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153 1385  پاييز،3ماره، ش9مجله علوم پايه پزشكي ايران، جلد                                                                                           

  ارزيابي آزمون هاي بيوشيميايي در تشخيص استرپتوكوك پيوژنز
  

  دكتر نيكو نيك نفس4 دكتر محمد حسين داعي پاريزي، 3دكتر باقر بحريني،2 ،دكتر زهرا اسلامي نژاد1*
  

  چكيده
  

  هدف
  بـاكتري    ايـشگاهي ايـن   زمآتـداول تـرين روش تـشخيص        كماكـان م  كـشت ميكروبـي     . اسـت استرپتوكوك پيوژنز يكي از مهاجم ترين پـاتوژن هـا           

  دارند از روش هاي تشخيصي متفاوتي در اين زمينه استفاده اختيار برحسب تسهيلاتي كه در  هاي باليني، آزمايشگاهكاركنان .  شودمي  محسوب 
  . اند مورد ارزيابي و مقايسه قرار گرفته معمول ترين روش هادر اين مطالعه. مي نمايند

  مواد و روش كار
  از نظـر تـوان و شـدت همـوليز، حـساسيت بـه باسـي تراسـين        ،ترپتوكوك بتاهموليتيك، جمع آوري شده از كانون هاي عفوني متفاوت سويه اس  159

(BC) حساسيت به كوتريموكسازول ، (SXT) ووگس پروسكوئر، آزمون   (VP)بتـا  - پيروليدونيل پايه آزمون  بر . ندمورد بررسي قرار گرفت -- 
  .آزمون هاي فوق محاسبه گرديد منفي و حساسيت  هر يك از ، مثبت پيشگويي  زش  ار، PYR) (نفتيل آميد

  نتايج
  درصـد و در      89 و   89،  75رپتوكوك پيوژنز در محيط كشت حاوي خـون گوسـفند بـه ترتيـب               تارزش پيشگويي مثبت، منفي و حساسيت هموليز اس       

 VP  57  ، 89 آزمون   ،      درصد 89 و   70،  52   ترتيب  به   معيارهاي مذكور    ، BCدر مورد آزمون     . درصد بود  53  و 89،  76خون انسان   محيط كشت حاوي    
  . نشان داد آزمايشگاهي استرپتوكوك پيوژنز تشخيص كاربردي را در  كمترين ارزشدرصد، 63 و 47، 49 با SXT  آزمون  و در نهايتدرصد 94و 

  نتيجه گيري
در صورتي كـه امكـان اسـتفاده از    . ز در ميان استرپتوكوك هاي بتا هموليتيك است     تشخيصي استرپتوكوك پيوژن     مستدل ترين روش   PYR آزمون

ارزش % 89احتمـال   بـا    ≤ mm 10 قطـر  به اضـافه حـساسيت بـه باسـي تراسـين بـا        ≤ mm 3اين آزمون نباشد، مجموع دو مشخصه هموليز با قطر 
 خـون  محـيط كـشت حـاوي    يز قـوي در مـستدل و معـادل همـول    نسان، فعاليت هموليتيك اين باكتري در محيط كشت حاوي خون ا        . تشخيصي دارد 

زمينـه  در  SXT  آزمـون  اسـتفاده از  امـا . تشخيص داده شـد در رد اين باكتري مناسب% 89 با احتمال  VPآزموننتيجه مثبت  .به دست آمدگوسفند 
  .ي نشان دادمحدودارزش تشخيص استرپتوكوك پيوژنز 

  
  .باسيتراسين، كوتريموكسازول، ووگس پروسكوئر   تشخيص آزمايشگاهي، هموليز،استرپتوكوك پيوژنز،: كلمات كليدي

                                                 
   گروه ميكروب شناسي، دانشكده پزشكي افضلي پور كرمان-1
  z_eslaminejad@kmu.ac.ir ، 0341-3221665 :تلفن  نويسنده مسئول،  *
  گوش، حلق و بيني پزشك متخصص -2
   مركز آموزشي درماني افضلي پور كرمان،ان استاد گروه كودك-3
  آموزشي درماني افضلي پور  مركز، دستيار تخصصي گروه كودكان-4
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  مقدمه
به دليل دارا بودن فاكتور هاي متعددي كه مي توانـد در ويـرولان              

ــي     ــوژنز يك ــترپتوكوك پي ــد، اس ــته باش ــت داش ــاكتري دخال    ازب
 دهـه گذشـته   در   .)1( مهاجم ترين پاتوژن ها محسوب مـي گـردد        

يافتـه   عفونت هاي ناشي از اين باكتري افـزايش          به دلايل ناشناخته  
ــاكتريآدر راه تــشخيص ). 2( اســت كــشت  ،زمايــشگاهي ايــن ب

ــانميكروبـــي  ــوان همچنـ ــه عنـ ــيا " بـ ــتاندارد طلايـ   تلقـــي  "سـ
) 4(  اسـترپتوكوك هـا از ابتـدا        و تفكيـك    بررسي  اما )3( شود   مي

تـشخيص   .بـا پيچيـدگي هـايي همـراه بـوده اسـت           ) 6،  5(تاكنون  
 و سـاير اسـترپتوكوك هـايي        اهي  استرپتوكوك پيـوژنز    آزمايشگ

 نمـودار    به صورت سـنتي بـر اسـاس        كه از نظر باليني مهم هستند،       
در سال هاي اخير آزمايش هاي ديگري بـه          .صورت مي گيرد  زير

 كاركنــــان .)8، 7(ه اســــت  اضــــافه گرديــــدهــــاروش ايــــن 
 كـه در دسـترس دارنـد،       بر اساس تسهيلاتي     بالينيآزمايشگاههاي  

 مطالعـه  در. استفاده مي نماينـد   اين زمينه    در    متفاوتي از روش هاي  
  .حاضر اين روش ها مورد ارزيابي آماري قرار گرفته اند

  

  مواد و روش ها
 كوك بتا هموليتيكواسترپت 159مجموعا   :سويه هاي باكتري

  انمار نمونه ترشحات حلق بي 625 جدا شده از  سويه 152شامل 
 از سويه 1بزرگسال و خردسال با علائم باليني فارنژيت به اضافه 

 عفوني  از كانون هايسويه 3، از كشت خونسويه  1 مايع مفصل،
اهدايي از انستيتو ، وكوك پيوژنزت استرپ M 3 و1M  سويه2 دندان و

  .پاستور ايران  مورد بررسي قرار گرفتند
  حـيط كـشت پايـه      كـشت اوليـه در م      :آزمايش هـاي تشخيـصي     
اـوي خـون گوسـفند   )  آلمان-مرك (  SBA  (sheep blood agar) ح

 خـون   بـا     پايـه   محـيط كـشت     همان تكرار كشت در   .)9 (انجام شد 
 . صـورت پـذيرفت    BHB (banked human blood) انـسان 

 (stab) خنجـري   گـستردگي در سـطح و  بـه روش   كشت نمونه ها
ــد )9( ــام شـ ــاي كـــشت . انجـ ــيط هـ ــه مـــدت محـ ــ48 بـ   اعت  سـ

ــاي در ــانتيگراد  35-37 دمـ ــه سـ ــ نگ   )CO2% 5-10( درجـ داري هـ
 بـه  ،كوكسي هـاي گـرم مثبـت كاتـالاز منفـي      . )10،  9،  8،  7(گرديد

 در  كـه  ا هر اندازه هموليز نوع بتـا بصورت زنجيره هاي كوتاه يا بلند       
 قـرار   مرحله بعـد ظاهر شده بودند مورد ارزيابي SBA محيط كشت

  .گرفتند
ــام  ــجهــت انج ــين   آزم ــه باســي تراس ــاي حــساسيت ب    BC ون ه

 SBA بــر روي محــيط كــشت خــالص شــده كــشت  پرگنــه 2-1
 -پـاد تـن طـب     ( BC  واحـدي  04/0 گسترده شد و ديـسك هـاي      

بر روي گستره بـاكتري  قـرار داده شـد و            با روش اسپتيك   ،)ايران
ــس از  ــيون  24پ ــاعت اينكوباس ــر حــس ،  س ــياسيت قط     و بررس

  آنهـا  BCآزمـون   قطر   هايي كه    يهسوحساسيت  .  شد اندازه گيري 
mm10 <    5/0معادل  (با استفاده از تهيه سوسپانسيون باكتري        بود 

  ). 11، 8، 7، 1(سنجيده شد مجددا )مك فارلند
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-پـادتن طـب   ( SXTبـه كـوتري موكـسازول     آزمون حـساسيت    
 ،از ديـسك هـاي آمـاده       و با استفاده     BC آزمون   ند همان ،)ايران

 - و مـستقيم   )8( مون از كـشت غلـيظ     در انجام اين آز   . انجام شد 
  ).1( استفاده شد  SBA  بر روي محيط كشت-بدون تهيه سوسپانسيون

مـورد  پرگنـه    3 -4 با كـشت   (VP) ووگس پروسكوئر    آزمون
 24بـه مـدت     )  آلمـان  -مـرك ( MRVPنظر در محـيط كـشت       

. معرف هاي پتاس و آلفـا نفتـول انجـام شـد           ساعت و استفاده از     
  ).10، 1( ه، مثبت تلقي گرديدايجاد حلقه قرمز  تير

 اسـتفاده   بـا ،)  امريكا-بكتون، ديكينسون(PYR   در نهايت
از كيت آماده و مطابق دستورالعمل مندرج در بروشـور ضـميمه            

 برداشت شده از كـشت تـازه  در شـرايط            پرگنه 5-6  .انجام شد 
اسپتيك بر روي كاغـذ هـاي مرطـوب شـده حـاوي سوبـستراي               

PYR   فرمع ـ قطـره    1-2 دقيقـه،    2از حدود    پس   . گسترده شد 
 از زرد   پرگنـه تغييـر رنـگ     . اضـافه گرديـد   متيل آمينوسـينامالدئيد    

   .بت بودن نتيجه آزمايش بودث نشانه مارغوانيخردلي به قرمز 
 بــا Aســترپتوكوك بتــا هموليتيـك گــروه   ا: اســتاندارديه سـو  

و  يش هـا  ا در تمـام آزم ـ    :ATCC 8668 و :PTCC 1447 شماره
 غير هموليتيـك  فيكـاليس بـا شـماره         ) انتروكوك(وك  استرپتوك

1237 PTCC:8213 و  NCTC:    به عنوان كنتـرل مثبـت آزمـون
PYRقرار گرفتنداستفاده   مورد.  

% 5/99-100 كـه حـساسيت و ويژگـي آن          PYRبر پايه آزمون    
ارزش  پيـشگويي     2×2از جـدول     اسـتفاده  و با ) 11(اعلام شده است    

  ).12(محاسبه شد 
PYR 

--  +  
  

    +  
  آزمايش ديگر  --    

  
  (positive predicted value) ارزش پيشگويي مثبت 

ppv=True positive/True positive + false positive     
  

   (negative predicted value) ارزش پيشگويي منفي
npv= True negative/True negative + false negative     

     
      (Sensitivity)حساسيت

 True positive + false negative sen=True positive/   

  تايجن
  اسـترپتوكوك بتـا   159 از مجمـوع     ،  PYRبر پايـه آزمـون          

 استرپتوكوك پيـوژنز تـشخيص      سويه 54 ،   هموليتيك جدا شده  
ــشگويي مثبــت، منفــي و  5-1 يجــدول هــا. داده شــد  ارزش پي

در حساسيت هـر يـك از مشخـصات فنوتيپيـك مـورد اسـتفاده               
بـه تفكيـك     PYR در مقابـل     تشخيص استرپتوكوك پيـوژنز را    

 مجمـوع دو مشخـصه همـوليز بتـا بـا            6در جدول   . نشان مي دهد  
در كـشور مـا   حساسيت به باسي تراسين كـه  +  ميلي متر≤ 3قطر  

 مـورد   ،بيش از بقيـه آزمـون هـا مـورد اسـتفاده قـرار مـي گيـرد                 
  . گرفته استارزيابي قرار

  
  ،PYR  آزمون وSBAويژگي هموليز در محيط  هم خواني دو :1جدول 

 )001/0 p <(، 89 %sen= ،  89%  npv=  ،75 %ppv=.  
PYR 

--  +  
  
  

16  48  +  

51  6  --  

  
mm 3 ≥   هموليزβ 

  خون گوسفند
  

  PYR و آزمون HBAهم خواني دو ويژگي هموليز در محيط : 2جدول
)001/0p <(، 53%sen=  ، 98%  npv=  ،76%ppv=.  

PYR  
--  +  

  
  

17  53  +  

50  1  --  

  
 *βهموليز 

  خون انسان
  با هر اندازه قطر*  
  

  PYRويژگي حساسيت به باسي تراسين و آزمون دو هم خواني : 3جدول
)06/0p= (،   89%=  sen ،  70 % npv= ،52%= ppv.  

PYR  
--  +  

  
  

44  48  +  
12  6  --  

  
mm10BC≥  
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  PYRو VPهم خواني دو آزمون :  4جدول
)001/0p= (، 94%sen=  ، 89 %npv=،  57%ppv=.  

PYR  
--  +  

  
  

38  51  +  
24  3  --  

  
VP  

  
  PYR و SXTهم خواني دو آزمون : 5جدول

)6/0 p=(، 63%sen=،  47% npv=  ،49%ppv=.  
PYR  

--  +  
  
  

36  34  +  
18  20  --  

  
SXT 

  
حساسيت به باسي تراسين و  و  هموليز هايهم خواني ويژگي: 6جدول 
PYR  

 78% sen= ،  82 % ppv= ، 89 % ppv=. 
PYR  

--  +  
 

5  42  +  mm3≥هموليزβ 

55  12  --  BC≥ ١٠ mm 

  
  بحث و نتيجه گيري

ــر اســاس    تفكيــك و دســته بنــدي اســترپتوكوك هــا كــه ب
مشخصات فنوتيپيك شامل نوع هموليز، آزمون هاي بيوشيميايي        

   )4( لانــسفيلد صــورت مــي گيــرد از ابتــداو الگــوي آنتــي ژنــي 
در . با مشكلات و پيچيدگي هايي همراه بـوده اسـت     ) 6(اكنون  ت

بـه  ، لانـسفيلد    Aهمتعلق بـه گـرو   اين ميان استرپتوكوك پيوژنز
  ســبب برخــورداري از قــدرت تهــاجم بيــشتر و ايجــاد عــوارض  

بر اساس تخمين مركـز     . غير عفوني مورد توجه خاص قرار دارد      
 مـورد بيمـاري     4500،  2004، در سـال     (CDC)بيماري هـا    كنترل  

 500عفوني ناشـي از ايـن بـاكتري در امريكـا روي داده اسـت كـه        
آنهـا منجـر بـه مـرگ        % 46 . است مورد با شوك سمي همراه بوده     

   .)13( است شده
 وجـوه   A براي استرپتوكوك گـروه      Maxted،  1953در سال   

واحدي  04/0تفكيكي هموليز نوع بتا و حساسيت  به باسي تراسين           
 فعاليـت همـوليز بـاكتري هـا در محـيط            ).11( را  پايه گذاري نمود    

ــود   ــي شـ ــنجيده مـ ــدار سـ ــشت خونـ ــه، . كـ ــن زمينـ در  در ايـ
 اســتفاده از خــون آزمايــشگاههاي تشخيــصي امريكــاي شــمالي 

  ). 14( مـورد پـذيرش قـرار گرفتـه اسـت          بدون فيبرين گوسـفند     
گي بـه   اگر چـه اسـتفاده ازخـون انـسان بـه سـبب احتمـال آلـود                

ميكروب هاي خوني و اثر ضد ميكروبـي  سـيترات و دكـستروز              
 امـا    )15،  14(نـشده اسـت   موجود در كيسه هاي خوني، پيشنهاد       

در كشورهاي در حال توسـعه بـه دليـل سـهولت تهيـه و ارزانـي                 
و همچنـين  (BHB) اضافي انسان در بانك خونقيمت، از خون 

 ه مـي گـردد    اسـتفاد   حيوانات ديگر مثل بز، خوك ، اسب      خون  
در تهيه محيط  BHB نيز به صورت وسيع از  در كشور ما. )14(

 در بررســي حاضــر فعاليــت . اســتفاده مــي شــودكــشت خونــدار
 HBA و   SBAهموليتيك استرپتوكوك هاي بتا هموليتيك در       

 ويژگـي همـوليز بتـاي         npvو    ppv 2 و   1جداول  . مقايسه شد 
   كــشت نــشان ايــن دو نــوع محــيطاســترپتوكوك پيــوژنز را در 

هموليز  يا  در اين بررسي هر دو شكل هموليز سطحي و        .مي دهد 
  نتايج اين جـداول بيـان      . در عمق محيط كشت در نظر گرفته شد       

ــا    در )≤mm2(  درشــتپرگنــهمــي دارد اگــر اســترپتوكوكي ب
 % 89باشد بـه احتمـال      ≤mm3 وليزهمقطر  ي  دارا SBAمحيط  

بــه بتــا نداشــت،  همــوليز HBAدر محــيط اســت و اگــر پيــوژنز 
ــال  ــست% 89احتمـ ــوژنز نيـ ــي در  51. پيـ ــورد بررسـ ــويه مـ  سـ

 )α′( همـوليز بتـاي ضـعيف    با كوچك پرگنهداراي   SBAمحيط
 ايـن ( اينها به باسيتراسين نيز حـساس بودنـد   %) 82(  42 كه   بودند

 HBAاما هموليز آنهـا در       )نتايج در جدول گنجانده نشده است     
 هموليز بتـاي ضـعيف در   ا لذ يا غير هموليتيك بود α به صورت

SBA     آزمايش   .  مي تواند گمراه كننده باشد PYR     نيـز پيـوژنز
 مول تـرين مع  (BC آزمايش npv وppv  .بودن آنها را تاييد نكرد

 بــه  ≤ mm 10 بــا قطــر) مــورد اســتفاده در كــشورمان آزمــايش
% 89 ايـن آزمـون   حساسيت  . بود) =p 06/0(% 70و  % 52ترتيب  

 در منـابع مختلـف   BCجـه مثبـت آزمـون    نتي قطـر . به دست آمد 
 با تجربه صـورت گرفتـه، انجـام         ). 8،  7( متفاوت بيان شده است   

 مـك فارلنـد     5/0از باكتري كه معادل     سوسپانسيوني  آزمايش با   
   به سبب حـساسيت    . به بار مي آورد    رانتيجه  باشد،  مطمئن ترين     

  بتا هموليتيكتعدادي از اعضاي گروه هاي ديگر استرپتوكوك
G ) وC(و شناسـايي تعـدادي از واريتـه هـاي      باسي تراسـين    به
ادامه استفاده از اين آزمـون در تـشخيص اسـترپتوكوك            ،مقاوم
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 نيـز    لانـسفيلد  A آنتـي ژن      ).16،  8( پيوژنز پيشنهاد نمـي گـردد     
 ايـن   .شود محسوب نمي     استرپتوكوك پيوژنز  آنتي ژن اختصاصي  

هـم  لانسفيلد   Cگروه  ، زير    در استرپتوكوك آنژينوسوس   آنتي ژن 
  ).9( وجود دارد
 با حساسيت و ويژگـي      PYR آزمون بيوشيميايي    1981از سال   

به عنوان آزمون انحصاري در تشخيص استرپتوكوك       % 100-5/99
پيــوژنز در ميــان اســترپتوكوك هــاي بتــا هموليتيــك پايــه گــذاري 

مقايـسه  در بررسي حاضر ايـن آزمـايش اسـاس           ). 17،  11( گرديد
 ، اگـر دو     PYRبـر پايـه آزمـون        .  هاي تشخيصي بود   ساير آزمون 

در نظر  با هم   ≤BC  mm  10 قطر  و ≤mm 3صفت قطر هموليز 
   افــزايش ) >001/0p(% 82 بــه  npvو % 89 بــه  ppv، گفتــه شــود
 منفــي  و مقــاوم  VPاســترپتوكوك پيــوژنز . 6جــدول  مــي يابــد

 تـوان  مـي آمـده    بـه دسـت  npv و ppvبا  . )9، 8(   است  SXTبه
ــت   ــه گرفـ ــون  نتيجـ ــودن آزمـ ــت بـ ــاVP مثبـ ــال بـ    %89  احتمـ

بود  % 94حساسيت اين آزمون   .استرپتوكوك پيوژنز را رد مي كند     
در تـشخيص اسـترپتوكوك      SXTز آزمونكه ا ياما نتايج متنوع

نـشان  % 63حساسيت اين آزمـايش را در حـد       به دست آمد،     پيوژنز  
   ). =p 6/0 ( بود%47و % 49ين آزمون به ترتيب  ا  npv و ppv. داد

ــه     ــت كـ ــد گفـ ــوع بايـ ــشگاهي  در مجمـ ــشخيص آزمايـ تـ
قابـل توجـه داراي اهميـت خـاص         ويرولان  استرپتوكوك پيوژنز با    

  در   " اسـتاندارد طلايـي    "آزمايش كشت همچنان به عنـوان       . است
 مـستدل تـرين     PYRآزمـون   مثبـت   نتيجـه   . اين راه تلقي مي گردد    

 استرپتوكوك هاي بتا هموليتيك     وجه تفكيك اين باكتري از ساير     
 در صورتي كه امكان استفاده از اين  با اين حال.محسوب مي گردد

  بـا  ، همـوليز بتـا    ≤mm10 BC  ≥ +mm 3 آزمون فراهم نباشد، 
 نتايج به دست آمده از همـوليز       . ارزش تشخيصي دارد  % 89احتمال  

به شرط آنكه با رعايت نكات      ( محيط كشت حاوي خون انسان    در  
 نتيجه  .مستدل و معادل خون گوسفند است      ) بهداشتي استفاده شود  

استرپتوكوك پيوژنز   تشخيص،  % 98 احتمال با    VPمثبت آزمون   
آزمون عدم حساسيت به كوتريموكسازول وسيله   . را رد مي كند   

  .تشخيصي مناسبي محسوب نمي گردد
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