ10و 

به مدت   C  37هیالورونیداز، انکوباسیون میکروتیوب ها در
 10 به مدت C 100راردادن میکروتیوپ ها در دقیقه، ق30

 استخراج شده با استفاده از پرایمر DNA از lµ5سپس . دقیقه
 و مطابق برنامه زمانی و دمائی  emmهاي اختصاصی ژن 

  ).5(امپلیفیه شدند  و همکارانMontesپیشنهادي 
1)TATT(C/G)GCTTAGAAAATTAA 
2) GCAAGTTCTTCAGCTTGTTT 

  emm تیپ بندي توالی هاي

توسـط   1 با اسـتفاده ازپرایمـر شـماره    PCR      محصولات 
ــدند   ــوالی شـ ــره تعیـــین تـ ــاکروژن کـ ــه . شـــرکت مـ برنامـ

BLAST2.0)    ــل ــوژي ،قاب ــات بیوتکنول ــی اطلاع مرکــز مل
ــاه   ــی در پایگ  )(www.ncbi.nlm.nih.gov/BLASTدسترس

 با توالی هـاي منتـشرشده در   DNAی هاي   جهت مقایسه توال  
  جهت  تعیین تیپ و . بانک ژنی مورد استفاده قرار گرفت

  

  
  

 باز اولیه حاصـل از تکثیـر پرایمـر    240تحت تیپ ، حداقل 

در جایگـاه اختـصاصی پـیش فـرض تیـپ      emm sec 2 یا 1
 وارد  تـوالی ) 180/180(جستجو شـد، بـدنبال تطـابق کامـل     

صی تیپ و یا شباهت کامـل بازهـاي   شده با داده هاي اختصا 
 ، سـویه   1-30و یـا کمتـر در بازهـاي     3 با اختلاف 180-31

 .وتحت سویه مشخص گردید

 یافته ها
ایزولــه بخــوبی تعیــین تــوالی شــده و همــه آنهــا در  50        

. ، شـباهت داشـتند   emmتجزیه و تحلیـل تـوالی یـابی ناحیـه           
 26 در emm5از میــان آنهــا . تیــپ مختلــف شناســایی شــد4

و فراوانترین تیپ بـود و بـدنبال آن    %) 52(مورد شناسائی شد  
emm12 ــا ــورد12 بـ ــا emm86   وmm79و %) 24( مـ  بـ

شناســـائی %) 12 هـــر کــدام  ( مــورد  6فراوانــی یکـــسان  
  ).1جدول(شدند
همه آنتی بیوتیک هاي داراي حلقه بتا لاکتام ، از رشـد             

از جدایه % 18صورتیکه جدایه هاي فوق ممانعت کردند، در 
ــد  ) 50 از9(هــا  ــه اریترومایــسین بودن ــرین . مقــاوم ب شــایع ت

 Mو بــدنبال آن فنوتیــپ ) cMLSB%)66,6فنوتیــپ مقــاوم  
بــوده، درحالیکــه هیچکــدام از جدایــه هــا فنوتیــپ ) 33,3(%

iMLSBجدایــه مقــاوم بــه 9مــورد از  3 . را نــشان ندادنــد 
ــسین  ــسین ) 33,3(%اریترمایــ ــدا مایــ ــه کلینــ ــساس بــ  حــ

    ).2جدول(بودند

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  جدایه هاي استرپتوکوکوس پیوژنز در شمال ایرانemmتوزیع تیپ هاي مختلف  : 1جدول 

 
 ایزوله ها)درصد(تعداد  emmتیپ 

5 26)52(% 

12 12)24(% 

79 6)12(% 

86 6)12(% 
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 بحث 
 emm      مطالعات همه گیري شناسی  توزیع تیپ هاي 

 درکشور و یا ناحیه خاصی ازآن بواسطه Aاسترپتوکوکوس گروه 
 رخ Aتغییراتی که درهمه گیري شناسی استرپتوکوکوس گروه 

 داده هاي می دهد ، اهمیت زیادي پیدا کرده است، علاوه براین
حاصل از این مطالعات، جهت ساخت وتوسعه واکسن چند 

 Aظرفیتی براي پیشگیري ازعفونتهاي استرپتوکوکی گروه 
  )8(ضروري می باشد

  emm       مشخص شده که روش مبتنی برتعیین توالی ژن
ازویژگی وصحت بالایی جهت تیپ بندي استرپتوکوکوس گروه 

Aدر خصوص همه گیري مطالعه اي) 4( برخوردار می باشد 
 درایران گزارش نشده Aشناسی مولکولی استرپتوکوکوس گروه 

است ولی درمطالعه مشابه اي در برزیل برروي نمونه هاي دهانی 
  وemm22حلقی، برجسته ترین تیپ هاي شناخته شده 

emm14(بوده ،که با نتایج حاصل از مطالعه ما متفاوت می باشد( 
ز مطالعات ما اختلافات آشکاري را با علاوه بر این نتایج حاصل ا

بطوریکه . نتایج گزارش شده درسایر نقاط جهان نشان میدهد
شایع ترین تیپ هاي گزارش شده از موارد حلقی در قاره آسیا به 

، emm75، درقاره آفریقا emm75 وemm12 وemm44ترتیب 
emm12و  emm3 و درکشورهاي پیشرفته اقتصادي emm12 

 emm12 وemm1رآمریکاي لاتین  ، دemm4 وemm1و
 emm 5 ، دراسترالیا ونواحی پاسیفیک emm22 وemm3و
 emm12 وemm1 ودرکشورهاي شرق میانه emm9 وemm11و

 دراین مطالعه شاخص ترین تیپ هاي (11 ,10 ,2)می باشند
   وemm79 وemm12 وemm5 شناخته شده به ترتیب

emm86بودند، که mm12ن وجود دارد تقریبا در اکثر نقاط جها  
  
  
 

 
  
  
  
  
  
  
  

  

 در نواحی استرالیا و اقیانوسیه داراي شیوع بالائی می 5و تیپ 
ازویژگی هاي برجسته این مطالعه حضور سروتیپ  . باشد

emm86 ازموارد فارنژیت بوده که در هیچکدام ازمطالعات مشابه 
  . انجام شده در سایر نقاط دنیا گزارش نشده است

ی بیوتیکی یکی ازمهمترین معضلات در          مقاومت آنت
  خوشبختانه در طی . مدیریت مبتلایان به بیماري هاي عفونی است

هفت دهه اخیر حساسیت این باکتري به پنی سیلین، بدون هیچ 
ولی افزایش ) 13(گونه علت شناخته شده اي تغییر نکرده است

مقاومت دارویی به اریترومایسین درسه دهه گذشته افزایش چشم 
مطابقت دارد ) موارد% 18(که با مطالعه ما ) 7(گیري داشته است

واین امر شاید به دلیل مصرف بی رویه ونابجاي این آنتی بیوتیک 
  .باشد

 نتیجه گیري
      به عنوان یک نتیجه گیري کلی، یافته هاي این تحقیق اولین 

 جدا شده از موارد Aگزارش تیپ بندي استرپتوکوکوس گروه 
 استان مازندران ،کشورایران است که حضور حلقی درغرب

را نشان ) تیپA)4جمعیت نامتجانسی از استرپتوکوکوس گروه 
 این باکتري emm86می دهد که از میان آنها پدیدار شدن تیپ 
  .از نمونه هاي حلقی داراي اهمیت می باشد

  
  
  
  
  
  
  
  
  

  

 تعیین فنوتیپ هاي مقاومت به اریترومایسین در نمونه هاي استرپتوکوکوس پیوژنز جدا شده از بیماران در شمال ایران: 2جدول 

 
 )مورد9(فنوتیپ مقاومت به اریترومایسین ) ایزوله50(کل جدایه ها

    
 M cMLSB iMLSB فنوتیپ 

 3  
 )حساس به کلیندامایسین(

6  
 )اوم به کلیندامایسینمق(

0 

 

 /18 ... و فنوتیپ هاي مقاومت به اریترومایسین emm فراوانی تیپ
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