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Background and Aim: One of the major problems for the isolation and detection of  

S. pneumoniae from clinical specimens, high sensitivity, rapid autolysis and thus the inability to 

hold isolates of pneumococcus. So, it is essential to use specific techniques for the preservation 

of the organism. In this study several different cultures for S. pneumoniae isolates were 

compared and evaluated. 

Materials and Methods: In 2014, 2 ATCC standard , 30 clinical, and 30 normal flora 

pneumococcal available isolates were selected from a previous study. Dorset egg medium was 

prepared for midterm preservation, three storage environments, including Skim milk-Tryptone-

Glucose-Glycerin (STGG), nutrient broth enriched and Todd Hewitt Broth (THB) was 

constructed to long-term preservation, and their performance on maintenance pneumococcal 

isolates was assessed. 

Results and Conclusions: 95% of the isolates cultured on Dorset after 70 days and 80% 

after four months later had the ability to grow. All three long-term storage environment, had a 

good performance for one year but enriched nutrient broth could keep bacteria with but better-

quality up to 2 years. There is no difference between isolates from the patients and isolates from 

normal flora to survive in the environment. Also aggressive origin of iclinical isolates had no 

effect on their survival rate. Dorset egg (DE) medium can be considered as a simple, low cost 

and efficient, medium for midterm preservation and enriched nutrient broth for long term storage 

of pneumococcal isolates in clinical laboratories. 
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ی بالینی، هانمونهاز  استرپتوکوکوس پنومونیهیکی از مشکلات مهم در جداسازی و تشخیص  زمینه و اهداف:

ها یزولهاظ برای حف روازاین.  باشدمی پنوموکوکهای یزولهاناتوانی در نگهداری  درنتیجهحساسیت زیاد، اتولیز سریع و 

است. در این مطالعه کارایی چندین محیط  موردنیازمدت باکتری یطولانو  مدتمیانی اختصاصی نگهداری هاروشبه 

 .مقایسه و بررسی شد باهم استرپتوکوکوس پنومونیههای یزولهاکشت مختلف برای نگهداری 

ایزوله  ATCC 6305،30و  ATCC 49619 پنوموکوکاستاندارد  دوسویه، 1394در سال مواد و روش کار: 

، محیط مدتمیانبرای نگهداری  موجود از مطالعه قبلی انتخاب شدند. سپس  پنوموکوکایزوله فلور نرمال  30بالینی، و

-Skim milk-Tryptone-Glucoseشامل دارندهنگهمدت، سه محیط یطولانکشت دورسه آگار و برای نگهداری 

Glycerin  (STGG نوترینت براث ،)شده و ینغTodd Hewitt Broth (THB )در نگهداری  هاآنو کارایی  شدهساخته

 ارزیابی شد.های پنوموکوک یزولها

درصد  80روز و 70روی محیط دورسه پس از  شدهدادهی کشت هازولهیادرصد از  95: گیرینتیجه و هایافته

اما  ،کارایی خوبی داشتند سال ک، تا یمدتیلانطو دارندهنگهماه بعد توانایی رشد داشتند. هر سه محیط  4پس از 

از بیمار و  جداشدهی هازولهیابهتری باکتری را حفظ کند. تفاوتی بین  تیفیباکسال  2توانست تا  شدهیغننوترینت براث 

روی  یتأثیر هازولهیابالینی  منشأی فلور نرمال در توانایی بقا در محیط وجود نداشت. همچنین مهاجم بودن هازولهیا

یک روش ارزان و ساده و بسیار کاربردی برای  عنوانبهاز محیط کشت دورسه اگار  توانیم نداشت. هاآنمیزان بقای 

در آزمایشگاه  پنوموکوکی هازولهیا بلندمدتشده برای نگهداری یغنو از محیط نوترینت براث  مدتمیاننگهداری 

 تشخیص طبی استفاده کرد.
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مهمقد

ین ترمهمیکی از ( پنوموکوک) استرپتوکوکوس پنومونیه

ی مهاجم و هاعفونتپاتوژن های انسان و عامل طیف وسیعی از 

اگرچه  (.1) باشدیمسال  5یژه در کودکان زیر وبهغیر مهاجم 

آمار  WHOی سالانه هاگزارشبه خارجی و نیز مطالعات مشا

یژه در پنومونی های وبهی ناشی از پنوموکوک )هاعفونتبالایی از 

اما آمار جداسازی و گزارش آن از  (،2) دهدیماطفال( را نشان 

های تشخیص طبی کشور بسیار یشگاهآزمای بالینی در هانمونه

به بیوتیک، یآنتع پایین است. در کنار مصرف بالا و پیش از موق

رسد یکی از علل این امر، مشکلات موجود در جداسازی و یم نظر

تشخیص صحیح این باکتری در آزمایشگاه باشد. این امر باعث 

 صورتبهشده است در بسیاری از موارد تشخیص آزمایشگاهی 

در مطالعه قبلی ما،  کهطوریبهمثبت یا منفی کاذب انجام شود؛ 

های یشگاهآزمادر جداسازی این باکتری در  میزان خطای موجود

(. همچنین اتولیز سریع 3درصد گزارش شد ) 50تهران حدود 

در های پنوموکوک یزولهایجه ناتوانی در نگهداری درنتکلنی و 

 شودیم( نیز باعث Lyt Aمحیط کشت )به دلیل تولید آنزیم 

 پزشکی ایران یشناسوبکریممجله 
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و  بیش از یک هفته در یخچال قابل نگهداری جداشدهی هازولهیا

رو برای حفظ (. ازاین4، 5بررسی بیشتر توسط محققین نباشد )

ی اختصاصی هاروشها با کمترین کشت مجدد، نیاز به یزولها

مدت باکتری با کمترین هزینه و یطولانمدت و یانمنگهداری 

نیروی انسانی است. هدف از این مطالعه مقایسه کارایی چندین 

های بالینی و فلور لهیزوامحیط کشت مختلف برای نگهداری 

 باشد.یم پنوموکوکنرمال 

 هاروشمواد و 

 سویه باکتری

 و ATCC 49619یه استاندارد پنوموکوک سو دو

 ATCC 6305  ،30  30ی بالینی، و هانمونهاز  جداشدهایزوله 

ایزوله فلور نرمال پنوموکوک که در مطالعات قبلی ما از بیماران و 

ی استاندارد تعیین هویت شده هاروشافراد سالم جداسازی و با 

شناسی دانشگاه علوم پزشکی یکروبمبود انتخاب و در آزمایشگاه 

 (.7،6) ایران بررسی شد

 مدتیانمنگهداری 

آگار ساخته شد. بدین  دورسهبرای این منظور محیط کشت 

 %70ساعت در اتانول  4پس از شستشو، برای  مرغتخمترتیب که 

مزور حاوی پرل استریل شکسته  و سپس داخل یک قرارگرفته

حجم، سرم فیزیولوژی استریل به آن  سومیکشده و به میزان 

اضافه شد. پس از یکنواخت کردن، در شرایط استریل به مقدار 

 80و یک ساعت در شدهتقسیم درداردر هر شیشه  لیترمیلی 15

ها، ابتدا یزولهاکشت  منظوربهدرجه سلسیوس قرار گرفت. 

خون گوسفند  %5وی محیط کشت بلاد آگار حاوی ها ریزولها

ساعت انکوباسیون در جار شمعی، تعداد  24و پس از  شدهکشت

مک فارلند از هر  2کلنی تقریبی معادل با استاندارد کدورت 

ساعت در جار  24ایزوله در محیط دورسه آگار تلقیح شده و 

درجه سلسیوس انکوبه شد. پس از رشد  37حاوی شمع در دمای 

 هرماهها در دمای اتاق در تاریکی نگهداری شده و یطمحها، یزولها

 .(8رشد بررسی گردیدند ) ازنظر

 مدت یطولاننگهداری 

 شامل دارندهنگهبرای این منظور دو محیط 

 Skim milk-Tryptone-Glucose-Glycerin  (STGG و ،) 

Todd Hewitt Broth (THB طبق دستورالعمل شرکت سازنده )

(Merck KGaA, Darmstadt, Germany ساخته شد. همچنین )

درصد( و 10شده با سرم اسب )یغنمحیط نوترینت براث 

درصد( نیز ساخته شد 5/0درصد( و گلوکز )5/0مزواینوزیتول )

(9.) 

 روی محیط بلاد آگار  موردنظرهای یزولهاسپس 

(Merck KGaA, Darmstadt, Germany حاوی )خون  %5

ساعت انکوباسیون، تعداد  24و پس از  دهشدادهگوسفند کشت 

های باکتری )تقریباً دو پلیت کشت بلاد آگار( از هر ینکلبالایی از 

درجه سلسیوس قرار داده  80ایزوله آماده و بلافاصله در منفی 

های کشت دورسه، و یطمحشد. سپس به فواصل یک هفته برای 

بلاد آگار  مدت روی محیطیطولانهای دیگر یطمحبرای  ماههیک

 میزان رشد انجام شد ازنظرو شکلات آگار کشت مجدد و بررسی 

(10.) 

 بحثو  هایافته

آگار،  دورسهپس از ساخت و بررسی کارایی محیط کشت 

روز  70روی این محیط  شدهدادهی کشت هازولهیامشخص شد 

اعم از فلور و  هازولهیاپس از کشت مجدد، رشد کردند. تعدادی از 

ماه بعد هم توانایی حیات و رشد خود را حفظ  4ی تا بالینی حت

در  دورسهدر محیط  هازولهیانتایج رشد مجدد  1کردند. جدول 

یمی کشت دورسه آگار را نشان هاطیمح 1دمای اتاق و تصویر 

 .دهد

 

 محیط کشت دورسه آگار :1تصویر 
 

یطولان دارندهنگهی هاطیمحهمچنین در مرحله ساخت 

کارایی خوبی  سال کتا ی شدهساخته، هر سه محیط مدت

 تیفیباکسال  2توانست تا  شدهیغناما نوترینت براث  ،داشتند

بهتری باکتری را حفظ کند. به این معنی که احتمال از دست 

به دلایلی اعم از بروز آلودگی در محیط فریز و نیز  هازولهیارفتن 

باکتری از محیط کشت مجدد در این  ازیعدم توانایی در جداس

ماندگاری  2کمتر بود. جدول  هاطیمحمحیط نسبت به سایر 

. جهت دهدیمی مختلف فریز را نشان هاطیمحدر  هازولهیا
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 ازآنجاکهو  ذکرشدهماهه  2خلاصه کردن نتایج، فواصل زمانی 

ایج بنابراین نت باشدیمماه  12 هازولهیازمان ماندگاری  نیترکوتاه

 است. شدهدادهاز ماه هشتم به بعد در جدول مربوطه نشان 

 

 آگار دورسه محیط روی رشد نتایج: 1 جدول

 RTزمان انکوباسیون در  1ماه  2ماه  3ماه  4ماه  5ماه  6ماه 

 ی زنده فلور نرمالهازولهیاتعداد )%(  (50)30 (50)30 (47)28 (38)23 (25)15 (18)11

 ی زنده بالینیهازولهیاتعداد )%(  (50)30 (50)30 (43)26 (42)25 (25)15 (22)13

 ی زندههازولهیاتعداد )%( کل  (100)60 (100)60 (90)54 (80)48 (50)30 (40)24

 ATCC 6305سویه استاندارد  + + + + _ _

 ATCC 49619سویه استاندارد  + + + + _ _

 

 درجه سلسیوس -80در  دارندهنگهی هاطیمحنتایج رشد روی  :2جدول 

 زمان نگهداری )ماه( 8 10 12 14 16 18 20 22 24

 49619استاندارد  + + + + + + + + +
Nutrient broth 

 مجموع تعداد ایزوله زنده 60 60 60 60 60 60 60 60 60

 49619استاندارد  + + + + + + + + +
Skim milk 

 همجموع تعداد ایزوله زند 60 60 60 60 59 59 58 58 57

 49619استاندارد  + + + + + + + + -
THB 

 مجموع تعداد ایزوله زنده 60 60 60 60 58 58 56 53 53

 

میزان جداسازی کم و لیز سریع در محیط کشت، از 

ی تشخیص هاشگاهیآزمادر  پنوموکوکمعضلات همیشگی کار با 

(. همچنین تهیه بانک میکروبی در آزمایشگاه برای 3) طبی است

ی در مورد کیوتیبیآنتخصوصیات مولکولی و مقاومت  بررسی

مشکل نگهداری در بسیاری موارد قابل انجام  علت به پنوموکوک

( در این مطالعه محیط کشت دورسه کارایی بسیار 11نیست )

مطلوبی نشان داد. از مزایای محیط کشت دورسه آگار، نیاز به 

ار پایین، ، آلودگی بسیبارک)کشت مجدد( دو ماه یکالچرساب 

بسیار ارزان بودن و سهولت ساخت بسیار ساده آن است. این 

ی قابل ساخت است و مواد غذایی بسیار کمی دارد سادگبهمحیط 

رو ریسک آلودگی بسیار کمی دارد و بهترین محل برای و ازاین

ی امطالعه(. در 8،3نگهداری آن در دمای اتاق در تاریکی است)

روی این محیط انجام شد نشان داد که  1998که در سال 

روز در این محیط زنده  44به مدت  پنوموکوکی هازولهیا

روز توانایی  30در محیطی مانند کلمبیا فقط  کهیدرحال ،مانندمی

زنده ماندن داشتند. همچنین نسبت آلودگی این محیط به محیط 

(. طی 8رصد بوده است )د 23به  2پایه کلمبیا آگار،  دارندهنگه

ی هانمونهدر روسیه بر روی  2006یک مطالعه که در سال 

استفاده  هانمونهنازوفارنکس انجام شد، از این محیط برای انتقال 

، آمدهدستبهایزوله  140شد که کارایی مطلوبی داشت و از بین 

(. در مطالعه دیگری که در سال 12ایزوله از دست رفت ) 10تنها 

در  پنوموکوکی هازولهیااز  %6نجام شد علیرغم اینکه ا 2003

درجه از بین رفته بودند اما پس از انتقال بقیه  -70محیط فریز 

، هانمونهدر محیط دورسه جهت کشت مجدد و انتقال  هاهیسو

ی هازولهیا(. تفاوتی بین 13ی از بین نرفته بود )ازولهیاهیچ 

نرمال در توانایی بقا در محیط ی فلور هازولهیااز بیمار و  جداشده

ی موکوئید زودتر هایکلنوجود نداشت. همچنین در این مطالعه 

نوع سروتایپ  دهدیمنشان  مسئلهکه این  رفتندیماز بین 

(. همچنین نتایج این مطالعه 14است ) مؤثردر میزان بقا  احتمالاً

ی هازولهیابالینی  منشأنشان داد که مهاجم بودن یا نبودن 

چندانی روی میزان بقای آن ندارد )اطلاعات  ریتأث وموکوکپن

ی فریز شده، اگرچه هر سه هاطیمحنشان داده نشده(. در مورد 

اما پس از  ،کارایی خوبی داشتند سال کتا ی شدهساختهمحیط 

کارایی بهتری داشته و  شدهیغندو سال، محیط نوترینت براث 

در این محیط بود  دلیل احتمالی کارایی بهتر وجود سرم اسب

شده برای یغن(. بنابراین استفاده از محیط نوترینت براث 5)

(. طی یک 15) شودیمپیشنهاد  پنوموکوک بلندمدتنگهداری 

کارایی خوبی برای   STGGمطالعه نشان داده شد که محیط 
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ی باکتری در دمای فریز دارد. هاگرگونهیدو  پنوموکوکنگهداری 

 -70درجه سلسیوس و -20ر دمای در این محیط د پنوموکوک

هفته ماندگاری دارد که این  9درجه سلسیوس حداقل به مدت 

تساوی در میزان کارایی به دلیل کوتاه بودن طول مدت تحقیق 

شدن آن میزان ماندگاری در  تریطولانبا  احتمالاًکه  باشدیم

و همچنین در این مطالعه میزان  ابدییمدرجه کاهش  -20فریز

روز کاهش یافت  5درجه سلسیوس به  4در  هازولهیای ماندگار

 ازجمله(. مطالعه دیگری نیز نشان داد پاتوژن های تنفسی 15)

 -70در دمای  STGGBسال در محیط  12پنوموکوک به مدت 

(. اگرچه در مطالعات خارجی 16درجه سلسیوس ماندگار بودند )

برای  وکوکپنوممحیط دورسه آگار توانایی خود را برای نگهداری 

 صورتبهاما در این مطالعه این محیط  ،روز نشان داده بود 40

ی هازولهیاروز توانست اغلب  70و حدود  شدهساختهدستی 

. البته در این مورد نوع (13،12،8) را زنده نگه دارد موردنظر

یپ های اگرچه با توجه به سروت درواقعیپ اهمیت دارد و سروت

محیط دورسه آگار اعتماد  روزبه 70برای مدت  توانینممختلف 

هم برای  زمانمدتنگهداری برای همین  اولاًاما  ،درصد کرد100

در مطالعه بعدی با تعیین  اًیثان ،این باکتری بسیار اهمیت دارد

با دقت بیشتری مشخص کرد که  توانیم هازولهیاسروتیپ این 

 تیدرنهایپ ها توان بقای بیشتری دارند. کدام سروت قاًیدق

)کشت  کالچرباید ساب  بارکهر دو سال ی شودیمپیشنهاد 

از روی دورسه  بارکروز ی 70و تقریباً هر  هاوبیتمجدد( از روی 

یک روش ارزان و  عنوانبه تواندیماین روش  تیدرنهاانجام شود. 

 مدتیطولانو  مدتانیمساده و بسیار کاربردی برای نگهداری 

 ی تشخیص طبی بکار رود.هاشگاهیزماآدر  پنوموکوکی هازولهیا

 تقدیر و تشکر

نویسندگان مقاله از تمامی همکاران بخش  لهیوسنیبد

دانشگاه علوم پزشکی ایران و همچنین کسانی که  شناسیمیکروب

یمتشکر و قدردانی  اندنمودهنمونه همکاری  آوریجمعدر مرحله 

 .ندینما

 تعارض منافع

شناسی پزشکی ایران بین نویسندگان و مجله میکروب

 تعارض منافعی وجود ندارد. گونههیچ
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