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	بسمه تعالی
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تقدیم به روح پاک پدر بزرگوار و خواهر عزیز و مهربانم که بزرگترین انگیزه من در راه کسب علم و دانش بودند. 
تقدیم به مادر مهربان و همسر عزیزم که همچون کوه بزرگترین پشتوانه من بودند و هیچ کوششی را در راه حمایت از بنده دریغ ننمودند و راه را بر من هموار کردند. دستان پر مهرشان را میبوسم.

تقدیم به روح پاک شهدای ایران زمین از ابتدا تاکنون. که اگر امروز ایستاده ایم به خاطر رشادت ها و جانفشانی های آن فرزانگان است .

و همچنین تقدیم به بزرگ مردان و زنانی که عقل و منطق را پیشه راه خود نمودند و جز پیشرفت جامعه هدفی ندارند.
تقدیم به اساتید بزرگوارم جناب آقای دکتر پریان و جناب آقای دکتر شکری که در زیر سایه پرمهر و بی منتشان چه بسا درختان دانش فراوانی به بار نشسته است، دانشمندان و بزرگانی که جان و مال خود را در راه پیشرفت ایران زمین فدا نموده و می نمایند.

سپاس فراوان از اساتید گرامی جناب آقای دکتر مهدی پریان و جناب آقای دکتر رحمان شکری که در تهیه و تدوین این پایان نامه مرا همراهی کردند و تجربیات ارزشمندشان را در اختیار بنده قرار دادند واز هیچ کوششی دریغ ننمودند.
و همچنین سپاس فراوان از پرسنل محترم انستیستو پاستور کرج که نهایت همکاری را در طی این مطالعه داشتند و  بنده را  یاری نمودند.
همچنین مراتب قدردانی و تشکر را از جناب آقای دکتر رضا مهدیان، مدیر گروه محترم ابراز می‌نمایم.
در پایان از ریاست محترم دانشگاه جناب آقای دکتر سید مرتضی نوربخش و معاونت محترم و کارکنان دانشگاه غیر انتفاعی دانش البرز تشکر و قدردانی می نمایم.
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چکيده 
مقدمه: استرپتوکوکوس پنومونيه
، عامل طيف وسيعي از عفونت‌هاي خفیف مانند عفونت گوش میانی
، سینوزيت
 و همچنین عفونت‌هاي شديد، مانند پنوموني
، سپتي سمي 
و مننژيت
 به ويژه در کودکان زير 5 سال و افراد مسن مي‌باشد. 
مهم‌ترين روش تشخيص اين باکتري از ساير اعضاي ویريدانس، دو تست حساسيت به اپتوچين و حلالیت در صفرا مي‌باشد. در ايران به طور کلي ميزان جداسازي و گزارش پنوموکوک کم بوده که دليل اصلي آن مي‌تواند سخت رشد بودن باکتري و عدم رشد در شرايط کشت غيراستاندارد از نمونه‌هاي باليني باشد. همچنين در اکثر آزمايشگاه‌هاي تشخيص طبي، تشخيص، فقط بر اساس حساسيت به اپتوچين و عدم استفاده از آزمايشات تکميلي و کنترل کيفي بوده که منجر به شناسایی نادرست اين باکتري می‌گردد.
هدف از این مطالعه، تولید آنتی‌سرم اختصاصی بر علیه پنوموکوک جهت استفاده درکیت‌های تشخیصی بر اساس آگلوتیناسیون و الایزا
 بوده که در آزمایشگاه‌های تشخیص طبی و مراکز درمانی بسیار کارآمد می‌باشد و در وقت و هزینه صرفه‌جویی شده و از دقت بالایی نیز برخوردار است.
روش کار: بدین منظور پس از کشت باکتری پنوموکوک، عمل غیر فعال کردن و درو کردن باکتری انجام شد. سپس رقت‌‌های مناسب آنتی‌ژن جهت تزریق به خرگوش تهیه شد. برای انجام ایمن‌سازی، از دو خرگوش سفید نیوزلندی استفاده شد. در مرحله بعد، جمع‌آوری نمونه خون و جداسازی سرم انجام شد. سپس مراحل تصفیه آنتی‌سرم با استفاده از رسوب‌دهی با آمونیم سولفات، دیا فیلتراسیون به کمک دستگاه تانژنشیال فلوفیلتریشن و کروماتوگرافی تعویض یونی انجام شد. از آنتی‌بادی خالص نیز برای تشخیص پنوموکوک در نمونه‌های بالینی بر اساس آگلوتیناسیون استفاده شد.
یافته‌ها: ارزیابی آنتی‌بادی تخلیص شده و غلظت آنتی‌سرم در مراحل مختلف با کمک دستگاه نانودراپ اندزه‌گیری شد. نتایج حاصل از تست آگلوتیناسیون بر روی آنتی‌ژن اولیه و نمونه‌ی بالینی +3 بود و همچنین از مننگوکوک برای کنترل منفی استفاده شد که نتیجه منفی گزارش شد. نتایج حاصل از ژل الکتروفورز در شرایط  Non-reducing (غیر احیاء) به صورت باند 150 کیلودالتونی مشاهده شد که نشانه‌ی درجه‌ی خلوص بالای آنتی‌سرم تولید شده بر علیه پنوموکوک بود. نتایج آزمون الایزا در طول موج 450 نانومتر قرائت گردید و یافته‌ها نشان‌دهنده‌ی این بود که جذب نوری برای بلانک و سرم فرد سالم صفر بوده و در مورد نمونه‌ها بر حسب غلظت‌های به‌کار رفته متفاوت بود. همچنین، آزمون الایزا جهت سنجش پنوموکوک در نمونه‌های بالینی در غلظت‌های 5/2 و 40 میکروگرم به ترتیب جهت آنتی‌بادی اولیه و بیوتینیله به‌کار برده شد. نتایج برای نمونه‌های بالینی مثبت و همچنین در مورد مننگوکوک که جهت بررسی اختصاصی بودن کیت از آن استفاده شده بود، منفی گزارش شد.
نتیجه گیری: تمامی نتایج بیان‌گر این بود که آنتی‌بادی تولید شده از نظر کمی و کیفی مطلوب بوده و دارای خلوص بالایی می‌باشد. روش‌های انجام شده برای خالص‌سازی آنتی‌سرم بر علیه پنوموکوک نشان داد که این آنتی‌سرم را می‌توان در تشخیص بالینی در آزمایشات مربوط به آگلوتیناسیون و همچنین الایزا استفاده کرد.
هم اکنون تولید آنتی‌سرم‌های اختصاصی در بسیاری از کشورهای دنیا صورت می‌گیرد ولی در کشور ما تا به امروز این کار انجام نشده است و واردات نمونه‌های خارجی به علت بالا بودن قیمت ارز، مقرون به‌صرفه نمی‌باشد، بنابراین با تولید این آنتی‌سرم اختصاصی گامی مهم در جهت خودکفایی کشور برداشته و از لحاظ اقتصادی بسیار مقرون به‌صرفه است.
واژه های کلیدی: پنوموکوک- آنتی‌سرم- آنتی‌ژن- آگلوتیناسیون- الایزا
1
     فصل اول
     مقدمه
1-1-   خانواده استرپتوکوکاسه

این باکتری‌ها گرم‌مثبت و به شکل کروی (کوکسی یا کوکوس) می‌باشند و تقسیم آن‌ها در یک محور منجر به تشکیل حالت زنجیره‌ای یا جفت خواهد شد. از این رو، واژه استرپتوس (به یونان (στρεπτος, streptos به معنای زنجیره (رشته) به خوبی بیان‌گر اسم باکتری است [1]. بیشتر استرپتوکوک‌ها از نظر تولید آنزیم‌های کاتالاز و اکسیداز، منفی بوده و بی‌هوازی اختیاری هستند [2].
برخی از گونه‌های استرپتوکوک‌ها می‌توانند بیماری‌هایی مانند فارنژیت استرپتوکوکی )گلودرد چرکی(، مننژیت، پنومونی، اندوکاردیت، بادسرخ و فاسئیت نکروزان (قانقاریا) را ایجاد کنند. با این وجود، بیشتر گونه‌های استرپتوکوک، غیربیماری‌زا هستند و به عنوان فلور (همزیست) دهان، پوست، روده و سیستم تنفسی فوقانی محسوب می‌شوند. استرپتوکوک‌ها همچنین به عنوان یکی از اجزای ضروری تولید پنیر امنتال
 (پنیر سوئیسی) به حساب می‌آیند.

1-1-1-  طبقه بندی
استرپتوکوک‌ها در طی سال‌های متمادی، بر اساس فاکتورهای مختلفی به دسته‌های اصلی تقسیم‌بندی شده‌اند که این فاکتورها عبارتند از:
1- مورفولوژی کلونی و واکنش‌های همولیتیکی بر روی محیط کشت آگار خون‌دار 
2- خصوصیات سرولوژیکی بر اساس آنتی‌ژن اختصاصی در دیواره سلولی 
3- خصوصیات بیوشیمیایی و مقاومت نسبت به فاکتورهای فیزیکی و شیمیایی
استرپتوکوک‌ها بر اساس ویژگی‌های همولیتیک (همولیز خون) به‌صورت زیر دسته‌بندی می‌شوند: 

استرپتوکوک‌های آلفا همولیتیک: گونه‌های آلفا همولیتیک موجب اکسیداسیون آهن در گلبول‌های قرمز می‌شوند و آگار خون‌دار را سبز رنگ می‌نمایند. مانند استرپتوکوک پنومونیه (پنوموکوک) و استرپتوکوک‌های ویریدانس. 

استرپتوکوک‌های بتا همولیتیک: گونه‌های بتاهمولیتیک موجب لیز کامل گلبول‌های قرمز می‌شوند به‌طوری‌که ناحیه‌ای عاری از گلبول‌های قرمز در اطراف کلونی باکتری در آگار خون‌دار دیده می‌شود. مانند استرپتوکوک‌های گروه ) Aاسترپتوکوک‌ پیوژنز( و استرپتوکوک‌های گروه ) B استرپتوکوک آگالاکتیه).  
استرپتوکوک‌های گاما همولیتیک: گونه‌های گاما همولیتیک، هیچ نوع همولیزی تولید نمی‌کنند [3].
استرپتوکوک‌های گروهC : استرپتوکوک اکوئی
 عامل بیماری Strangles (گلودرد) در اسب‌ها است. استرپتوکوک زئواپیدرمیکوس
 موجب عفونت در پستانداران مانند اسب‌ها و گوساله‌ها می‌شود. استرپتوکوک دیس گالاکتیه عامل فارنژیت (گلودرد) و سایر عفونت‌های تب‌زا مشابه استرپتوکوک‌های گروه A است [4].
استرپتوکوک‌های گروه) D انتروکوک‌ها(: بسیاری از گونه‌های سابق استرپتوکوک‌های گروهD ، امروزه دوباره طبقه‌بندی شده‌اند و در جنس انتروکوک 
قرار گرفته‌اند به عنوان مثال، استرپتوکوک فکالیس به انتروکوک فکالیس
 تغییر یافت. سایر گونه‌های باقی‌مانده عبارتند از استرپتوکوک بوویس 
و استرپتوکوک اکوئینوس
. بیشتر انتروکوک‌ها، گاما همولیتیک (غیر همولیتیک) هستند [5].
استرپتوکوک‌های گروهF : در سیستم طبقه‌بندی لانسفیلد، استرپتوکوک‌های گروه F همان استرپتوکوک آنژینوسوس است. از آنجایی که طبقه‌بندی لانسفیلد، قطعیت کامل ندارد، ممکن است استرپتوکوک آنژینوسوس در گروه A نیز قرار گیرد. در سیستم طبقه‌بندی اروپایی، استرپتوکوک آنژینوسوس در گروه استرپتوکوک میلری (S. milleri group)  قرار می‌گیرد[6].
استرپتوکوک‌های گروهG : این گروه به‌طور معمول بتا همولیتیک هستند. استرپتوکوک کانیس
 که موجب بیماری در حیوانات و گاهی انسان می‌‌شود، مهم‌ترین گونه در این گروه است. 
استرپتوکوک‌های گروهH : این گروه به ندرت موجب بیماری در سگ می‌‌شود و در صورت تماس مستقیم انسان با دهان سگ یا لیسیدن انسان توسط سگ، می‌تواند موجب عفونت شود.

سایر روش‌های طبقه بندی استرپتوکوک‌ها:
برای مطالعه استرپتوکوک‌ها همچنین از ژنتیک مولکولی نیز استفاده می‌گردد.

از روش‌های بالا، برای اهداف بالینی و اپیدمیولوژیکی استفاده می‌شود اما هم‌زمان با پیشرفت علم، روش‌های جدیدی که منجر به معرفی چندین سیستم طبقه‌بندی گردید، به وجود آمده است. علی‌رغم مشکلات و سختی‌هایی که در طبقه‌بندی استرپتوکوک‌ها وجود داشت خانم ربکا لانسفیلد
 در سال 1933 مشخص نمود که اگر استرپتوکوک‌ها در محیط کشت مایع با 2=pH به مدت 10 دقیقه و در دمای 100 درجه‌ی سانتی‌گراد انکوبه گردند ماده‌ی آنتی‌ژنی محلولی از جنس کربوهیدرات از دیواره‌ی باکتری استخراج می‌گردد که آن را کربوهیدرات  Cمی‌نامند. تمام انواع استرپتوکوک‌ها به‌جز گروه ویریدانس دارای این کربوهیدرات هستند. در نتیجه استرپتوکوک‌ها را می‌توان با استفاده از آنتی‌ژن‌های کربوهیدراتی موجود در دیواره سلولی از هم متمایز نمود. 21 گروه از کربوهیدرات‌های C تعیین و با حروف A تاU  (شاملI  وJ نمی‌باشد) صورت می‌گیرد. استرپتوکوک پنومونیه فاقد آنتی‌ژن‌های لانسفیلد می‌باشد ولی آنتی‌ژن پنوموکوک مشابه آنتی‌ژن گروهO  لانسفیلد است [2].
1-2-   استرپتوکوکوس پنومونیه
استرپتوکوک پنومونیه یا پنوموکوک، دیپلوکوک گرم مثبت به قطر ۵/۰ تا ۲5/۱ میکرومتر، آلفا همولیتیک و تحمل‌کننده اکسیژن از جنس استرپتوکوکوس است. اغلب شکل لانست دارند یا به‌صورت زنجیره‌ای هستند (شکل 1-1). پنوموکوک‌ها یک کپسول پلی‌ساکاریدی دارند که تعیین نوع را با آنتی‌بادهای اختصاصی سرمی امکان‌‌پذیر می‌سازد. بیشتر انرژی این باکتری‌ها از تخمیر گلوکز حاصل می‌‌شود. پنوموکوک انواع کربوهیدرات‌ها را تخمیر کرده و اسید لاکتیک را به عنوان فرآورده نهایی تولید می ‌کند. تحت شرایط هوازی مقادیر زیادی پراکسید هیدروژن به همراه اسید استیک تولید می‌نماید. با توجه به این که باکتری قادر به تولید کاتالاز
 و پراکسیداز
 نیست، تجمع پراکسید هیدروژن
 باعث کشتن باکتری می‌‌شود مگر آنکه کاتالاز به وسیله گلبول‌های قرمز خون که به محیط کشت اضافه شده، تأمین شود. پنوموکوک باکتری‌ای با احتیاجات غذایی بالا بوده و برای رشد نیاز به محیط غنی‌ شده دارد. محدوده دمایی رشد بین ۲۵ تا ۴۲ درجه سانتی‌گراد است و بهینه دمای رشد ۳۷ درجه سانتی‌گراد می باشد. بر روی محیط آگار خون‌دار
 کلونی‌های استرپتوکوک پنومونیه دکمه‌ای شکل، کروی، مرطوب و نیمه شفاف است[7]. پنوموکوک یکی از مهم‌‌ترین باکتری‌های بیماری‌‌زا در انسان است. این باکتری عامل اصلی بیماری پنومونی (سینه پهلو) می‌باشد و می‌تواند عفونت‌های دیگری مانند سینوزیت، اوتیت (عفونت گوش میانی)، عفونت خون یا باکتریمی
، سپسیس
، مننژیت، استئومیلیت
، آرتریت سپتیک
، اندوکاردیت
، پریتونیت
، پریکاردیت
، سلولیت
 و آبسه‌های مغزی را نیز ایجاد کند [8]. به ذات‌الریه ایجاد شده به‌وسیله پنوموکوک، ذات‌الریه لوبار هم گفته می‌شود [9]. در عفونت گوش میانی ایجاد شده به‌وسیله پنوموکوک میزان اینترلوکین ۱۰، به‌طور چشمگیری افزایش می‌‌یابد و از آن می‌توان به عنوان نشان‌گر تشخیصی استفاده کرد [10].
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شکل 1-1  استرپتوکوکوس پنومونیه در مایع نخاعی که با مواد فلورسانس رنگ آمیزی شده‌است [11].
1-3-   تاریخچه کشف باکتری استرپتوکوکوس پنومونیه 
استرپتوکوکوس پنومونیه برای اولین بار در سال 1875 توسط کلبس 
 از نسج ریه جدا شد و سپس در سال ۱۸۸۱ هم‌زمان توسط جورج استنبرگ
 درایالات متحده آمریکا و لویی پاستور
 در فرانسه از بزاق افراد مبتلا به هاری جدا شد به همین دلیل تصور نمودند که این باکتری عامل بیماری هاری است اما چون تزریق آن باعث ابتلا به هاری نگردید در عقیده خود تجدید نظر نموده و توسط پاستور به‌نام میکروب سپتی سمی در بزاق نام نهاده شد [12, 13]. در سال بعد ارتباط آن با پنومونی لوبار
 توسط فرد لاندر
 مشخص گردیده و حدود ده سال بعد ارتباط آن با عفونت پنوموکوکی مشخص گردید. این باکتری در سال ۱۹۲۰، توسط فرانلل
 بنام دیپلوکوکوس پنومونیه نامیده شد [8] و در سال ۱۹۷۴ به دلیل رشد به صورت زنجیره‌ای در محیط مایع، به استرپتوکوک پنومونیه تغییر نام داد. در سال ۱۹۲۸، فردریک گریفیت
 نشان داد که در صورت تلقیح هم‌زمان پنوموکوک‌های زنده بدون کپسول (غیر بیماری‌زا) همراه با پنوموکوک‌های کشته شده کپسول دار (بیماری‌زا) به موش، پنوموکوک‌های بدون کپسول نیز کپسول‌دار شده و بیماری‌زا خواهند شد. در سال ۱۹۴۴، سه دانشمند به نام‌های آوری
، مک لود
 و مک کارتی
 نشان دادند عاملی که موجب کپسول‌دار شدن پنوموکوک‌های بدون کپسول شده است، DNA بوده است که از طریق ترانسفورماسیون
 طبیعی به درون باکتری راه یافته است. با این پژوهش، عصر ژنتیک مولکولی آغاز شد [14].

برخی از موفقیت‌های مهم که در زیست‌شناسی و پزشکی به دست آمده است براساس مطالعات بر روی پنوموکوک می‌باشد. تفاوت‌های آنتی‌ژنی یا سرولوژیکی در محتوای کپسولی سرو تایپ‌های متفاوت پنوکوکوک وجود دارد. این تفاوت‌های سرولوژیکی اساس مطالعات کلاسیک‌آوری و همکارانش در انستیتو راکفلر
 بود. این مطالعات بر روی خصوصیات ایمونولوژیکی و شیمیایی پلی ساکارید‌های کپسولی بود که پایه‌ای را برای تکامل یک واکسن پلی والان
 پلی ساکاریدی فراهم نمود. این واکسن کاربرد رایجی در بیماران در معرض خطر باکتریمی و پنومونی پنوموکوکی داشته است. 

ویلیام اسلر
 قبل از کشف سولفونامیدها و عرضه پنی‌سیلین‌ها، پنوموکوک را به عنوان عامل اصلی مرگ انسان‌ها معرفی نموده است [15].
عوامل زیادی از قبیل درمان ضد میکروبی، افزایش سن جمعیت بستری در بیمارستان و کاربرد داروهای شیمی درمانی سرطان، تظاهرات بالینی و اپیدمیولوژی عفونت‌های پنوموکوکی را تغییر داده‌اند. پنومونی پنوموکوکی، تنها بیماری عفونی در میان شایع‌ترین علل مرگ در ایالات متحده‌ی آمریکا
 است. شیوع کنونی بیماری، شدت عفونت‌های پنوموکوکی و بروز ناگهانی سویه‌های مقاوم، نیاز به درک بیشتر بیماری‌زایی این ارگانیسم را تأکید می‌کند [16].
حضور اولین سویه‌های پنوموکوک مقاوم به پنی سیلین در سال 1967 در استرالیا
 گزارش شده است[17]. 

1-4-   فیزیولوژی
پنوموکوک یک ارگانیسم بی‌هوازی اختیاری است. از دامنه وسیعی از کربوهیدرات‌های قابل تخمیر استفاده می‌کند. تحت شرایط هوازی مقدار قابل توجهی پراکسید هیدروژن همراه با اسید استیک و اسید فورمیک تولید می‌کند. از آن‌جایی‌که توانایی تولید آنزیم‌های کاتالاز و پراکسیداز را ندارد بنابراین تجمع پراکسید هیدروژن موجب مرگ ارگانیسم می‌شود [18]. برای جلوگیری از این مورد باید به محیط کشت باکتری گلبول قرمز اضافه گردد تا کاتالاز محیط کشت تامین گردد.
1-5-   مورفولوژی
پنوموکوک یک کوکسی گرم‌مثبت با شکل کروی یا بیضوی است. آلفا همولیتیک بوده و هر یک از ارگانیسم‌ها قطری در حدود 5/0 تا 25/1 میکرومتر دارند. انتهاهایی شبیه سرنیزه
 دارند. پنوموکوک‌ها به صورت منفرد، دوتایی و یا زنجیره‌های کوتاه در گسترش‌هایی که به‌ طور مستقیم از خلط و مایعات بدن تهیه شده‌اند دیده می‌شوند. اغلب شکل لانست و یا دوتایی دارند. پنوموکوک‌ها تمایل به تولید اشکال زنجیره‌ای در محیط‌های کشت نامطلوب و یا غلظت‌های کم عنصر منیزیم دارند. این باکتری‌ها غیر متحرک و دارای کپسول پلی‌ساکاریدی بوده که در نمونه‌‌های تازه با تست کوالانگ
 (آنتی‌بادی اختصاصی) و یا با استفاده از مرکب هندی
 قابل رویت می‌باشد [19].
املاح صفراوی بر روی فعالیت آنزیم‌های اتولیتیک باکتری تاثیر مستقیم دارد به‌طوریکه قرارگیری باکتری در مجاورت املاح صفراوی و یا دزوکسی کولات سدیم باعث فعال شدن آنزیم‌های اتولیتیک گردیده و دیواره باکتری شکسته شده و منجر به حل شدن آن می‌شود.
1-6-   ساختمان سلولی
الف) دیواره سلولی: دیواره سلولی پنوموکوک حاوی پپتیدوگلیکان و تئی‌کوئیک اسید می‌باشد که آن را احاطه کرده است. یکی از مهم‌ترین شاخص‌های آنتی‌ژنی پنوموکوک که در تئی‌کوئیک اسید وجود دارد، پلی ساکاریدC  می باشد که به عنوان ماده تنظیم کننده در دیواره سلولی عمل می‌کند. بنابراین، پنوموکوک‌های زنده به‌وسیله آنتی‌سرم‌های ضد پلی ساکاریدC  آگلوتینه می‌شوند [9].
آمینو الکل کولین
، یکی از اجزای مهم ساختمانی منحصر به‌فرد در تئی‌کوئیک اسید ودیواره سلولی پنوموکوک بوده که احتمالا دارای نقش لیگاند تنظیم کننده می‌باشد [20].
ب) غشاء پلاسمایی: این غشاء فسفولیپید دو لایه بوده که دارای تئی‌کوئیک اسید حاوی کولین بوده و به علت این‌که بصورت کووالانسی به اسیدهای چرب اتصال می‌یابد به آن لیپو تئی‌کوئیک اسید غشایی گفته می‌شود. غشای پلاسمایی حاوی یک شاخص ایمونولوژیکی بنام آنتی‌ژن F است که با آنتی‌‌‌ژن‌های سری فورسمن
 در پستانداران واکنش متقاطع
 دارد. لیپو تئی‌کوئیک اسید
 یک عامل بازدارنده برای آنزیم اتولیتیک آمیداز است و در واقع فعالیت آنزیم هیدرولیز کننده پپتیدوگلیکان را تنظیم می‌کند.
ج) کپسول: کپسول خارجی‌ترین لایه پنوموکوک را تشکیل می‌دهد و کاملا از جنس پلی‌ساکارید بوده و یک شاخص مهم آنتی‌ژنیک و بیماری‌زایی پنوموکوک‌ها را تشکیل می‌دهد. اشکال کپسول‌دار پنوموکوک، صاف (L)
 و خشن (R)
 نامیده می‌شود.
کپسول نقش مهمی در بیماری‌زایی پنوموکوک دارد. اندازه کپسول در تیپ‌های مختلف پنوموکوک متفاوت بوده به‌طوری که تیپ های 3، 8 و37 دارای کپسول‌های ضخیم و واضح‌تری هستند [21].
1-7-   خصوصیات کشت باکتری
پنوموکوک بر روی محیط‌های کشت معمولی سخت‌تر رشد می‌کند اما می‌توان با اضافه کردن خون، سرم و یا مقداری گلوکز شرایط را برای رشد باکتری مساعد کرد.
به‌طور کلی برای کشت پنوموکوک از محیط‌های اینفیوژن آگار
 غنی شده، آبگوشت تریپتیکیس سوی
 و یا محیط کشت اینفیوژن عصاره قلبی- مغزی
 حاوی 5% خون دفیبرینه استفاده می‌شود.
افزودن مواد احیاء کننده مانند سیستئین
 و تیوگلیکولات
، رشد تلقیح‌های اندک باکتری را تضمین کرده و آن ‌را در برابر تماس‌های طولانی مدت با هوا محافظت می‌کند.
pH مطلوب برای رشد باکتری 4/7-8/7 بوده و محدوده دمایی رشد 25-42 درجه سانتی‌گراد با بهینه دمای 37 درجه سانتی‌گراد می‌باشد. حرارت 55 درجه سانتی‌گراد در مدت 10 دقیقه باکتری را می‌کشد و در دمای بیشتر از 45 درجه سانتی‌گراد باکتری رشد نمی‌کند. همچنین مقاومت پنوموکوک نسبت به روشنایی کم است.
از آن‌جایی که 5 تا 10 درصد تمام سویه‌ها برای جداسازی اولیه در محیط جامد به 5-10 درصد دی اکسید کربن نیاز دارند از جار بی‌هوازی
 و یا انکوباتور CO2 
 دار استفاده می‌شود.
باکتری در فاز لگاریتمی گرم مثبت بوده اما با پیر شدن سلول‌ها رفته رفته حالت گرم منفی به خود گرفته و اگر مدت زمان بیشتری از کشت بگذرد با کاهش تعداد سلول‌های زنده، محیط کشت مایع حالت شفاف پیدا کرده که این امر به دلیل وجود آنزیم‌های اتولیتیک آلانین آمیداز می‌باشد. فعالیت اتولیزین در محیط‌های جامد باعث می‌شود که کلونی‌ها بعد از چند روز نمای نافی
 پیدا کرده و مرکز آن‌ها فرورفته گردد.
همچنین ترکیباتی مانند املاح صفراوی، سدیم دودسیل سولفات، سدیم دزوکسی کولات، کینین و مشتقات آن هم‌چون اپتوچین و یا اتیل هیدروکوپرئین هیدروکلراید باعث تخریب آنتی‌ژن F و در نتیجه فعال شدن نابهنگام آنزیم اتولیتیک (آمیداز) گردیده که سبب لیز باکتری می‌گردد.
پنوموکوک‌های واجد کپسول در محیط‌های جامد کلونی‌های گرد، براق و برجسته بدون رنگدانه و گاهی ژلاتینی تولید می‌کنند که قطر آنها حتی به 1 میلی‌متر می‌رسد.
به‌طور کلی هر چه کپسول بزرگ‌تر باشد کلونی حاصله بزرگ‌تر و موکوئیدی‌تر خواهد بود (مانند تیپ 3).
پنوموکوک‌ها بعد از چند مرحله کشت در آزمایشگاه کپسول خود را از دست داده و کلونی آن‌ها حالت زبر و خشن پیدا می‌کند.
کلونی‌هایی که به‌طور هوازی رشد می‌کنند به‌وسیله یک منطقه از همولیز آلفا محصور می‌شوند. این نوع همولیز مشابه همولیز و تغییر رنگ در اطراف کلونی‌های استرپتوکوکوس ویریدانس
 می‌باشد.
کلونی‌هایی که بر روی محیط آگار‌دار به‌صورت بی هوازی رشد می‌کنند منطقه ای از همولیز بتا دارند که مربوط به پنومولیزین- O حساس به اکسیژن است [22].
برخلاف استرپتوکوک‌های دیگر پنوموکوک یک نیاز اجباری تغذیه ای به کولین
 دارد و در صورت جایگزینی اتانول آمین
 بجای کولین، نواقص و کمبودهای فیزیولوژیکی اعم از مقاومت به اتولیزین، تقسیم ناقص سلولی، عدم کفایت در ترانسفورماسیون، و مقاومت در برابر فاژ به‌وجود می‌آید.
ارتباط مستقیمی بین آنتی‌ژن تئی کوئیک اسید حاوی کولین و این اختلالات وجود دارد. حدود 85 درصد از مولکول‌های کولین در اسید تئی‌کوئیک دیواره سلولی یافت می‌شوند و بقیه در اسید لیپوتئی‌کوئیک غشاء وجود دارند [23].
1-8-   عوامل موثر در بیماری‌زایی پنوموکوک
کپسول پلی‌ساکاریدی: حفاظت از پنوموکوک در برابر عمل فاگوسیتوز (بیگانه خواری) توسط کپسول صورت می‌گیرد. پنوموکوک مانند یک انگل خارج سلولی عمل می‌کند. به‌دین صورت که در مدتی که هنوز عمل فاگوسیتوز بر روی آن صورت نگرفته است می‌تواند بافت‌های بیمار را تخریب نماید.
به عبارتی بیماری‌زایی توسط ارگانیسم‌های کپسول دار صورت می‌گیرد و در صورتی که کپسول به دلایلی مانند مجاورت با آنزیم‌های اختصاصی یا آنتی‌بادی‌های پلی‌ساکاریدی حذف شود خصلت بیماری‌زایی آن ارگانیسم گرفته می‌شود و در برابر بیگانه‌خواری حساس می‌شود [24].
چسبندگی: یکی از مهم‌ترین مراحل در بیماری‌زایی باکتری استقرار آن می‌باشد. بسیاری از باکتری‌ها دارای یک مکانیسم اتصالی بوده که سبب اتصال آن‌ها به سطوح اپی‌تلیال می‌شود. پروتئین‌های سطحی دیواره سلولی پنوموکوک از قبیل PhtD, PhtE, PspC, LytA, RrgA و... عمل چسبندگی را انجام می‌دهند [24].
PspC: یکی از پروتئین‌های سطحی استرپتوکوکوس پنومونیه می‌باشد که به عنوان عامل چسبندگی به گیرنده‌های ایمونوگلوبولینی پلی‌مریک و پروتئین‌های تنظیمی فاکتورH  باند می‌شود و باعث کاهش فعالیت چسبندگی آن می‌گردد [25]. 

آنزیم اتولیزین 
 LytA: اتولیزین در قدرت بیماری‌زایی یا ویرولانس پنوموکوک شرکت می‌کند. در موتان‌های اتولیزین- منفی که توانایی تولید این توکسین را ندارند قدرت بیماری‌زایی ارگانیسم برای موش به میزان زیادی کاهش می‌یابد. اگر توسط فرآیند ترانسفورماسیون، توانایی تولید اتولیزین بازسازی شود قدرت بیماری‌زایی ارگانیسم افزایش می‌یابد [25].  

1-9-   ساختار آنتی‌ژنی
1-9-1-  آنتی‌ژن‌های کپسولی
دیواره سلولی پنوموکوک، همانند سایر استرپتوکوک‌ها، دارای پپتیدوگلیکان و اسید تی‌کوئیک
 می‌باشد. پلی‌ساکارید کپسولی با پیوند کووالان به پپتیدوگلیکان و پلی‌ساکارید دیواره سلولی متصل شده ‌است. پلی‌ساکارید کپسولی متشکل از واحدهای قندی گلوکز و گلوکورونیک اسید می‌باشد. پلی‌ساکارید کپسولی، از لحاظ ایمونولوژیک در بیش از ۹۰ نوع پنوموکوک، مشخص و متمایز است که البته تمام این سروتیپ‌ها قدرت بیماری‌زایی ندارند و تیپ 3 پنوموکوک بیماریزاترین سروتیپ پنوموکوک بوده که بیشترین میزان ماده کپسولی را نیز تولید می‌کند. پنوموکوک‌هایی که با اعداد بزرگ‌تر نام‌گذاری شده‌اند از ناقلین پنوموکوک جدا شده‌اند، از طرف دیگر پنوموکوک‌هایی که با اعداد کوچک‌تر نام‌گذاری شده‌اند قدرت بیماری‌زایی یا حدت بیشتری داشته‌اند. بعضی از سرو‌تیپ‌های پنوموکوک با بقیه سرو‌تیپ‌ها واکنش متقاطع آنتی‌ژنی ندارند یا این که آنتی‌ژن‌های مشترک محدودی را نشان می‌دهند. آنتی‌سرم بر ضد برخی از سرو‌تیپ‌ها، با پلی‌سا‌کارید‌های تعدادی از باکتری‌های دیگر از قبیل اشریشیا کلی، سالمونلا
، ریزوبیوم
، کلبسیلا
 و استرپتوکوک‌های ویریدانس، و هموفیلوس آنفولانزای تیپ b واکنش نشان می‌دهد. علاوه بر این، پلی‌سا‌کارید سرو‌تیپ 14 با ایزوژن‌ها‌ی گروه‌های خونی ABO انسان واکنش متقاطع آنتی‌ژنی نشان می‌دهد. این واکنش متقاطع آنتی‌ژنی احتمالاً مربوط به قند ان- استیل دی گلوکزآمین است که به صورت مشترک در انتهای مولکول‌های پلی‌ساکارید کپسولی پنوموکوک و آنتی‌ژن های گروه‌های خونی وجود دارد. کپسول، نقش اساسی در بیماری‌زایی پنوموکوک دارد. پلی‌ساکارید‌های کپسولی، تولید آنتی‌بادی‌هایی را تحریک می‌کند که موجب بروز مصونیت در برابر عفونت بعدی با سروتیپ‌‌های مشابه می‌شود به عبارتی کپسول پنوموکوکی ایمونوژن بوده و علیه آن آنتی‌بادی حفاظتی تولید می‌شود [26, 27].

1-9-2-  آنتی‌ژن‌های سوماتیک

پلی ساکارید C: این پلی‌ساکارید کربوهیدرات اختصاصی در گونه‌های پنوموکوک بوده و جزء بزرگ ساختمانی جداره سلول در این باکتری است. پلی‌ساکارید C پلیمری از تئی‌کوئیک اسید بوده که حاوی واحد‌های فسفوریل کولین می‌باشد.
فسفوریل کولین مسئول آگلوتیناسیون پنوموکوک به‌وسیله یک بتاگلوبین و در حضور کلسیم است. این بتاگلوبین تحت عنوان CRP یا پروتئین واکنش دهنده C  
نامیده شده و آنتی‌بادی به حساب نمی‌آید [28].
آنتی ژنF : نام دیگر این آنتی‌ژن فورسمن می‌باشد که یکی دیگر از آنتی‌ژن‌های بزرگ پنوموکوک بوده که با آنتی‌ژن‌های فورسمن
 در سطح سلول‌های پستانداران واکنش متقاطع آنتی‌ژنی دارد. نقش مهم این آنزیم تنظیم فعایت هیدرولیز پپتیدوگلیکان بوده و عامل بازدارنده آنزیم آمیداز است [28].
پروتئین M: پروتئین M در پنوموکوک‌های کپسول دار و فاقد کپسول دیده می‌شود و مشابه پروتئین M در استرپتوکوکوس پایوژنز
 بوده اما از لحاظ ایمونولوژی با هم تفاوت‌هایی دارند. این آنتی‌ژن اثر ضد فاگوسیتی نداشته و آنتی‌بادی‌های علیه آن خواص محافظتی نشان نمی‌دهند [29].
پیلی: یکی دیگر از عوامل مهم در استقرار باکتری پیلی می‌باشد. دست کم 2 نوع پیلی برای پنوموکوک شناسایی شده است: تیپ I که توسط ژن rrlA بیان می‌‌شود و در کلونیزاسیون و بیماری‌زایی آشکار می‌شود و تقریبا در 4/1 از سویه‌های بالینی دیده می‌شود. تیپ II نادر می‌باشد. هر دو تیپ در چسبندگی باکتری نقش دارند اما تیپ I با واکنش‌های التهابی نیز در ارتباط است [30].
توکسین‌ها:
پنومولیزینO

عامل تولید کننده پورپورا 

لکوسیدین 

هیالورونیداز

پراکسید هیدروژن
1-10-   اپیدمیولوژی
کودکان، حاملین بدون علامت این ارگانیسم‌ها هستند. این باکتری در حلق 40 تا 50 درصد از کودکان و همچنین 20 تا 30 درصد از بزرگسالان به عنوان فلور طبیعی قابل جداسازی است.

پنوموکوک یک علت مهم مرگ و میر در دنیا می‌باشد و دومین علت مننژیت در جوانان و بالغین و عامل اصلی باکتریال در ایجاد عفونت گوش میانی و باکتریمی است.
این میکروب شایع‌ترین علت عفونت‌های باکتریال سیستم تنفسی کسب شده در جامعه
 است.
پنوموکوک علت مهم مننژیت و باکتریمی با میزان بروز 5/1 درصد و 10-5 نفر در هر یکصد هزار نفر در سال است. حداقل یک میلیون کودک در سال در اثرعفونت‌های استرپتوکوکوس پنومونیه می‌میرند. پنوموکوک می‌تواند منجر به ناشنوایی و آسیب مغزی شود، همچنین منجر به مرگ 1 کودک از هر 10 کودک مبتلا می‌شود. هر فردی می‌تواند به بیماری‌های پنوموکوکی مبتلا شود، ولی کودکان زیر 2 سال و سالمندان بالای 65 سال، همچنین افراد دارای شرایط خاص پزشکی و سیگاری در معرض خطر بیشتری هستند. قبل از اینکه واکسنی وجود داشته باشد، ایالات متحده هر ساله شاهد بیش از 700 مورد مننژیت، تقریبا 13000 مورد عفونت خونی، 5 میلیون مورد عفونت گوش، و 200 مورد منجر به مرگ در کودکان زیر 5 سال با منشأ بیماری‌های پنوموکوک بوده است. از زمانی که واکسن در دسترس همه قرار گرفت، بیماری‌های پنوموکوکی شدید در این کودکان تا 88 درصد کاهش یافت [25]. 
1-11-   بیماری‌زایی
بیماری‌های پنوموکوکی به‌ندرت عفونت اولیه می‌باشند و زمانی که سدهای دفاعی سیستم تنفسی ایجاد می‌گردند. در طول عفونت‌های ویروسی ترشحات بینی و حلق افزایش یافته و در نتیجه احتمال استنشاق باکتری افزایش می‌یابد. سرما، بیهوشی، مرفین و مسمومیت با الکل استعداد ابتلا به پنومونی پنوموکوکی را افزایش می‌دهد.
عفونت پنوموکوکی موجب ترشح مایع فیبرینی ادم به داخل آلوئل و در نتیجه ورود گلبول‌های قرمز و لکوسیت به آن می‌گردد. به همین دلیل قسمت‌هایی از ریه متراکم می‌شوند پنوموکوک‌های زیادی در این اگزودا (چرک) یافت می‌شوند که می‌توانند از طریق تخلیه لنفاوی ریه به جریان خون برسند. دیواره‌های آلوئولی در طی عفونت به طور طبیعی بدون تغییر می‌مانند. به مرور سلول‌های تک هسته‌ای فعالانه بقایای سلولی را فاگوسیت می‌کنند و این مایع به تدریج باز جذب می‌شود. پنوموکوک‌ها توسط فاگوسیت کننده‌ها بلعیده شده و به‌صورت داخل سلولی هضم می‌شوند [31].
در مواردی که شدت عفونت، پایین باشد بهبودی و ترمیم خود به خودی بافت طبیعی ریه دیده می‌شود. درمان با آنتی‌بیوتیک غالباً پاسخ کلاسیک آماسی را متوقف نموده و یا اینکه تغییر می‌دهد بنابراین ضایعات منتشر پنومونی ناپدید می‌شوند. در یک شخص بالغ پنومونی پنوموکوکی فقط یک یا بیشتر از چند لوبول کامل ریه را درگیر می‌کند، اما در نوزادان، بچه‌های کوچک و سالمندان، ضایعات ممکن است توزیع وسیع‌تری داشته باشند و در اطراف برونش‌ها استقرار یابند.
گاهی، پنوموکوک ممکن است از ضایعه‌ی اولیه‌ی ریوی به حفره‌ی جنبی پریکارد تهاجم نموده و کانون‌های منتشر چرکی (آمپیم) را ایجاد کند. در عفونت‌های برق آسا، باکتریمی به‌طور شایعی وجود دارد و ممکن است عفونت در پرده‌های مننژ، دریچه‌های قلب و یا مفاصل را نیز به‌وجود‌ بیاورد (شکل 1-2).
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شکل 1-2 مسیر بیماری‌زایی استرپتوکوکوس پنومونیه [32]
1-12-   ناقلین
این باکتری در بخش فوقانی سیستم تنفسی (نازوفارنکس) ناقلین سالم وجود دارد. این ناقلین منبع بزرگ عفونت‌های پنوموکوکی می‌باشند. احتمال انتقال عفونت در تماس‌های نزدیک وجود دارد. بیشترین مقادیر ناقلین مربوط به کودکان کم‌سال در سنین قبل از مدرسه و در حدود 25 تا 50 درصد است. این میزان به تدریج با افزایش سن کاهش یافته و در بالغین به حدود 18 درصد می‌رسد. البته این میزان در بالغینی که در تماس با کودکان نیستند در حدود 5 درصد است. اپیدمی‌های پنومونی پنوموکوکی معمولا نادر بوده و در پادگان‌ها، موسسات شبانه‌روزی، مدارس، بیمارستان‌ها و زندان‌ها گزارش شده است. در این موارد پنوموکوک بیماری‌زا توسط ناقلین و افراد بیمار به افراد سالم سرایت کرده و تعداد ناقلین در موارد همه‌گیری به میزان 100 درصد می‌رسد. ناگفته نماند بیماری‌های ویروسی افراد را به عفونت‌های پنوموکوکی مستعد می‌کند و در ماه‌های سرد سال میزان مرگ و میر افزایش می‌یابد. میزان مرگ و میر در افراد با ضعف سیستم ایمنی بالاست [33, 34].
1-13-   علائم بالینی
ظهور علائم بالینی پنوموکوک، معمولا ناگهانی و همراه با تب، لرز و درد پلورال است. تب بیمار بین 8/38 تا 1/41 درجه سانتی‌گراد متغیر است. خلط به‌طور مشخص خونی بوده و یا رنگی شبیه به زنگ آهن دارد. یک عارضه مهم وجود چرک در فضای پلور است که نیاز به آسپیراسیون و تخلیه دارد. استفاده از آنتی‌بیوتیک‌های مناسب و داروهای ضد میکروبی معمولا خاتمه دهنده بیماری می‌باشند.
تجویز داروها در مراحل اولیه پیدایش، تراکم در ریه را متوقف می‌کند [35].
1-14-   عفونت‌های سیستم تنفسی فوقانی
یکی از دلایل ابتلا به عفونت‌های سیستم تنفسی و اندام‌های مجاور از جمله گوش میانی در نوزادان و کودکان، پنوموکوک می‌باشد که در برخی موارد می‌تواند منجر به حملات راجعه همراه با ترشحات دائمی گوش میانی و از دست دادن شنوایی شود. شایع‌ترین علت عفونت گوش میانی پنوموکوک است که در حدود 35 تا 50 درصد از موارد را به خود اختصاص می‌دهد [34].
با استفاده از واکسن پلی‌والان پلی‌ساکاریدی، پیشگیری از تورم گوش میانی پنوموکوکی امکان‌پذیر است اما در کودکان، کاربرد آن محدود می‌‌باشد چون در این موارد اختلالاتی در پاسخ ایمنی بر ضد آنتی‌ژن‌های پلی‌ساکاریدی وجود دارد (شکل 1-3).
1-14-1-  عفونت‌های خارج ریوی
مننژیت: یکی از عوامل ابتلا به مننژیت پنوموکوک می‌باشد. این بیماری التهاب پرده‌های محافظتی پوشاننده‌ی مغز و نخاع است که مننژ یا شامگان نامیده می‌شوند و زمانی رخ می‌دهد که باکتری از سد خونی-مغزی
 عبور کرده و وارد پرده‌های مغز گردد [36].
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شکل 1-3 مسیر بیماری‌زایی استرپتوکوکوس پنومونیه [37]
1-14-1-1-  پیش آگهی
در مبتلایان به پنومونی پنوموکوکی که تحت درمان قرار نگیرند میزان مرگ در حدود 30 درصد است اما در مبتلایانی که تحت درمان اختصاصی قرار می‌گیرند این میزان تا حدود 5 درصد کاهش می‌یابد. در بالغین مبتلا به باکتریمی پنوموکوکی (علی‌رغم درمان با آنتی‌بیوتیک، بهبود در تسهیلات مراقبت‌های ویژه و تغییر در تیپ‌های کپسولی) میزان مرگ ومیر بالایی در حدود 25 درصد وجود دارد [38, 39].
1-14-1-2-  پیشگیری
پیشگیری از عفونت‌های پنوموکوکی مانند سایر بیماری‌های تنفسی است. مهم‌ترین گام در این جهت، تشخیص سریع و درمان است. مبتلایان باید از هرگونه تماس با بیماران قلبی_عروقی، تنفسی و افراد ضعیف و سالمند امتناع کنند. واکسیناسیون به موقع از دیگر راه‌های پیشگیری است [40].
1-14-1-3-  ایمنی
ایمنی اکتسابی طبیعی: ایمنی اکتسابی طبیعی در عفونت‌های پنوموکوکی به آنتی‌بادی‌های ضد کپسولی کلاس‌های ,IgA IgG و IgM بستگی دارد. دو کلاس اول بیگانه‌خواری را تحریک کرده و محافظت کننده هستند. این آنتی‌بادی‌ها در مدت 5 تا 6 روز بعد از شروع بیماری در سرم ظاهر می‌شوند. در بدن موجود زنده، نقش اولیه‌ی آنتی‌بادی در جهت اوپسونیزاسیون خواهد بود اما مکانیسم دقیق چگونگی پاک‌سازی طبیعی عفونت‌های پنوموکوکی شناخته نشده است.
آنتی‌بادی‌های ضد کپسول معمولا تا ماه ها و یا سال‌ها بعد از بهبودی در سرم فرد قابل اندازه‌گیری هستند. قدرت لیز باکتری در خون افراد سالم با تیپ پنوموکوک و سن شخص تغییر می‌کند.
ایمنی اکتسابی: ایمنی اکتسابی، نوع دیگری از ایمنی در برابر پنوموکوک می‌باشد که به دو دسته فعال
 و غیر فعال
 تقسیم می‌شود.
در ایمنی غیر فعال آنتی‌سرم ویژه سروتیپ بیماری‌زا به فرد بیمار تزریق می‌شود که ایمنی حاصل از آن کوتاه مدت است.این نوع ایمنی‌زایی امروزه منسوخ شده است.
در ایمنی فعال همان‌گونه که از نام آن مشخص است از واکسن استفاده می‌شود. دو نوع واکسن پلی‌ساکاریدی و کونژوگه
 در بازار موجود می‌باشد. واکسن پلی‌ساکاریدی شامل 23 سروتیپ کپسولی خالص‌سازی شده(19A,20,22F,23F,33F,8,9N,9V,10A, 12F,14,15B,17F,18C,19F,6b ,7F,5,4,3,2,1) می‌باشد.
ایمنی‌زایی واکسن پلی‌ساکاریدی کمتر از واکسن کونژوگه است. واکسن پلی‌ساکاریدی در کودکان کمتر از 2 سال موثر نیست. ایمنی زایی این واکسن طولانی نبوده و هر 5 الی 6 سال نیاز به واکسن یادآور دارد.
این نوع واکسن، به دلیل اینکه ایمنی مخاطی را تحریک نمی‌کند بر میزان ناقلین باکتری تأثیری ندارد. واکسن کونژوگه، شامل کپسول پنوموکوک بوده که به‌طور کوالان به توکسوئید دیفتری متصل شده است. واکسن کونژوگه مصونیت دائمی می‌دهد و مشکلات واکسن پلی‌ساکاریدی را ندارد [41].
1-15-   تولید آنتی‌سرم جهت استفاده در تست‌های سرولوژیک
به‌طور کلی آنتی‌سرم‌هایی که در آزمایش‌های مختلف تشخیصی، بالینی، تحقیقاتی و درمانی (دارو) به‌کار می روند به دو صورت پلی کلونال و مونوکلونال
 تولید می‌شوند. آنتی‌بادی پلی‌کلونال در سال 1890 میلادی توسط بهرینگ (Emil Adolf  Von Behring) و دستیارش کیتاساتو (Shibasaburo Kitasato) در موسسه کخ برلین ابتدا بر علیه سم کزاز و سپس دیفتری، در حیوانات تولید شد. این آنتی‌بادی یا پادزهر
 در آن زمان به علت عدم کشف آنتی‌بیوتیک بسیار با ارزش بود.
آنتی‌بادی مونوکلونال، اولین بار در سال 1975 میلادی در دانشگاه کمبریج انگلستان در گروه زیست‌شناسی مولکولی توسط کهلر
  و میلشتاین
  با روش دو رگه کردن سلول‌ها 
 در آزمایشگاه (in vitro) تولید گردید. این آنتی‌بادی، اولین بار علیه شاخص‌های آنتی‌ژنی یا اپی‌توپ‌های گلبول‌های قرمز گوسفند تولید شد ولی به سرعت کاربرد بسیاری در علوم زیستی، پزشکی و پایه پیدا کرد.
1-15-1-  محدودیت‌های تولید آنتی‌بادی‌های مونوکلونال
1- نیاز به فضای کم آزمایشگاهی مناسب و تجهیزات کشت سلول
2- وقت‌گیر بودن
3- نیاز به تجربه
4- محدودیت و سختی تولید انبوه آن
5- نیاز به هزینه فراوان
6- پایداری و ساختمان مولکولی آنتی‌بادی‌های مونوکلونال نسبت به عوامل شیمیایی و فیزیکی محیط در مقایسه با آنتی‌سرم‌های پلی‌کلونال کمتر است، در نتیجه نگهداری و ذخیره سازی
 آن‌ها مشکل‌تر است.
آنتی‌سرم‌های پلی‌ کلونال برعکس، محدودیت‌های تولید آنتی‌بادی‌های مونوکلونال را ندارند ولی محدودیت کاربرد دارند. علیرغم محدودیت کاربرد، جهت انجام آزمایش‌های ایمونوپرسیپیتاسیون
، ایمونوبلاتینگ
، و الایزا 
 با ارزش می‌باشند در صورتی‌که آنتی‌بادی‌های مونوکلونال با ویژگی‌های منحصر‌ به‌فردی
 که دارند تقریبا برای اکثر آزمایشات مناسب و ارجحیت دارند. در جدول شماره 1-1 خصوصیات آنتی بادی‌های پلی‌کلونال و مونوکلونال مقایسه شده‌اند [42].
*معمولا کلمه آنتی‌بادی با مونوکلونال و آنتی‌سرم با پلی کلونال به‌کار می‌رود.
جدول 1-1 مقایسه خصوصیات آنتی‌بادی‌های پلی کلونال و مونوکلونال
	Characteristic
	Polyclonal Antibodies
	Monoclonal Antibodies

	Specificity

	Low to High
	High

	Sensitivity for antigenic (e.g.genetic modification polymorphism,heterogeneity of glycosylation, denaturation)

	Low
	High

	Affinitylavidity
	Avidity equals sum of affinity of individual specificities ;increase with time

	Avidity=affinity; constant

	Cross reactivity with other antigens
	Unlikely after absorption
	likely

	Production time
	Usually 4 to 8 weeks
	Up to 3 to 6 months

	Batatch -to-Batch variability
	yes
	In principle not


Source:From Leenaars. M., Claassen, E., and Boersma, W.J.A., Modulation of the humoral immune response, antigens and antigen presentation, in Immunology Methods Manual. l. Lefkovits, Ed., Academic Press ,New York, 1996 , p. 989.
1-15-2-  تولید آنتی‌سرم‌های پلی‌کلونال در حیوانات
1-15-2-1-  عوامل موثر در تولید آنتی‌سرم‌های پلی‌کلونال در حیوانات
1- تولید یک آنتی‌سرم پلی‌کلونال مناسب و با ارزش علیه یک آنتی‌ژن در حیوان به رعایت عوامل زیر بستگی دارد [42, 43]:
2- کیفیت درجه خلوص و مقدار آنتی‌ژن در دسترس و تزریق شده. بررسی‌ها نشان داده است که تزریق مقدار متوسط
 یک آنتی‌ژن پپتیدی موجب تحریک لنفوسیت‌هایTh-1  (ایمنی سلولی) می‌شود، در صورتی‌که تزریق مقدار زیاد یا بر عکس کم همان پپتید موجب تحریک لنفوسیت هایTh-2  (سنتز آنتی‌بادی) می‌گردد. در اکثر موارد، آنتی‌ژن تزریقی پروتئین یا پپتید می‌باشد ولی گاهی ممکن است قند، اسید نوکلئیک، سلول، عصاره بافتی و مولکول‌های آلی
 با وزن مولکولی کم باشند که در این صورت به یک حامل ایمونوژن متصل شده‌اند.
3- ماهیت و خصوصیات فیزیکی و شیمیایی ساختار آنتی‌ژن(Nature &Intrinsic Physical & Chemical Structure) مانند آنتی‌ژن محلول (مونومر و یا پلی‌مر) یا غیر محلول (میکرو‌ارگانیسم‌ها و سلول‌ها)، وزن مولکولی آنتی‌ژن، بار الکتریکی، میزان قند و چربی آنتی‌ژن.
4- گونه، سویه ژنتیکی و رابطه حیوان میزبان از نظر تکامل زیستی
 با پروتئین تزریق شده.
5- نوع و مقدار ادجوانت
 مصرف شده و نسبت آن به مقدار آنتی‌ژن تزریقی. انتخاب ادجوانت، بر اساس ماهیت و ساختمان فیزیکی و شیمیایی آنتی‌ژن و همچنین نوع واکنش ایمنی (ایمنی هومورال یا سلولی) مورد نیاز می‌باشد. علاوه بر این بعضی از ادجوانت‌ها محرک خوبی برای واکنش اولیه، یا ثانویه و یا هر دو واکنش می‌باشند.
6- شیوه (Route) تزریق و راه‌های تزریق یادآور (Booster) آنتی‌ژن
7- جدول تزریقات (Schedule) و پراکندگی محل تزریقات در هر تزریق.
8- زمان‌های مناسب خون‌گیری و استفاده از روشی که حداقل استرس را هنگام خون‌گیری برای حیوان داشته باشد.
9- نوع تغذیه و بهداشتی بودن آب‌خوری حیوان.
10- شرایط نگهداری حیوان. مانند فضای فیزیکی، نظافت محیط و تعدادی که در هر قفس نگهداری می‌شوند، فاصله زمانی روشنایی و تاریکی اتاق، دما، رطوبت و تهویه اتاق، آرامش محیط و عوامل دیگر مانند سر و صدا که می‌تواند ایجاد پریشانی در حیوان نموده و روند افزایش تیتر آنتی‌بادی را کاهش دهد.
خالص بودن آنتی‌ژن تزریقی بسیار مهم است زیرا وجود مقادیر جزئی ناخالصی در آن گاهی به علت غالب بودن این شاخص‌ها
، بیش از آنتی‌ژن اصلی ایمونوژنیک است و آنتی‌سرم حاصل بیشتر با ناخالصی واکنش نشان می‌دهد تا با پروتئین اصلی. آنتی‌ژن‌های پروتئینی، حتی‌المقدور باید از نظر بیوشیمیایی هموژن و بر حسب کاربرد آنتی‌سرم، به شکل طبیعی یا دناتوره تزریق شوند. به عنوان مثال بهترین آنتی‌سرمی که برای غربال کردن بیان کتابخانه‌های ژنی
 باکتری‌ها و آزمایش ایمونوبلات به‌کار می‌رود، علیه شکل دناتوره پروتئین می‌باشد. بر عکس آنتی‌سرمی که برای غربال کردن ژن‌های (cDNA) بیان شده در سیستم‌های Eukaryotic transfection و ایمونوپرسیپتاسیون اجزاء ساختمانی سلول‌های طبیعی به کار می‌رود، اگر علیه شکل طبیعی یک پروتئین تولید شود، بهتر جواب می‌دهد. امروزه با اطلاعاتی که از اساس مولکولی واکنش‌ها و ارتباطات سلولی سیستم ایمنی به‌دست آمده، می‌توان با دست‌کاری (Modification) آنتی‌ژن‌های ضعیف و یا انتخاب حیوان مناسب، آنتی‌بادی با کیفیت مناسب بر علیه آنها تولید کرد. علاوه بر موارد ده‌گانه ذکر شده برای تولید یک آنتی‌سرم خوب و بهینه ،ویژگی
، حساسیت
، قابل اعتماد بودن
، و قابل تکرار بودن
 روش
 بررسی آنتی‌بادی تولید شده نیز در ارزیابی نتیجه ایمنی‌زایی حیوان مهم است، زیرا اگر روش بررسی مناسب نباشد، ارزیابی آنتی‌بادی تولید شده به‌درستی صورت نمی‌گیرد. 
1-16-   تشخیص آزمایشگاهی
اولین مرحله در تشخیص آزمایشگاهی پنوموکوک، تهیه گسترش از نمونه عفونی شامل چرک، خلط، مایع مغزی-نخاعی
 و ... می باشد. نمونه باید فاقد ترشحات بزاقی باشد.
نمونه‌‌گیری باید قبل از تجویز آنتی‌بیوتیک صورت گیرد و باید بلافاصله در آبگوشت مغذی قرار داده شود [44].
1-16-1-  روش‌های تشخیصی پنوموکوک به شرح زیر است
1-16-1-1-  آزمایش مستقیم
در این روش از خلط خونی بیمار و یا مایع ریوی بیمار استفاده می‌شود، سپس بر روی آن رنگ‌آمیزی گرم صورت می‌گیرد. وجود دیپلوکوک‌های سرنیزه‌ای، گرم مثبت و کپسول دار مشخص کننده این باکتری است. برای تأیید این موضوع از آنتی‌سرم‌های ویژه پنوموکوک که معمولا پلی‌والان می‌باشند، استفاده می‌شود [44].
1-16-1-2-  کشت
در صورتی‌که آزمایش مستقیم مثبت بود، باید از نمونه عفونی کشت به عمل بیاید. لازمه این کار محیط مغذی حاوی 3 تا 5 درصد خون و 5 تا 10 درصد دی اکسید کربن است.
انواع محیط‌های کشت مورد استفاده عبارتند از: عصاره قلب و مغز، محیط مایع و آگاردار تریپتیکیس سوی، آبگوشت تیوگلیکولات
 و آگار خون‌دار
.
به غیر از خلط، بسته به عفونت‌های مختلف می‌توان باکتری را از مایع مغزی- نخاعی، ترشحات برونش و نازوفارنکس، خون، چرک زخم‌ها و غیره به‌دست آورد. برای کشت خون 5 تا 15 میلی‌لیتر از خون بیمار با نسبت تقریبی 1 به 10 در تریپتیکیس سوی براث و یا آبگوشت تیوگلیکولات تلقیح شده و به‌مدت 24 ساعت انکوبه می‌گردد و در نهایت روی محیط خون‌دار کشت مجدد می‌شود. کلونی‌های پنوموکوک پس از 24 ساعت روی محیط آگار خون‌دار دایره‌ای شکل با مرکز فرورفته، براق با حالت موکوئید مانند به قطر یک میلی‌متر که اطراف آن‌ها را هاله دو میلی‌متری همولیز آلفا فراگرفته است ظاهر می‌شوند. اگر پنوموکوک در شرایط بی‌هوازی رشد کند، همولیز کامل یا بتا ممکن است مشاهده گردد. اگر کلونی‌های این باکتری کهنه شوند، حالت شفافیت خود را ازدست داده و چین خورده می‌شوند [45, 46].
1-16-1-3-  حساسیت به اپتوچین
یکی از معمول‌ترین روش‌ها در شناسایی پنوموکوک استفاده از روش اپتوچین است. این آزمایش برای تعیین اثر اپتوچین
 بر ارگانیسم استفاده می‌شود. اپتوچین، پنوموکوک ها را لیز می‌کند (مثبت) اما سایر استرپتوکوک‌های آلفا همولتیک نسبت به آن مقاوم هستند.
در این روش با استفاده از لوپ بر روی محیط بلاد آگار ارگانیسم مورد آزمایش کشت داده می‌شود سپس با استفاده از پنس استریل دیسک اپتوچین را بر روی ناحیه کشت داده شده قرار داده و به آرامی کمی دیسک را بر سطح محیط کشت فشار داده تا از تماس مناسب دیسک اطمینان حاصل شود. در مرحله بعد پلیت برای مدت ۱۸-۲۴ ساعت در دمای ۳۵ درجه سانتی‌گراد در ۵% CO2 انکوبه شود. در نهایت قطر هاله عدم رشد بر حسب میلی‌متر اندازه‌گیری می‌شود. امروزه حضور سویه‌های مقاوم به اپتوچین حساسیت این روش را کاهش داده است [47, 48] (شکل 1-4).
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شکل 1-4 تست حساسیت به اپتوچین [49]
1-16-1-4-  تشخیص سرولوژیکی
1-16-1-4-1- حلالیت در صفرا
استرپتوكوك پنومونيه داراي يك آنزيم اتوليتيك فعال است که خاصیت آمیداز
 دارد و ديواره‌ی سلولي خود ارگانيسم را در طي تقسيم سلولي ليز مي‌كند. هنگامي كه ارگانيسم تحت تأثير يك نمك صفراوي قرار گيرد (دزوكسي كولات سديم) ارگانيسم سريعاً اتوليز مي‌گردد. ساير استرپتوكوك‌هاي آلفا هموليتيك داراي اين آنزيم فعال نبوده و در صفرا حل نخواهند شد. آزمايش حلاليت در صفرا ممكن است هميشه مفید نباشد، زيرا در مورد كلني‌هاي كهنه ممكن است آنزيم فعال از بين برود. بنابراين استرپتوكوك‌هاي غيرقابل حل در صفرا كه شبيه پنوموكوك به نظر مي‌رسند بايد توسط ساير روش‌ها، جهت شناسایي بيشتر مورد آزمايش قرار گيرند. اساس این روش بر این است که پنوموکوک در حضور سورفاكتانت دزوكسي كولات سديم
 (يكي از مهم‌ترين تركيبات صفراوي) سريعاً اتوكاتاليز (اتوليز) مي‌شود. اگر كلوني كشت ميكروبي در مدت 30 دقيقه توسط سورفاكتانت يا دترجنت تخريب شده و از بين برود پنوموكوك بودن آن مشخص مي‌شود [29, 50].

1-16-1-4-2- تلقیح به حیوانات
موش آزمایشگاهی به پنوموکوک حساس است. بنابراین اگر مقداری از نمونه خلط را با سرم فیزیولوژی شسته و داخل صفاق موش تزریق کنند حیوان در مدت 18 تا 24 ساعت می‌میرد و می‌توان پنوموکوک را از ترشحات صفاق و خون قلب حیوان به‌دست آورد.
شایان ذکر است که قدرت بیماری‌زایی به نوع کپسول پنوموکوک تزریق شده بستگی داشته و تیپ 14 که در کودکان عفونت‌های حاد را ایجاد می‌کند در موش سفید غیر بیماری‌زا است [51, 52].
1-16-1-4-3- واکنش کوئلانگ

آزمون کوئلانگ نوفلد 
یا واکنش پرسیپیتاسیون کپسولی، ساده‌ترین، سریع‌ترین و البته قطعی‌ترین روش شناسایی پنوموکوک در صورت در دسترس بودن آنتی‌بادی اختصاصی می‌باشد. این آزمایش در شناسایی مستقیم پنوموکوک در خلط، مایع نخاع، اکسودا یا کشت کاربرد دارد. برای این منظور یک لوپ از خلط امولسیونه شده را با یک قطره از سرم ضد پنوموکوک و متیلن بلو مخلوط کرده و در زیر عدسی با روغن ایمرسیون بررسی می‌کنند. مثبت بودن آزمون کوئلانگ، توسط تورم کپسول و افزایش انکسار آن در زیر میکروسکوپ آشکار می‌شود [53] (شکل 1-5).
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شکل 1-5 واکنش کوئلانگ [11]
1-16-1-4-4- روش کوآگلوتیناسیون و آگلوتیناسیون لاتکس
برای بررسی آنتی‌ژن‌های پنوموکوکی از روش کوآگلوتیناسیون
 و آگلوتیناسیون لاتکس
 استفاده می‌شود. این تست‌ها برای جستجوی آنتی‌ژن‌های پلی‌ساکاریدی پنوموکوک در خون، سرم، نخاع و مایع جنب کارآمد هستند.
تست لاتکس حساسیت زیادی داشته و مقادیر 1/0 نانوگرم پلی‌ساکارید را در هر لیتر سرم تشخیص می‌دهند حال آن‌که تست کوآگلوتیناسیون اختصاصی‌تر عمل می‌کند. هر دو روش در ادرار حساسیت کمتری دارند (شکل 1-6).
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شکل 1-6 تست آگلوتیناسیون(اسلاید A = آگلوتیناسسون مثبت، اسلاید B= آگلوتیناسیون منفی)[54]
1-17-   اهداف
هدف از این طرح تهیه‌ی آنتی‌سرم اختصاصی بر علیه استرپتوکوکوس پنومونیه جهت استفاده در کیت‌های تشخیصی بر اساس آگلوتیناسیون و الایزا می‌باشد. همچنین بهترین کاندید برای تحریم سیستم ایمنی انتخاب گردیده و روش‌های مختلف تزريق آنتى‌ژن برای توليد كارآمدتر آنتى‌سرم بر علیه پنوموکوک مورد استفاده قرار می‌گیرد.
در نتیجه، کشور در تولید و تهیه آنتى‌سرم بر علیه استرپتوکوک پنومونیه به خودکفایی رسیده و از پرداخت هزینه‌های گزاف در تهیه نمونه‌های خارجی به علت گران بودن نمونه‌های خارجی جلوگیری می‌شود.
2
    فصل دوم
مروري‌‌‌‌‌‌‌‌‌‌‌‌‌‌‌‌‌‌‌‌‌‌‌‌برمطالعات گذشته
در سال 2004 اسلوتود.اچ.سی و همکاران روش پنوموتست_لاتکس را که روشی ساده و سریع برای سروتایپینگ پنوموکوک مبتنی بر لاتکس آگلوتیناسیون بود را عرضه کردند. در این روش از 14 نوع مختلف آنتی‌سرم پنوموکوکی متصل به لاتکس استفاده شد. این روش از حساسیت بالایی برای سروتایپینگ زنجیره‌های مختلف پنوموکوک برخوردارمی‌باشد. از این کیت لاتکس می توان به عنوان ابزاری برای پیشگیری از بیماری‌های پنوموکوکی استفاده کرد [55].
در تحقیقاتی که در سال 2008 انجام گرفت، شرینا.ان.گرین و همکاران تحقیقاتی را با هدف ایجاد مصونیت در برابر پنوموکوک با ایمن‌سازی منفعل با آنتی‌‌سرم پنومولیزین انجام دادند که در نتیجه آن مشخص شد که آنتی‌سرم‌هایHI-PLY  وPLY  هر دو آنتی‌بادی‌هایی را ایجاد می‌کنند که باعث ایجاد محافظت علیه کراتیت پنوموکوکی می‌شود ADDIN EN.CITE.DATA 
 ADDIN EN.CITE 

[56]
.
در سال 2003 مودانی و همکاران ارزیابی یک کیت سروتایپینگ جدید برای استرپتوکوکوس پنومونیه را گزارش دادند که این کیت تحت عنوان دنکا کیت و یا Seiken set نیز نامیده می‌شود. اساس کار این کیت روش آگلوتیناسیون بر روی اسلاید می‌باشد و تمامی نتایج به‌دست آمده توسط این کیت با آزمایش کپسولی کوئلانگ برابری می‌کرد [57].
در تحقیقاتی که در سال 2014 انجام گرفت، هابیب و همکاران کپسول سویه‌های مختلف پنوموکوک را با استفاده از واکنش کوئلانگ شناسایی کردند که شامل 90 سروتایپ کپسولی می‌شود. شناسایی این کپسول‌ها برای اهدافی همچون شناخت اپیدمیولوژی پنوموکوک و همچنین ساخت واکسن علیه پنوموکوک بسیار کارآمد می‌باشد. اساس این روش واکنش متقاطع آنتی‌ژن- آنتی‌بادی بوده و در جایی که میکروسکوپ و آنتی سرم در دسترس باشد این روش بسیار ساده و کارآمد خواهد بود [58].
در سال 1996 ام.کی.لالیتا و همکاران پروژه سروتایپینگ استرپتوکوکوس پنومونیه را بر اساس آگلوتیناسیون انجام دادند. این روش یک تکنیک مقرون به صرفه برای کشورهای در حال توسعه می‌باشد. در این روش ارزیابی سروتایپ‌ها بر روی 114 سویه بالینی مختلف صورت گرفت. این روش مبتنی بر روش کوآگلوتیناسیون و لاتکس آگلوتیناسیون می‌باشد. مقایسه نتایج به‌دست آمده با نتایج حاصل از واکنش کپسول پلی‌ساکاریدی یکسان بود [59].
در مطالعه ای که در سال 1992 صورت گرفت، هنریکسون و همکاران تولید یک آنتی‌سرم مونو‌والان با القای تحمل ایمونولوژیک را برای کپسول استرپتوکوکوس پنومونیه انجام دادند. این روش برای تولید آنتی‌بادی‌های اختصاصی واکنش متقاطع دهنده به پلی‌ساکارید‌های کپسول مورد استفاده قرار گرفت [60].
در سال 2017 پارکر.ای.آر و همکاران تحقیقاتی را انجام دادند که در طی آن عمل آنالیز میزان خالص بودن ایمونوگلوبولین IgG ضد کپسول پلی‌ساکاریدی پنوموکوک را با استفاده از روش SDS-PAGE انجام دادند.
جدا کردن IgG، جذب سطحی کپسول پلی‌ساکاریدی(CPS)  و کروماتوگرافی با استفاده ازPneumovax®-Sepharose  انجام شد و نتیجه حاصل ازآنالیزهایSDS-PAGE  بیانگر IgG ضد کپسول پلی‌ساکاریدی با درجه خلوص بیش از 95 درصد خالص بود [61].  
در سال 2011، کالیکس جی‌جی و همکاران به توضیح ساختار و خصوصیات آنتی‌ژنیکی سروتایپ های 11A,11B,11C و کپسول پلی‌ساکاریدی11  پنوموکوکی پرداختند. فاکتورهای آنتی‌ژنیکی برای سرم سروگروپ 11 شناسایی شدند و این ایده نشان داد که روش‌های سروتایپینگ مرسوم و متداول قادر به تشخیص تمام انواع احتمالی سروگروپ 11 پنومونیه نیستند [62].
در سال 1995 هنریکسن خصوصیات سرولوژیک 6 نوع کپسول پنوموکوک جدید را شرح داد. جدول ترسیم شده لیستی از 90 نوع پنوموکوک، و واکنش‌های متقابل آنتی‌ژن-آنتی‌بادی را شامل می‌شود [63].
در سال 1973جی.کی.رون وال روش جدید آگلوتیناسیون بر روی اسلاید شیشه‌ای را برای تایپینگ سرولوژیک پنوموکوک ابداع کرد. با این روش، 89 سویه پنوموکوکی شناسایی شد [64].
موسوی و همکاران در سال 2013 در تهران با روش Multiplex PCR سروتیپ‌های مختلف استرپتوکوک پنومونیه را در جدایه‌های به‌دست آمده در شهر تهران شناسایی کردند. این مطالعه بر روی 150 نمونه سواپ از ناحیه نازوفارنکس کودکان سالم و 100 نمونه کلینیکی انجام گرفت که در کل 40 مورد از نمونه‌های سالم و 36 مورد از نمونه‌های کلینیکی پس از تعیین وجود ژن cpsA، به‌عنوان استرپتوکوکوس پنومونیه تایید شدند. نتایج نشان داد که 7/55% از جدایه‌های پنوموکوک شامل 4 

سروتیپ 3,6,19A.23F بودند که با روشMultiplex PCR  شناسایی گردیدند. همچنین سروتیپ 19A با 5/17% دارای بیشترین فراوانی بود. شناسایی این سروتیپ‌های مهم که سبب عفونت‌های پنوموکوکی در کودکان ناقل و سالم می‌شود در نواحی مختلف جغرافیایی تهران انجام گرفت [65].
بر اساس تحقیقاتی که در سال 1902 توسط نئوفلد و در سال 1903 توسط سورنسن صورت گرفت، اگر آنتی‌سرم پنوموکوک در مجاورت کپسول اختصاصی اپی‌توپ آن قرار گیرد به دیواره‌ی سلولی متصل شده و تغییری در ضریب شکست نور به هنگام عبور از کپسول ایجاد می‌‌‌‌شود که در زیر میکروسکوپ، کپسول به صورت متورم مشاده می‌شود. این روش به نام واکنش کپسولی کوئلانگ شهرت یافت. امروزه نیز این روش یکی از متداول‌ترین روش‌های مطالعه پنوموکوک می‌باشد اما در این روش تعیین سروتیپ‌های مختلف پنوموکوک ممکن نمی‌باشد [66, 67].
در سال 1970کرک من و همکاران، تست آگلوتیناسیون را به منظور کاهش زمان سروتایپینگ دسته‌های ایزوله‌ی پنوموکوکی توسعه دادند. در این روش، کشت تازه‌ی پنوموکوک با آنتی‌سرم‌های اختصاصی سروگروپ‌های 1 تا 46 پنوموکوک در چاهک‌های پلیت میکروتیتر مخلوط گردیدند. سپس واکنش آگلوتیناسیون بین باکتری پنوموکوک و آنتی‌سرم‌های اختصاصی اتفاق افتاد و منجر به تشکیل ذرات ناهمگونی شد که بدون نیاز به میکروسکوپ قابل رؤیت بود [68].
    کرون وال و همکاران در سال1973 تحقیقی را انجام دادند که در آن تست آگلوتیناسیون بر روی اسلاید میکروسکوپی شیشه ای را انجام دادند که به روش اسلاید آگلوتیناسیون معروف شد و امروزه نیز یکی از روش‌های مرسوم تشخیص پنوموکوک بر اساس آنتی‌سرم می‌باشد و بسیار پر کاربرد است. در این روش آنتی‌بادی اختصاصی به پروتئین A استافیلوکوکی جذب می‌شود [69].
     در سال 1986 اسمارت وهنریکسون، روش کوآگلوتیناسیون را برای تعیین تیپ نمونه‌های رشد یافته پنوموکوک و همچنین نمونه‌های بالینی آن بهبود بخشیدند. اساس این روش، اتصال پروتئین A چسبیده به فرمالین استافیلوکوکوس به آنتی‌سرم‌های اختصاصی سروتیپ‌های پنوموکوک به‌جای آنتی‌سرم‌های اختصاصی سروگروپ آن می‌باشد و سبب می‌شود که واکنش‌های متقاطع به حداکثر برسد [70].
     بر اساس تحقیقاتی که در سال 2014 توسط پورتر و همکاران صورت گرفت اعلام شد که روش آگلوتیناسیون از لحاظ دقت، سرعت و کاهش میزان آنتی‌سرم مورد استفاده در مقایسه با واکنش کوئلانگ، روشی مفیدتر و بهتر است و می‌تواند جایگزین خوبی برای روش‌های معمول بوده و در شرایطی که دسترسی به تجهیزات آزمایشگاهی ممکن نمی‌باشد به راحتی مورد استفاده قرار گیرد [71].
در سال 1977 روش دات بلات توسط فنول و همکاران و در تحقیقی دیگر در سال 2004 روش کلونی بلات توسط بوگرت و همکاران، به عنوان روش‌های سریع‌تر و ارزان‌تر برای تعیین تیپ‌های مختلف پنوموکوک به‌جای تست کوئلانگ پیشنهاد شدند. در هر دو روش، باکتری پنوموکوک پس از قرارگیری بر روی غشاء‌های نیتروسلولز انکوبه شده با آنتی‌سرم اختصاصی کپسول پنوموکوک که از خرگوش گرفته شده است، حالت لکه ایجاد می‌کند و واکنش‌های مثبت با پیرکسیداز کانژوگه به ایمونوگلوبولینG (IgG) خرگوش در حضور یک بستر شیمیایی ظاهر می‌شود.
تفاوت اصلی بین این دو روش در این است که در روش کلونی بلات، شناسایی یک سروتیپ جزئی در میان سروتیپ‌های غالب صورت می‌گیرد [72].
3
فصل سوم
مواد و روش‌ها 
1-18-   مواد و روش کار
1-18-1-  وسایل مورد نیاز
مجموعه مواد استفاده شده به شرح جدول 3-1 می‌باشد:
جدول 3-1 مواد مورد استفاده
	نام مواد مصرفی
	نام شرکت سازنده

	باکتری استرپتوکوکوس پنومونیه 9V-US-12
	انستیتو پاستور کرج

	محیط کشت BHI
	MERCK

	سولفات آمونیوم اشباع 2SO4(NH)
	MERCK

	هیدروکسید سدیم ( NaOH)
	MERCK

	کلرید سدیم ( NaCl)
	MERCK

	هیدروکسید پتاسیم
	MERCK

	دی سدیم هیدروژن فسفات
	MERCK

	یدید پتاسیم
	MERCK

	یدید جیوه
	MERCK

	پتاسیم هیدروژن فسفات
	MERCK

	سدیم دی هیدروژن فسفات  Na2 Hpo4
	MERCK


	قرص PBS
	GIBCO

	فیلتر های کاستی 30 و 100 کیلو دالتونی
	Millipore

	بافرشستشوی الایزا
	------

	بافر متوقف کننده واکنش آنزیمی
	پیشتاز طب زمان

	سوبسترای رنگ زا TMB
	پیشتاز طب زمان

	کونژوگه آنزیم  HRP-Sterptavidin
	پیشتاز طب زمان

	بیوتین
	Pierce


1-18-2-  دستگاه‌ها و تجهیزات مورد استفاده
دستگاه‌های مورد استفاده در این تحقیق مطابق جدول 3-2 می‌باشد.
جدول 3-2 تجهیزات و دستگاه های مورد استفاده
	نام ابزارآزمایشگاهی
	نام شرکت سازنده

	دستگاه اولترا فیلتراسیون
(Tangential flow filtration)
	Millipore

	ستون کروماتوگرافی تعویض یونی(IEX)
	ISO lab

	سانتریفوژ
	Hettich

	سمپلر
	Gilson

	منبع تغذیه الکتریکی الکتروفورز
	Biorad

	فالکون
	ISO lab

	سرنگ
	آوا پزشکی

	بشر
	ISO lab

	استیرر
	Heidolph

	مگنت
	Heidolph

	شیکر
	Heidolph

	PH متر
	Metler toledo

	سردخانه
	------

	فیلتر کاستی 30 و 100 کیلو دالتونی
	Millipore

	نوارPH  سنج
	MERCK

	تانک الکتروفورز
	پایا پژوهش

	منبع تغذیه الکتروفورز
	Biorad

	الایزا ریدر
	Hiperion

	اسلاید شیشه ای
	------

	اسپکتروفتومتر
	Thermo

	پلیت 96 خانه الایزا
	------

	لوله آزمایش درپیچ دار
	------


1-19-   کشت باکتری پنوموکوک 
برای کشت باکتری، ابتدا آماده سازی محیط کشت  BHIصورت پذیرفت، به‌دین صورت که برای تهیه 1 لیتر محیط کشت، 37 گرم پودرBHI  (شرکت مرک
) در 1 لیتر آب مقطر حل گردید و سپس با استفاده از دستگاه اتوکلاو در دمای 121 درجه سانتی‌گراد و فشار 5/1 اتمسفر به مدت 15 دقیقه استریل گردید.
ترکیبات محیط کشتBHI  (gr/li):
· Brain heart Extract: 27.5 g 
· Di-glucose: 2.0 g
· Sodium Chloride: 5.0 g

· Di-Sodium hydrogen phosphate anhydrous: 2.5 g
محیط کشت آماده شده به میزان 10 میلی‌لیتر به لوله‌های درپیچ‌دار اضافه گردید و سپس 100 میکرولیتر از سوش پنوموکوک تهیه شده از انستیتو پاستور ایران، با کمک پیپت پاستور به لوله‌های درپیچ دار وارد شد. سپس لوله‌ها به مدت 24 ساعت در دمای 37 درجه سانتی‌گراد در داخل انکوباتور قرار گرفت تا باکتری رشد کند. 
1-20-   غیر فعال کردن باکتری
در این مرحله باکتری‌های رشد یافته، غیر فعال
 گردیدند. بدین منظور لوله‌های حاوی باکتری به مدت 1 ساعت در دمای 60 درجه سانتی‌گراد در داخل بن‌ماری شیکر‌دار قرار گرفت.
1-21-   درو کردن
 باکتری
محتوای لوله‌ها پس از غیر فعال‌سازی باکتری، به لوله‌های فالکون 50 میلی‌لیتری اضافه گردید. سپس به مدت 1 ساعت و در دمای 4 درجه سانتی‌گراد و با سرعتrpm 3000 (دور بر دقیقه) سانتریفیوژ گردید، تا باکتری ته‌نشین گردد. پس از زمان مذکور مایع رویی دور ریخته شد و رسوب به‌دست آمده برای مرحله بعد آماده شد.
1-22-   رنگ‌آمیزی باکتری
پس از درو کردن باکتری به ‌منظور اطمینان از رشد و عدم آلودگی، رنگ‌آمیزی گرم صورت پذیرفت. بدین صورت که ابتدا به کمک پیپت پاستور، یک قطره از نمونه بر روی لام قرار داده شد و سپس گسترش را در دمای محیط خشک نموده و با حرارت فیکس گردید. پس از آن به مدت 1 دقیقه تمام سطح اسمیر را با محلول کریستال ویوله پوشانده شد. در مرحله بعد گسترش را با فشار کم آب مقطر شستشو داده و سپس با محلول لوگل به مدت 1 دقیقه پوشانده شد. پس از شستشو با آب مقطر، با محلول الکل- استون به‌مدت 20-30 ثانیه اسلاید را به منظور رنگ‌زدایی به‌صورت اوریب شستشو داده و سپس با آب مقطر شستشو داده شد. در مرحله بعد به تمام سطح اسمیر سافرانین اضافه کرده و پس از 1 دقیقه با آب مقطر شستشو داده شد. پس از خشک شدن در دمای اتاق بررسی میکروسکوپی انجام گردید. 
1-23-   آماده‌سازی باکتری جهت تلقیح
تهیه غلظت مناسب باکتری پنوموکوک برای تزریق به خرگوش برای تهیه آنتی‌سرم، استاندارد 3 مک فارلند
 می‌باشد. به‌دین منظور به رسوب به‌دست آمده از سانتریفیوژ، سرم فیزیولوژِی اضافه گردید تا کدورت (Turbidity) آن به استاندارد 3 مک فارلند برسد. سپس توسط دستگاه اسپکتروفوتومتر با طول موج 600 نانومتر تعیین غلظت گردید. میزان باکتری به‌دست آمده (استاندارد 3 مک فارلند) در نهایت 16 میلی‌لیتر بود. سپس به آن ادجوانت آلوم (آلومینیوم هیدروکساید) اضافه گردید.
1-24-   تزریق آنتی‌ژن به خرگوش
برای انجام تزریق از دو خرگوش سفید نیوزلندی استفاده شد. تزریق به صورت 5 بار و به میزان 1 میلی‌لیتر در فواصل زمانی 72 ساعت انجام شد. تزریق به‌صورت داخل وریدی (گوش) صورت پذیرفت (شکل 3-1).
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شکل 3-1 تزریق داخل وریدی
1-25-   خونگیری و جمع‌آوری سرم از خرگوش
پس از گذشت یک هفته از آخرین تزریق، اولین خونگیری از خرگوش‌ها صورت پذیرفت. خونگیری به مدت 6 هفته و در فواصل زمانی یک هفته در میان انجام شد. خونگیری از ورید گوش حیوان صورت گرفت. پس از هر بار خونگیری، برای به‌دست آوردن سرم، عمل سانتریفیوژ به صورت 2 بار و هر بار به مدت 30 دقیقه و در دمای 4 درجه سانتی‌گراد و با سرعتrpm 3000 صورت پذیرفت. سرم به‌دست آمده در فریزر نگهداری شد.
1-26-   آگلوتیناسیون بر روی اسلاید شیشه‌ای
برای بررسی اولیه آنتی‌سرم بدست آمده، تست آگلوتیناسیون بر روی اسلاید شیشه ای انجام شد. برای انجام این کار 30 میکرولیتر از آنتی‌سرم با 30 میکرولیتر از آنتی‌ژن (باکتری پنوموکوک) به‌دست آمده در مراحل قبل، بر روی صفحه شیشه‌ای مخلوط گردید. پس از یک دقیقه نتیجه قرائت شد. 
1-27-   تخلیص آنتی‌بادی
مراحل تخلیص آنتی بادی بر علیه پنوموکوک به شرح زیر انجام شد:
1-27-1-  رسوب‌دهی با آمونیم سولفات
1- حجم مساوی از سرم خرگوش با NaCl(0.15M) در دمای 4 درجه سانتی‌گراد مخلوط گردید و سپس بر روی استیرر قرار داده شد تا کاملا مخلوط گردد. این‌کار در سردخانه انجام شد (شکل 3-3).
2- سپس حجم مساوی از آمونیوم سولفات اشباع به صورت قطره قطره با کمک پیپت به مخلوط اضافه گردید و به مدت 30 دقیقه بر روی استیرر قرار داده شد.
3- در مرحله بعد، مخلوط در دمای 4 درجه سانتی‌گراد به مدت  30 دقیقه و با سرعت rpm1500 سانتریفیوژ گردید.
4- پس از انجام سانتریفیوژ، محلول شفاف رویی دور ریخته شد و رسوب به‌دست آمده با محلول نیمه اشباع آمونیوم سولفات شستشو داده شد.
5- مجددا عمل سانتریفیوژ مشابه مراحل فوق انجام گردید.
6- در این مرحله محلول شفاف رویی دور ریخته شد و رسوب به‌دست آمده در 3/1 حجم سرم اصلی NaCl(0.15M)  حل گردید (شکل 3-2).
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شکل 3-2 رسوب‌دهی با آمونیم سولفات
1-27-2-  دیالیز (دیافیلتراسیون)
در این مرحله، دیالیز با کمک دستگاه تانژنشیال فلوفیلتریشن و در برابر محلول PBS باpH: 6.4  در دمای 4 درجه سانتی‌گراد انجام گرفت تا یون‌های آمونیوم سولفات حذف گردند )شکل 3-3).
(این دستگاه عمل دیالیز و غلیظ کردن پروتئین را انجام می‌دهد)
1- سترون‌سازی دستگاه 
ابتدا فیلتر 30 کیلو دالتونی به دستگاه وصل گردید و عمل سترون‌سازی به ترتیب زیر انجام شد:
· شستشو با آب مقطر
· شستشو با هیدروکسید سدیم 2/0 مولار
· شستشو با آب مقطر و حذف هیدروکسید سدیم
2- پروتئین حاصل از مرحله رسوب‌دهی با سولفات آمونیوم به مخزن دستگاه اضافه گردید و سپس به آن رفته رفته محلول PBS اضافه گردید تا عمل دیالیز و حذف آمونیوم سولفات انجام گردد.
1-27-2-1-  آزمون نسلر
در طی انجام مرحله دیالیز به‌طور مرتب تست نسلر انجام گرفت تا از حذف یون‌های آمونیوم سولفات اطمینان حاصل گردد. برای این‌کار:
- پروتئین: 150 میکرولیتر
- معرف نسلر: 20 میکرولیتر
- پتاسیم هیدروکسید: 25 میکرولیتر
در یک میکروتیوب مخلوط گردید و بی‌رنگ بودن محلول نشان‌گر حذف یون‌های آمونیوم بود. در صورتی که رنگ زرد پر رنگ یا نارنجی، وجود آمونیوم سولفات را نشان می‌داد.
1-27-3-  استفاده از فیلتر 100 کیلودالتونی در TFF
در این مرحله فیلتر 30 کیلودالتونی با فیلتر 100 کیلودالتونی تعویض گردید. و مراحل مطابق فیلتر 30 کیلودالتونی انجام شد.
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شکل 3-3 شمایی از دستگاه TFF
1-27-4-  کروماتوگرافی تعویض یونی
در این مرحله کروماتوگرافی تعویض یونی
 به منظور حذف ناخالصی‌های باقی‌مانده صورت گرفت. ژل استفاده شده در این کروماتوگرافی، دی‌اتیل‌آمینو‌اتیل‌سفاروز فست فلو
 بود. این مرحله به ترتیب زیر انجام شد:
-Sanitization: به کمک NaOH 5/0 مولار عمل Sanitization ستون صورت گرفت.
- شستشوی ستون با آب مقطر
- متعادل‌سازی
: متعادل‌سازی با استفاده از 5 حجم ستون (50 میلی‌لیتر) بافر فسفات 1 (pH=7.6) انجام شد.
- افزودن نمونه

- اضافه نمودن مجدد بافر فسفات تا زمانی‌که کل پرتئین خارج شد.
- جمع‌آوری پروتئین

-بازیابی
: با اضافه کردن کلرید سدیم 2 مولار انجام پذیرفت (شکل 3-4).
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شکل 3-4 کروماتوگرافی تعویض یونی
1-27-5-  استفاده از دستگاه TFF با فیلتر 100 کیلودالتونی
خالص‌سازی نهایی آنتی‌بادی ‌با دستگاه TFF انجام شد. این عمل به کمک بافر فسفات (pH=7.6) و با فیلتر 100 کیلودالتونی صورت پذیرفت.
1-27-6-  نگهداری آنتی‌سرم خالص‌سازی شده
در مرحله آخر، به آنتی‌سرم، سدیم آزاید تیومرسال 1/0% اضافه گردید و در یخچال نگهداری شد.
1-27-7-  اندازه‌گیری غلظت پروتئین
در این مرحله غلظت پروتئین به‌دست آمده به کمک دستگاه نانو دراپ قرائت شد که OD آن 
 mg/ml043/12 گزارش شد.
1-27-8-  الکتروفورز

تکنیک SDS-PAGE یک روش کم‌هزینه سریع و تکرار‌پذیر جهت مطالعه پروتئین‌ها می‌باشد. این روش به‌‌طور معمول برای بررسی مراحل خالص‌سازی، محاسبه مقدار نسبی و تعیین وزن مولکولی پروتئین‌ها به‌کار می‌رود. در تکنیک SDS-PAGE به دلیل استفاده از ماده سدیم دودسیل سولفات  (SDS)و همچنین ویژگی‌های عالی ژل پلی‌اکریل‌آمید قدرت تفکیک پروتئین‌ها بسیار خوب می‌باشد.
1-27-8-1-  مواد لازم جهت انجامSDS-PAGE 
· محلول استوک اکریل آمید (8/30 درصد): 30 گرم آکریل آمید و 8/0 گرم بیس اکریل آمید زیر هود وزن گردید و در آب مقطر تا حجم نهایی 100 میلی‌لیتر رسانده شد. محلول با کمک کاغذ واتمن شماره 1 صاف گردید و در ظرف تیره ریخته شد. 
· بافر ژل Resolving: 2/18 گرم تریس باز و 4/0 گرمSDS ، در 70 میلی‌لیتر آب مقطر حل گردید.
pH محلول با اسید‌کلریدریک 2 مولار به 8/8 رسانده شد و سپس آب مقطر اضافه گردید تا حجم نهایی به 100 میلی‌لیتر برسد. غلظت تریس در این بافر 5/1 مولار بود.

· بافر ژل Stacking: 1/6 گرم تریس باز و 4/0 گرم SDS در 50 میلی‌لیتر آب مقطر حل گردید. با اسید کلریدریک 2 مولار pH آن را به 8/6 رسانده شد و سپس آب مقطر اضافه گردید تا حجم نهایی به 100 میلی برسد. غلظت تریس در این بافر 5/0 مولار بود.

· بافر تانک:‌ 3 گرم تریس باز، 4/14 گرم گلیسین و 1 گرم SDS در 1 لیتر آب مقطر حل گردید، pH این بافر حدود 3/8 بود.
· بافر نمونه (X5): 10 میلی‌لیتر بافر ژل بالا، 5 میلی‌لیتر گلیسرول، 1 گرم SDS، 2/0 میلی‌لیتر محلول برومو فنل بلو (5/0 درصد در اتانول) و 1 میلی‌لیتر 2-مرکاپتواتانول، در یک ظرف مخلوط گردید و سپس با آب مقطر به حجم نمایی 20 میلی‌لیتر رسانده شد.

· پرسولفات آمونیوم 10 درصد: 1/0 گرم پرسولفات آمونیوم در 1 میلی‌لیتر آب مقطر حل گردید (این محلول باید تازه تهیه شود).
·  TEMED10 درصد: 1/0 میلی‌لیتر TEMED در 9/0 میلی‌لیتر آب مقطر حل گردید (این محلول باید به صورت تازه تهیه شود).
1-27-8-2-  تهیه ژل
· سر‌هم کردن کاست‌های شیشه‌ای
· ریختن ژل پایین (ژل جدا کننده(
: محلول ژل پایین از اجزای آن با توجه به درصد آن تهیه گردید (جدول شماره 3-3). نحوه تهیه 12 میلی‌لیتر از محلول ژل پایین در جدول آمده است.

اجزای ژل پایین به غیر از TEMED در یک ظرف مناسب مخلوط گردید و سپس TEMED به آن اضافه گردید. پس از هم‌زدن سریع، محلول در بین شیشه‌ها تا ارتفاع مناسب ریخته شد باید دقت شود که حدود 3 سانتی‌متر فضا برای ژل بالا لازم می‌باشد. حدود 5/0 میلی‌لیتر آب مقطر با سمپلر به آرامی از 

کنار شیشه روی سطح ژل ریخته شد، به نحوی که با ژل مخلوط نگردید. پلیمریزه شدن ژل پایین 45 دقیقه طول کشید. ژل پایین به وضوح از آب مقطر روی آن (به دلیل تفاوت در ظریب شکست نور) قابل تشخیص بود.
جدول 3-3 تهیه 12 میلی‌لیتر محلول ژل پایین و بالا با غلظت‌های مختلف
	
	Resolving Gel
	Stacking Gel

	
	12%
	4%

	30% T, 2.7%C (I)
	4.50 ml
	0.60 ml

	Buffer (II)
	2.50 ml
	---

	Buffer (III)
	---
	1.4 ml

	10% SDS (V)
	0.10 ml
	lµ50 

	Distilled Water
	2.80 ml
	3 ml

	APS 10% (VII)
	lµ50 
	lµ25 

	TEMED
	lµ15 
	lµ12.5 


تهیه ژل بالا (ژل متراکم کننده)

بعد از بسته شدن ژل پایین، مطابق جدول 3-3 ژل بالا را تهیه نمودیم.
معمولا غلظت این ژل 3، 4 و یا 5٪ است. اجزای ژل بالا غیر ازTEMED ، در ظرف مناسبی مخلوط گردید. سپس آب روی ژل پایین را کاملا خالی شد و به بقیه محلول ژل بالا، TEMED اضافه گردید و پس از هم زدن سریعا تا ارتفاع مناسب روی ژل پایین ریخته شد، سپس شانه با دقت در ژل بالا وارد گردید، به‌طوری که دندانه‌های آن حدود 5/1 سانتی‌متر از سطح ژل فاصله داشتند.
· آماده‌سازی جهت ران: پس از بسته شدن ژل بالا، شانه‌ها از آن خارج گردید و ژل را در دورن تانک قرار دادیم. مخازن تانک و دستگاه تا ارتفاع مناسب به ترتیب با بافر تانک و بافر نمونه پر شد.
· افزودن نمونه‌ها: پس از افزودن نمونه به چاهک‌ها، سیم‌های رابط را به الکتروفورز وصل نمودیم و برای الکتروفورز در جریان الکتریکی ثابت، شدت جریان 20-30 میلی‌آمپر را تنظیم نمودیم. در این حالت رنگ نشان‌گر (بروموفنل بلو) طی مدت 5/1 تا 2 ساعت به انتهای ژل رسید. پس از اتمام عمل الکتروفورز، جریان را قطع نمودیم و تانک را از دستگاه بیرون آوردیم. 
1-27-8-3-  رنگ‌آمیزی با کوماسی بلو R-250

مواد: محلول رنگ آمیزی
-25/0 گرم کوماسی بلو R-250 را در 120 میلی‌لیتر متانول حل کرده و سپس 25 میلی‌لیتر اسید استیک گلاسیال و 100 میلی‌لیتر آب مقطر اضافه نمودیم. غلظت رنگ در این محلول حدود 1/0 درصد وزنی/حجمی است. این محلول می‌تواند به عنوان تثبیت کننده پروتئین‌ها نیز عمل می‌کند.

-محلول رنگ‌بر: 200 میلی‌لیتر متانول، 100 میلی‌لیتر اسید استیک گلاسیال و 700 میلی‌لیتر آب مقطر را با هم مخلوط نمودیم.

· روش رنگ‌آمیزی:
-ژل را در ظرف درب‌دار قرار دادیم و حجم کافی از محلول رنگ (100 میلی‌لیتر برای یک ژل کوچک) اضافه نمودیم. درب ظرف را بسته و آن را 1-2 ساعت روی شیکر قرار دادیم.

-محلول رنگ را تخلیه نمودیم و ژل را کاملا با آب معمولی شستشو دادیم، سپس محلول رنگ‌بر اضافه گردید. در ظرف را بسته، آن را روی شیکر قرار دادیم و پس از تیره شدن محلول رنگ‌بر، آن را با 

محلول تازه تعویض نمودیم. این عمل را چند بار تکرار کردیم تا زمینه ژل شفاف گردید و باندهای پروتئینی به وضوح مشاهده شدند.

-ژل را در محلول 7 درصد اسید استیک قرار دادیم و درب ظرف بسته شد ( ژل در این حالت برای مدت طولانی قابل نگهداری است).
1-28-   بیوتینیله کردن آنتی‌بادی
1- آماده سازی بافر فسفات ((Na2HPo4: پس از ساخت بافر به کمک فیلتر سرنگی آن را فیلتر نمودیم.
2- مخلوط نمودن بیوتین با آب قابل تزریق
: هر 1 میکروگرم بیوتین در 180 میکرولیتر WFI حل شد، به ازای هر 1 میلی‌لیتر آنتی‌بادی، 6/26 میکرولیتر آب و بیوتین لازم بود. 
3- سپس مخلوط به‌دست آمده به مدت 50 دقیقه در دمای اتاق انکوبه شد.
4- در این مرحله 079/1 میلی‌لیتر آنتی‌بادی پنوموکوک از غلظت اولیه آنتی‌بادی 043/12 میلی‌گرم با بافر فسفات رقیق گردید و به حجم 5/6 میلی‌لیتر رسانده شد.
5) سپس به 5/6 میلی‌لیتر آنتی‌بادی که در مرحله قبل آماده شده بود، مخلوط بیوتین و WFI به میزان 9/172 میکرولیتر اضافه گردید.
6) انجام ژل فیلتریشن به کمک دستگاه UV Detector: ژل سفادکس جی 25، نوعی ژل برای انجام عمل ژل فیلتراسیون است که عمل فیلتراسیون و تعویض بافر را انجام می‌دهد. به عبارتی پروتئین را بر اساس وزن مولکولی از ناخالصی‌ها جدا می‌کند (شکل 3-5). این دستگاه دارای یک ستون می‌باشد. از دستگاه به شرح زیر استفاده گردید:
- شستشوی ستون با آب مقطر
- اضافه نمودن NaOH 2/0 مولار به منظور پاک‌سازی ستون
- شستشو با آب مقطر
- اضافه نمودن بافر فسفات به منظور متعادل‌سازی
- اعمال نمونه
اساس کار دستگاه، جذب نوری (OD) بود یعنی محدوده‌ی عملکرد آن طول موج 280 نانومتر بود. به محض اینکه غلظت پروتئین بالا می‌رفت توسط نشان‌گر ثبت می‌شد. اگر پروتئین خارج می‌شد دستگاه یک پیک منحنی نشان می‌داد و چراغی روشن می‌شد که نشان‌دهنده زمان جمع‌آوری پروتئین بود.
(ژل فیلتراسیون محدودیتی دارد و آن این است که حجم نمونه اعمال شده باید 30% حجم ژل ستون باشد).
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شکل 3-5 شمایی از دستگاه UV Detector
1-29-   آزمایش الایزا
1-29-1-  طراحی کیت الایزا
1. کوت کردن آنتی‌بادی اولیه
: ابتدا 100 میکرولیتر آنتی‌بادی اولیه به کمک بافر کوتینگ (بافر بی‌کربنات) رقیق گردید و به هر چاهک اضافه شد.
2. سپس به مدت یک شب در دمای 4 درجه سانتی‌گراد بر روی شیکر قرار گرفت.
3. در روز بعد محتوای چاهک‌ها دور ریخته شد و 3 مرتبه با بافر شستشو، عمل شستشو انجام گردید.
4. بلاکینگ آنتی‌بادی
: این عمل برای بلوکه کردن آنتی‌بادی که به‌صورت سست به کف چاهک‌ها چسبیده و یا اصلا نچسبیده به کمک شیر خشک بدون چربی و یا آلبومین سرم گاوی (BSA) صورت گرفت. به‌دین منظور، 250 میکرولیتر آلبومین سرم گاوی به هر چاهک اضافه گردید و به مدت 2 ساعت در دمای اتاق بر روی شیکر قرار گرفت و سپس شستشو داده شد (این عمل به مدت سه بار تکرار شد).
5. در این مرحله آنتی‌ژن یا همان باکتری غیر فعال به تمام چاهک‌ها به جز چاهک‌های ردیف بلانک و کنترل منفی اضافه گردید و به مدت 1 ساعت در دمای 37 درجه سانتی‌گراد انکوبه شد.
6. سپس سه مرتبه به کمک بافر شستشو، شستشو داده شد.
7. در این مرحله، آنتی‌بادی بیوتنیله رقیق شده در بافر coating به تمام چاهک‌ها اضافه گردید.
8. مجددا 4 مرتبه شستشو، به کمک بافر شستشو انجام گرفت.
9. سپس،کونژوگه استرپتواویدین  HRPبه تمام چاهک‌ها بجز چاهک‌های ردیف بلانک اضافه گردید و در دمای 37 درجه سانتی‌گراد به مدت 30 دقیقه قرار داده شد.
10. پنج مرتبه شستشو به کمک بافر شستشو انجام گرفت.
11. سوبسترای کروموژن به تمام چاهک‌ها اضافه گردید و پلیت به مدت 15 دقیقه در تاریکی قرار داده شد.
12. در این مرحله محلول Stop solution به تمام چاهک‌ها اضافه گردید.
13. در مرحله‌ی آخر، پلیت محتوای نمونه در دستگاه الایزا ریدر قرار داده شد و جذب نوری در طول موج 450 نانومتر قرائت گردید.
4
فصل چهارم
نتايج
1-30-   نتايج
1-30-1-  نتایج کشت و خصوصیات فنوتیپی استرپتوکوکوس پنومونیه
پس از انجام کشت باکتری و رنگ‌آمیزی گرم، پلیت حاوی نمونه به کمک میکروسکوپ نوری مورد بررسی قرار گرفت. باکتری‌های رشد یافته از نظر شکل و رنگ‌آمیزی گرم، کوکسی‌هایی گرم‌مثبت با شکلی شبیه سرنیزه بودند و با آرایش دوتایی (دیپلوکوک) و زنجیره‌ای در کنار هم قرار گرفته بودند (شکل‌های 4-1 و 4-2). 
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شکل 4-1 شمای کلی باکتری های کشت شده و رنگ آمیزی شده در زیر میکروسکوپ نوری
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شکل 4-2 شمایی از بزرگ‌نمایی باکتری‌های کشت شده و رنگ‌آمیزی شده در زیر میکروسکوپ نوری
1-30-2-  خونگیری و جمع‌آوری سرم
حجم نهایی خون گرفته شده از خرگوش‌ها 178 میلی‌لیتر بود. حجم نهایی سرم به‌دست آمده پس از انجام سانتریفوژ 89 میلی‌لیتر شد.
1-30-3-  انجام تست آگلوتیناسیون بر روی اسلاید شیشه‌ای
تست آگلوتیناسیون در دو نوبت بر روی سرم به‌دست آمده قبل از انجام عمل تخلیص صورت گرفت.
در نوبت اول، بر روی اسلاید شیشه‌ای، 30 میکرولیتر از آنتی‌سرم به‌دست آمده قرار داده شد و 30 میکرولیتر از آنتی‌ژنی که در مراحل قبل جهت ایمونیزاسیون تهیه شده بود را به آن اضافه نموده و مخلوط گردید. همچنین از آنتی‌ژن مننگوکوک به عنوان کنترل منفی نیز استفاده شد.
پس از گذشت یک دقیقه آن را بر روی لامپ پر نور قرار داده و مورد بررسی قرار گرفت و آگلوتیناسیون به خوبی قابل رویت و به صورت +4 بود (شکل 4-3).
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شکل 4-3 آگلوتیناسیون آنتی‌ژن اولیه بر روی اسلاید شیشه ای
در نوبت دوم، از نمونه بالینی (کشت مثبت خلط بیمار) تهیه شده از بیمارستان دی استفاده شد. ‌بدین صورت که به کمک آنس، از پلیت حاوی نمونه بیمار، کلونی برداشته شد و به کمک سرم فیزیولوژی رقیق گردید. سپس 30 میکرولیتر از آنتی‌سرم بر روی اسلاید شیشه ای قرار داده شد و با 30 میکرولیتر آنتی‌ژن آماده شده از نمونه بیمار مخلوط گردید و پس از گذشت یک دقیقه از لحاظ آگلوتیناسیون مورد بررسی قرار گرفت.
تشکیل ذرات آگلوتیناسیون نشان‌دهنده‌ی مثبت بودن نمونه‌ی بالینی از لحاظ پنوموکوک بود (شکل 4-4). 
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شکل 4-4 آگلوتیناسیون نمونه بالینی بر روی اسلاید شیشه‌ای
1-30-4-  تخلیص آنتی‌بادی
1-30-4-1-  رسوب‌دهی با آمونیم سولفات
50 میلی‌لیتر سرم را با 50 میلی‌لیتر سدیم‌کلراید 15/0 مولار مخلوط و سپس100 میلی‌لیتر آمونیم سولفات اشباع به آن اضافه گردید. پس از نیم ساعت انکوبه در دمای 4 درجه‌ی سانتی‌گراد بر روی استیرر، مخلوط سانتریفوژ و سپس رسوب به‌دست آمده با آمونیم سولفات نیمه اشباع شستشو داده شد. رسوب نهایی در 17 میلی‌لیتر سدیم‌کلراید 15/0 مولار حل گردید. حجم نهایی پروتئین بعد از این مرحله 27 میلی‌لیتر بود.
1-30-4-2-  دیالیز
پروتئین حاصل از مرحله‌ی قبل، با استفاده از فیلتر 30 کیلودالتونی در سیستم TFF و در مقابل500 میلی‌لیتر PBS 07/0 مولار دیالیز شد. همچنین به منظور خالص‌سازی بیشتر پروتئین، از فیلتر 100 کیلودالتونی و300  تا 400 میلی‌لیتر PBS 07/0 مولار استفاده گردید. حجم نهایی پروتئین بعد از این مرحله 38 میلی‌لیتر بود.
1-30-4-3-  نتایج آزمون نسلر
برای اطمینان از حذف یون‌های آمونیوم سولفات و خلوص آنتی‌سرم تهیه شده در طی مرحله دیالیز آزمون نسلر چندین مرتبه صورت پذیرفت (شکل 4-5).
در ابتدای مرحله‌ی دیالیز، آزمون نسلر انجام شد و محلول به‌دست آمده به رنگ نارنجی در آمد که نشان‌دهنده‌ی ناخالصی پروتئین (باقیمانده‌ی آمونیم سولفات) بود.
در مرحله‌ی دوم، محلول به‌دست آمده به رنگ زرد و در مرتبه‌ی سوم به رنگ زرد مایل به سفید بود.
در چهارمین مرتبه‌ای که آزمون نسلر انجام شد پس از گذشت 700 میلی‌لیتر بافر فسفات محلول به رنگ سفید در آمد که نشان دهند‌ه‌ی حذف تمام ناخالصی‌ها و خلوص پروتئین از آمونیوم سولفات بود. 
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شکل 4-5 آزمون نسلر
1-30-4-4-  کروماتوگرافی تعویض یونی
نمونه حاصل از مرحله‌ی قبل را بعد از متعادل‌سازی به ستون اضافه کرده و در نهایت بعد از این مرحله 30 میلی‌لیتر پروتئین جمع‌آوری گردید.
1-30-4-5-  خالص‌سازی نهایی و تغلیظ
این مرحله با استفاده از سیستم TFF و فیلتر 100 کیلودالتونی و در مقابل 250 میلی‌لیتر بافر فسفات (pH=7.6) انجام شد. حجم نهایی آنتی‌بادی خالص شده بعد از این مرحله 12 میلی‌لیتر بود.
1-30-4-6-  نتایج تعیین غلظت آنتی‌بادی خالص‌سازی شده
پس از خالص‌سازی آنتی‌بادی، غلظت پروتئین با استفاده از دستگاه Thermo® و با قرائت جذب نوری نمونه‌های مختلف (در طول موج 280 نانومتر) بعد از هر مرحله از خالص‌سازی اندازه گیری شد. جدول شماره‌ی 4-1 غلظت پروتئین را نشان می‌دهد.
جدول 4-1 غلظت پروتئین (آنتی‌سرم) در مراحل مختلف تخلیص
	ردیف
	مرحله
	غلظت (mg/ml)

	1
	بعد از رسوب دهی با آمونیم سولفات
	925/25

	2
	بعد از دیالیز با استفاده از دستگاه TFF
	101/12

	3
	بعد از کروماتوگرافی تعویض یونی
	969/8

	4
	Permeate
	0

	5
	خالص سازی نهایی
	043/12


1-30-4-7-  نتایج تعیین درجه‌ی خلوص آنتی‌بادی از نظر کیفی
برای بررسی درجه‌ی خلوص آنتی‌بادی بعد از تخلیص، با استفاده از روش SDS-PAGE انجام گرفت. در این روش از ژل‌های 12 درصد (Resolving) و 4 درصد (Stacking) استفاده گردید. 15 میکروگرم از پروتئین (بافر نمونه فاقد احیاء کننده مانند دو مرکاپتواتانول) در هر چاهک از ژل اعمال گردید و الکتروفورز در ولتاژ 65 و 100 ولت انجام شد. نتایج حاصل، درجه‌ی خلوص بالای آنتی‌بادی را نشان می‌دهد (شکل 4-6).
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شکل 4-6 درجه‌ی خلوص آنتی‌بادی با استفاده از SDS-PAGE.
1- بعد از کروماتوگرافی تعویض یونی
2- آنتی‌بادی خالص شده (بعد از TFF)
1-30-4-8-  نتایج بیوتینیله کردن آنتی‌بادی
5/6 میلی‌لیتر از آنتی‌سرم خالص سازی شده با 9/172 میکرولیتر بیوتین آماده شده مخلوط شد و سپس انکوبه گردید. در مرحله‌ی بعد، از کروماتوگرافی فیلتراسیون ژلی استفاده گردید. پس از متعادل‌سازی، با 

توجه به حجم ژل در ستون (14 میلی‌لیتر)، نمونه در دو مرحله (run) به ستون اعمال گردید. حجم جمع‌آوری شده پس از این کروماتوگرافی، 10 میلی‌لیتر بود.
- پس از انجام ژل فیلتراسیون، غلظت آنتی‌بادی بیوتینیله با استفاده از نانودراپ Thermo® و با اندازه‌گیری میزان جذب نوری مورد سنجش قرار گرفت (جدول شماره 4-2).

جدول 4-2 غلظت آنتی‌بادی بیوتینیله
	نام
	غلظت (میلی‌گرم بر میلی‌لیتر)

	آنتی‌بادی بیوتینیله
	774/0


1-30-5-  نتایج آزمون الایزا
در طراحی کیت الایزا برای سنجش کیفی آنتی‌سرم، ابتدا میزان بهینه‌ی آنتی‌بادی اولیه و بیوتینیله شده مورد بررسی قرار گرفت. جدول شماره 4-3 نشان‌دهنده‌ی غلظت‌های مورد استفاده می‌باشد.
جدول 4-3 غلظت‌های مورد استفاده جهت بهینه‌سازی
	غلظت آنتی بادی اولیه (µg)
	12
	11
	10
	9
	8
	7
	6
	5
	4
	3
	2
	1
	ردیف

	1
	S
	S
	S
	S
	S
	S
	S
	S
	S
	S
	C-
	B
	A

	2
	S
	S
	S
	S
	S
	S
	S
	S
	S
	S
	C-
	B
	B

	5
	S
	S
	S
	S
	S
	S
	S
	S
	S
	S
	C-
	B
	C

	10
	S
	S
	S
	S
	S
	S
	S
	S
	S
	S
	C-
	B
	D

	غلظت آنتی بادی بیوتینیله (µg)
	80
	40
	20
	10
	5
	
	


B= بلانک،C- = کنترل منفی، S= نمونه (آنتی ژن بکار رفته جهت ایمونیزاسیون)

پس از انجام الایزا، جذب نوری نمونه‌ها با استفاده از دستگاه الایزا ریدر و در مقابل طول موج 450 نانومتر قرائت گردید. یافته‌ها نشان می‌دهد جذب نوری برای بلانک و سرم فرد سالم صفر بوده و در مورد نمونه‌ها بر حسب غلظت‌های به‌کار رفته متفاوت می‌باشد. بیشترین جذب نوری مربوط به غلظت‌های 1 میکروگرم (آنتی‌بادی اولیه) و 80 میکروگرم (آنتی‌بادی بیوتینیله) می‌باشد. نتایج حاصل در جدول شماره‌ی 4-4 و شکل 4-7 نشان داده شده است.
جدول 4-4 جذب نوری نمونه در غلظت‌های مختلف آنتی‌بادی
	12
	11
	10
	9
	8
	7
	6
	5
	4
	3
	2
	1

	80µg
	40µg
	20µg
	10µg
	5 µg
	C-
	B

	1.983
	1.818
	1.144
	1.202
	0.676
	0.730
	0.486
	0.447
	0.318
	0.304
	0
	0
	A
	1

	1.827
	1.772
	1.107
	1.147
	0.644
	0.691
	0.439
	0.450
	0.332
	0.388
	0
	0
	B
	2.5

	1.873
	1.685
	1
	1.049
	0.661
	0.664
	0.458
	0.512
	0.312
	0.347
	0
	0
	C
	5

	1.804
	1.619
	0.983
	1.073
	0.611
	0.591
	0.407
	0.452
	0.298
	0.311
	0
	0
	D
	10
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شکل 4-7 جذب نوری نمونه در غلظت‌های مختلف آنتی‌بادی
1-30-5-1-  نتایج آزمون الایزا جهت سنجش پنوموکوک در نمونه‌های بالینی
پس از بهینه‌سازی غلظت‌های مورد نیاز در مورد آنتی‌بادی‌های اولیه و بیوتینیله، از کیت طراحی شده جهت سنجش پنوموکوک در نمونه‌های بالینی استفاده گردید. در این تست غلظت‌های 5/2 و 40 میکروگرم به ترتیب جهت‌آنتی‌بادی اولیه و بیوتینیله به‌کار برده شد. نتایج به شرح جدول 4-5 نشان داد که نمونه‌های بالینی مثبت و همچنین در مورد مننگوکوک (جهت بررسی اختصاصی بودن کیت)، منفی می‌باشد.
جدول 4-5 نتایج الایزا بر روی نمونه‌های بالینی
	6
	5
	4
	3
	2
	1

	Men
	Ag
	CS2
	CS1
	C-
	B
	

	0.439
	0.738
	0.221
	0.454
	0
	0
	A

	0.407
	0.742
	0.240
	0.481
	0
	0
	B


B= بلانک، C-= کنترل منفی، نمونه بالینی 1=CS1، نمونه بالینی 2=CS2، آنتی ژن=Ag، مننگوکوک=  Men
5
 فصل پنجم
   بحث و پيشنهادات 
5-1-بحث
استرپتوکوکوس پنومونیه باکتری گرم‌مثبت است که معمولا به صورت دوگانه (دیپلوئید) زندگی می‌کند و توسط یک کپسول پلی‌ساکاریدی پوشیده شده است. تخمین‌ها نشان می‌دهد که 5% تا 70% مردم سالم بدون اینکه بیمار باشند باکتری استرپتوکوکوس پنومونیه را حمل می‌کنند. این باکتری‌ها می‌توانند زمانی که ریز قطرات تنفسی با سرفه یا عطسه خارج می‌شوند، پخش شوند یا از طریق تماس‌های نزدیک منتقل شوند. این باکتری به‌طور طبیعی در حلق 40 تا 50 درصد از کودکان و همچنین 20 تا 30 درصد از بزرگسالان به عنوان فلور طبیعی قابل جداسازی است.
باکتری پنوموکوک زمانی که سدهای طبیعی بدن در برابر آن آسیب ببینند توانایی ایجاد عفونت دارد. کودکان به دلیل نابالغ بودن سیستم ایمنی و عدم آشنایی آن با این باکتری حساسیت بیشتری در برابر این ارگانیسم دارند و از سوی دیگر افراد بالای 50 سال نیز به دلیل تضعیف سیستم ایمنی این حساسیت را از خود بروز می‌دهند.
به‌طور کلی این باکتری توانایی بروز بیماری در دو حالت مهاجم و غیر مهاجم را دارد. در صورتی‌که باکتری در مناطقی از بدن یافت شود که در حالت طبیعی استریل هستند، مانند مننژ (پرده اطراف مغز) و خون، بیماری ایجاد شده مهاجم محسوب می‌گردد و می‌تواند باعث ایجاد عوارضی با علائم شدید و بسیار جدی شود که تهدید‌کننده حیات می‌باشند. تورم پرده‌های مغزی (مننژیت) و حضور باکتری در خون (باکتریمی) به عنوان انواع مهاجم و عفونت گوش میانی (اوتیت)، ذات الریه (پنومونی) نیز غیر مهاجم طبقه‌بندی می‌شوند. توجه داشته باشید عفونت‌های غیر مهاجم علی‌الخصوص ذات‌الریه توانایی تبدیل به نوع مهاجم را دارند.
بر اساس برآورد سازمان بهداشت جهانی، سالانه حدود 6/1 میلیون نفر بر اثر بیماری‌های ناشی از پنوموکوک می‌میرند که بیش از یک میلیون نفر آن کودکان زیر 5 سال هستند.
یکی از اقدامات ضروری در کنترل بیماری، تشخیص به هنگام پنوموکوک در نمونه افراد مبتلا می‌باشد. روش‌های تشخیصی آزمایشگاهی تشخیص پنوموکوک شامل تست کاتالاز،تست حساسیت به دیسک اپتوچین، تست حساسیت به دیسک باسیتراسین، تست هیدرولیز PYR، تست حلالیت در صفرا و واکنش کپسولی کولونگ می‌باشد. با توجه به سهولت روش و قیمت پایین آنتی‌سرم اختصاصی بر علیه 

پنوموکوک، تست‌های آگلوتیناسیون روی لام همیشه از مقبولیت زیادی برخوردار بوده است. با این روش می‌توان استرپتوکوک پنومونیه را تشخیص داده و نیز در مطالعات اپیدمیولوژی از آن استفاده کرد. همچنین از این آنتی‌سرم می‌شود در تشخیص بالینی و مراحل اولیه شناسایی سرولوژیک در باکتری جدا شده استفاده نمود. در تشخیص آزمایشگاهی استفاده از آنتی‌سرم های پلی‌والان در تشخیص گروه‌های باکتریایی سفارش شده است. 
در تحقیقی که در سال 1377 توسط آندره وسکان گریگوریان انجام شد، تهیه و تخلیص آنتی‌بادی و آنتی‌ژن‌های استرپتوکوک‌های گروه D صورت گرفت. در این تحقیق برای خالص‌سازی آنتی‌سرم به‌دست آمده از رسوب‌سازی با آمونیوم سولفات و همچنین روش کروماتوگرافی تعویض یونی بهره گرفته شد. در این مطالعه به علت وجود ناخالصی‌هایی ازجمله وجود آلبومین، در تکنیک SDS-PAGE باندهای غیر اختصاصی فراوانی مشاهده گردید. در مطالعه‌ی ما برای خالص‌سازی آنتی‌سرم به‌دست آمده، پس از رسوب‌سازی با آمونیوم سولفات عمل دیالیز با کمک دستگاه تانژنشیال فلوفیلتریشن با فیلترهای 30 و 100 کیلو‌دالتونی صورت گرفت که امروزه یکی از مهم‌ترین روش‌ها به منظور حذف آمونیوم سولفات باقیمانده در سرم می‌باشد و میزان خلوص آنتی‌بادی را به میزان بالایی افزایش می‌دهد همچنین از آزمون نسلر در فواصل زمانی مختلف به منظور اطمینان از حذف آمونیوم سولفات بهره گرفته شد. در مرحله‌ی بعد کروماتوگرافی تعویض یونی انجام شد و سپس مجددا عمل دیالیز با دستگاه تانژنشیال فلوفیلتریشن با فیلتر 100 کیلو دالتونی برای اطمینان از حذف تمامی ناخالصی‌ها صورت گرفت در نتیجه آنتی‌بادی به‌دست آمده دارای بالاترین درجه‌ی خلوص می‌باشد. همچنین به منظور بررسی میزان خلوص آنتی‌بادی از تکنیک SDS-PAGE استفاده شد. نتایج حاصل از ژل الکتروفورز در شرایط Non-reducing (غیر احیاء) به صورت باند 150 کیلودالتونی مشاهده شد و باند‌های غیر اختصاصی مشاهده نگردید.
در مطالعه‌ای که توسط کراوس و همکاران در سال 1961 انجام شد، بهترین زمان برای حصول آنتی‌بادی پس از ایمنی‌زایی خرگوش 4 تا 8 روز پس از آخرین تزریق گزارش شد. در مطالعه‌ی ما، خون‌گیری از خرگوش‌ها پس از 7 روز از آخرین زمان تزریق آنتی‌ژن صورت گرفت و غلظت آنتی‌سرم پس از رسوب‌سازی با آمونیوم سولفات 925/25 میلی‌گرم بر میلی‌لیتر گزارش شد که این غلظت بالا نشان‌گر زمان مناسب برای خون‌گیری از خرگوش‌ها بوده است [73].
در سال 1970کرک من و همکاران، تست آگلوتیناسیون را به منظور کاهش زمان سروتایپینگ دسته های ایزوله‌ی پنوموکوکی توسعه دادند. در این روش، کشت تازه‌ی پنوموکوک با آنتی‌سرم‌های اختصاصی سروگروپ‌های 1 تا 46 پنوموکوک در چاهک‌های پلیت میکروتیتر مخلوط گردیدند. سپس واکنش آگلوتیناسیون بین باکتری پنوموکوک و آنتی‌سرم‌های اختصاصی اتفاق افتاد و منجر به تشکیل ذرات ناهمگونی شد که بدون نیاز به میکروسکوپ قابل رؤیت بود. در مطالعه ما نیز آنتی‌سرم به‌دست آمده، در تست آگلوتیناسیون بر روی نمونه بالینی پنوموکوک و همچنین آنتی‌ژن کشت داده شده پنوموکوک مورد استفاده قرار گرفت و نتایج حاصله در این موارد مثبت بود و آگلوتیناسیون با درجه +3 رخ داد و این تست بدون نیاز به میکروسکوپ بخوبی قابل رویت بود. همچنین از باکتری مننگوکوک به منظور کنترل منفی برای انجام تست اختصاصیت استفاده گردید که در این مورد آگلوتیناسیون صورت نگرفت و پاسخ منفی بود که گواه اختصاصیت و خلوص بالای آنتی‌سرم تهیه شده می‌باشد [68].
در تحقیقی که در سال 1377 توسط علی اصغری انجام شد، استخراج آنتی‌ژن کربوهیدرات C از دیواره سلولی باکتری استرپتوکوک گروه A صورت گرفت. در این مطالعه برای خالص‌سازی آنتی‌سرم به‌دست آمده، پس از رسوب‌سازی با آمونیوم سولفات عمل دیالیز با کمک کیسه‌ی دیالیز انجام شد. به‌دین صورت که رسوب حاصله از مرحله‌ی آمونیوم سولفات با 2 لیتر محلول PBS در درون یک بشر مخلوط گردیده و سپس در کیسه‌ی دیالیز ریخته شد. پس از این مرحله کروماتوگرافی تعویض یونی صورت گرفت. در تحقیق ما برای خالص‌سازی آنتی‌سرم به جای استفاده از کیسه‌ی دیالیز از دستگاه تانژنشیال فلو فیلتریشن با فیلتر‌های 30 و 100 کیلو‌دالتونی استفاده شد که عمل خلوص آنتی‌بادی را به میزان قابل توجهی افزایش می‌دهد. همچنین از تست‌های کمکی مانند آزمون نسلر برای تایید حذف ناخالصی‌ها بهره گرفته شد. همچنین پس از کروماتوگرافی تعویض یونی مجددا عمل دیالیز صورت گرفت تا تمامی نا خالصی‌ها حذف گردد و کیفیت 100% در آنتی‌بادی حاصل گردد.
براساس مطالعه‌ای که توسط گلاور و همکاران صورت گرفت، آن‌ها به مقایسه دو روش تهیه آنتی‌سرم که توسط ولف (1935-1939) و پروم (1943) ارائه شده بود پرداختند. تفاوت این دو روش راه‌های تزریق آنتی‌ژن بود به‌دین صورت که در روش ولف تزریق به‌صورت داخل وریدی و در روش پروم تزریق به‌صورت عضلانی استفاده گردیده بود. روش ولف بطور قابل ملاحظه‌ای نیاز به زمان، مراحل کمتر و همچنین دانش شیمیایی کمتری داشته و آماده‌سازی آنتی‌ژن و به‌کارگیری آن راحت‌تر بود. در این مطالعه‌ی ما، طبق روش کار ارائه شده از روش ولف استفاده گردید [74].
بر اساس تحقیقاتی که در سال 2014 توسط پورتر و همکاران صورت گرفت اعلام شد که روش آگلوتیناسیون از لحاظ دقت، سرعت و کاهش میزان آنتی‌سرم مورد استفاده در مقایسه با واکنش کوئلانگ، روشی مفیدتر و بهتر است و می‌تواند جایگزین خوبی برای روش‌های معمول بوده و در شرایطی که دسترسی به تجهیزات آزمایشگاهی ممکن نمی‌باشد به راحتی مورد استفاده قرار گیرد. در این مطالعه از 91 سروتیپ مختلف استفاده شد و مدت زمان لازم برای تهیه‌ی نمونه‌ها و آزمایش 1 روز طول کشید. در این مطالعه تمایز سروتیپ‌های مختلف پنوموکوک ممکن نبود و همچنین تشخیص مستقیم نمونه‌ی بالینی ممکن نبود. در مطالعه‌ی ما، برای انجام تست آگلوتیناسیون از 30 میکرولیتر آنتی‌سرم استفاده گردید که میزان بهینه و مناسبی برای این تست می‌باشد و به میزان بالایی در استفاده از آنتی‌سرم صرفه‌جویی شده و همچنین کیفیت آزمایش نیز حفظ می‌گردد. همچنین مدت زمان لازم برای انجام تست 1 دقیقه بود. نتیجه‌ی آزمایش برای نمونه‌های آلوده به باکتری پنوموکوک مثبت گزارش شد و در نمونه‌های فاقد پنوموکوک واکنشی رخ نداد [71].
در سال 2017 پارکر.ای.آر و همکاران تحقیقاتی را انجام دادند که در طی آن عمل آنالیز میزان خلوص ایمونوگلوبولین IgG ضد کپسول پلی‌ساکاریدی پنوموکوک را با استفاده از روش SDS-PAGE انجام دادند. جدا سازی IgG، جذب سطحی کپسول پلی‌ساکاریدی (CPS) و کروماتوگرافی با استفاده از Pneumovax®-Sepharose انجام شد و نتیجه حاصل از آنالیزهای SDS-PAGE بیان‌گر این بود که IgG ضد کپسول پلی‌ساکاریدی درجه خلوصی بیش از 95 درصد داشت.
SDS-PAGE، روشی است که برای بررسی مراحل خالص‌سازی، محاسبه مقدار نسبی و تعیین وزن مولکولی پروتئین‌ها به‌کار می‌رود. در تکنیک SDS-PAGE به دلیل استفاده از ماده سدیم دودسیل سولفات (SDS) و همچنین ویژگی‌های عالی ژل پلی اکریل آمید قدرت تفکیک پروتئین‌ها بسیار بالا می‌رود. در مطالعه‌ی ما از روش کروماتوگرافی تعویض یونی همراه با روش دیالیز به منظور حذف ناخالصی‌های باقی مانده صورت گرفت. ژل مورد استفاده در روش کروماتوگرافی، دی اتیل آمینو اتیل سفاروز فست فلو بود. بررسی درجه‌ی خلوص آنتی‌بادی بعد از تخلیص، با استفاده از روشSDS-PAGE  انجام گرفت. نتایج حاصل از ژل الکتروفورز در شرایط  Non-reducing (غیر احیاء) به صورت باند 150 کیلودالتونی مشاهده شد، همچنین به دلیل کیفیت و خلوص بالای آنتی‌سرم باندهای غیر اختصاصی مشاهده نشد [61].
در سال 2004 لانکینن و همکاران و سپس در سال 2005 لی‌مینگ و همکاران روش Enzym-Linked ImmunoSorbent Assay معروف به EIA را که یک تکنیک بیوشیمیایی در حضور آنتی‌ژن یا آنتی‌بادی بود مورد بررسی قرار دادند. در این روش از نمونه cps پنوموکوکی موجود در سرم، سواب‌های نازوفارنکس و ادرار استفاده شد. اساس این روش بر این بود که مقداری آنتی‌ژن بر سطح یک پلیت حاوی چاهک ریخته و فیکس گردیده و پس از آن که آنتی‌بادی به آن اضافه می‌گردید به آنتی‌ژن متصل می‌شد. در واقع این آنتی‌بادی متصل به یک آنزیم بود که در مرحله‌ی نهایی ماده ای به پلیت اضافه می‌شد که آنزیم بتواند برخی از سیگنال‌های قابل تشخیص مانند تغییر رنگ را ایجاد نماید [75, 76].
این روش از حساسیت و دقت بسیار بالایی برخوردار بود. امروزه نیز تست الایزا به عنوان یکی از مهم‌ترین و پر‌کاربرد‌ترین روش‌های تشخیص پنوموکوک مورد استفاده قرار می‌گیرد. در این مطالعه 98% اختصاصیت تست در مقایسه با روش‌های مرسوم گزارش شد. همچنین از 23 سروتیپ مختلف استفاده گردید. مدت زمان لازم برای آماده کردن نمونه‌ها و انجام تست 1 روز گزارش شد. همچنین در این آزمایش تمایز بین سروتیپ‌های مختلف امکان پذیر نبوده و تشخیص مستقیم نمونه‌های بالینی مثبت گزارش شد.
در مطالعه‌ای که ما انجام دادیم از تست الایزا به منظور سنجش کیفی پنوموکوک استفاده گردید و میزان بهینه‌ی آنتی‌بادی اولیه و بیوتینیله شده در طراحی کیت الایزا مورد بررسی قرار گرفت. همچنین از نمونه‌ی بالینی بیمارستان دی(نمونه‌ی خلط بیمار) نیز به منظور بررسی کیفی آنتی‌سرم تهیه شده استفاده گردید.
نتایج حاصله پس از قرائت جذب نوری نمونه‌ها توسط دستگاه الایزا ریدر و در مقابل طول موج 450 نانومتر نشان داد که بیشترین جذب نوری مربوط به غلظت‌های 1 میکروگرم (آنتی‌بادی اولیه) و 80 میکروگرم (آنتی‌بادی بیوتینیله) می باشد.
همچنین از کیت طراحی شده پس از بهینه‌سازی غلظت‌های مورد نیاز در مورد آنتی‌بادی‌های اولیه و بیوتینیله، جهت سنجش پنوموکوک در نمونه‌های بالینی استفاده گردید. در این تست غلظت‌های 5/2 و 40 میکروگرم به ترتیب جهت آنتی‌بادی اولیه و بیوتینیله به‌کار برده شد. نتایج به‌دست آمده بیان‌گر این بود که نمونه‌های بالینی مثبت و همچنین در مورد مننگوکوک (جهت بررسی اختصاصی بودن کیت)، 

منفی می‌باشد. در مطالعه ما مدت زمان لازم برای انجام تست و آماده کردن نمونه‌ها دو روز به طول انجامید.
روش‌های تولید، تخلیص آنتی‌سرم بر علیه پنوموکوک و همچنین طراحی کیت الایزا برای پنوموکوک برای اولین بار است که در ایران صورت می‌گیرد و از کیت‌های خارجی برای بررسی حضور پنوموکوک در نمونه‌ها استفاده می‌گردد.
5-2- نتیجه‌گیری
بر اساس آزمایشاتی که به صورت کمی و کیفی شامل بررسی خصوصیات کشت باکتری، آگلوتیناسیون بر روی اسلاید شیشه‌ای، آزمون نسلر، روش SDS-PAGE و الایزا بر روی آنتی‌سرم تولید شده در طی این تحقیقات صورت پذیرفت، آنتی‌سرم تولید شده از خلوص و کیفیت بالایی برخوردار بوده و از مقبولیت بالایی برخوردار است.
در مطالعه ما از باکتری استرپتوکوکوس پنومونیه اخذ شده از بانک میکروبی ایران که بومی کشور بوده و آنتی‌سرم تهیه شده از این سوش بومی در طی آزمایشات آگلوتیناسیون و الایزایی که بر روی نمونه‌های بالینی اخذ شده از خلط بیماران مبتلا به پنومونی بیمارستان دی صورت گرفت، استفاده شد. نتایج این آزمایشات مثبت بوده و نشان‌دهنده‌ی کیفیت بالا و کارایی محصول بود.
به همین دلیل قابلیت استفاده در آزمایشات تشخیصی و تحقیقاتی را دارا می‌باشد و می‌تواند جایگزین خوبی برای نمونه‌های خارجی باشد.
این مطالعه برای اولین بار در کشور ایران صورت گرفت و کلیه نتایج به‌دست آمده با استاندارد‌های جهانی مطابقت داشت.
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پیوست‌ها
آماده‌سازی محلول‌های مورد نیاز
کلرید سدیم 2 مولار، 500 میلی‌لیتر:
مقدار 44/58 گرم کلرید سدیم در 300 میلی لیتر آب مقطر کاملاً مخلوط گردید و سپس به حجم 500 میلی‌لیتر رسانده شد. سپس جهت سترون‌سازی، محلول اتوکلاو گردید.
کلرید سدیم 15/0 مولار، 100 میلی‌لیتر
مقدار 5/7 میلی‌لیتر از کلرید سدیم 2 مولار، با آب مقطر به حجم 100 میلی‌لیتر رسانده شد.
آمونیم سولفات اشباع، 1 لیتر
مقدار 750 گرم آمونیم سولفات با 1000 میلی‌لیتر آب مقطر مخلوط گردید و پس از تهیه در دمای 4 درجه‌ی سانتی‌گراد نگهداری شد.
هیدروکسید سدیم 2 مولار، 500 میلی‌لیتر
مقدار 40 گرم کلرید سدیم در 300 میلی‌لیتر آب مقطر کاملاً مخلوط گردید و سپس به حجم 500 میلی‌لیتر رسانده شد. سپس جهت سترون‌سازی، محلول اتوکلاو گردید.
هیدروکسید سدیم 5/0 مولار، 100میلی‌لیتر
مقدار 25 میلی‌لیتر از هیدروکسید سدیم 2 مولار با آب مقطر به حجم 100 میلی‌لیتر رسانده شد.
هیدروکسید سدیم 01/0 مولار، 100 میلی‌لیتر
مقدار 5/0 میلی‌لیتر از هیدروکسید سدیم 2 مولار با آب مقطر به حجم 100 میلی‌لیتر رسانده شد.

PBS 07/0 مولار، 1pH= لیتر
70 میلی‌لیتر از PBS با آب مقطر به حجم 1000 میلی‌لیتر رسانده شد و pH محلول در 3/6 تنظیم گردید. سپس جهت سترون‌سازی، محلول اتوکلاو شد.
بافر فسفات، 6/7pH=، 1 لیتر
محلول A: مقدار 12/3 گرم از سدیم دی هیدروژن فسفات دو آبه در 1 لیتر آب مقطر حل گردید.
محلول B: مقدار 6/3 گرم از دی سدیم هیدروژن فسفات دو آبه در 1 لیتر آب مقطر حل گردید.
برای تهیه‌ی 1 لیتر بافر فسفات، 100 میلی‌لیتر از محلول A در 900 میلی‌لیتر محلول B حل شد و pH آن را در 6/7 تنظیم گردید. سپس جهت سترون‌سازی، محلول اتوکلاو شد.
Abstract
Introduction: Streptococcus Pneumonia is the cause of a wide range of mild infections such as otitis media, sinusitis, and severe infections such as pneumonia, septicemia and meningitis especially in children under 5 years old and old people. The most important methods for differentially detection of these bacteria are two tests of optochin sensitivity and solubility in bile. In Iran, the rate of isolation and reporting of pneumococci is low, which is the main reason for difficult bacterial growth and lack of growth in non-standard culture media from clinical samples. Also, in the most medical diagnostic laboratories, the diagnosis is based solely on the optochin sensitivity and lack of complementary tests and quality control, which leads to incorrect identification of this bacterium.

The aim of this study is to produce a specific antiserum against pneumococcus for the use of agglutination and ELISA diagnostic kits, which is highly accurate and efficient in medical diagnostic laboratories and treatment centers, saving time and cost.

Materials and Methods: Pneumococci were cultured, inactivated and harvested. Then, appropriate antigen dilutions were prepared for injection into rabbits. Two New Zealand white rabbits were used for immunization. In the next step, Blood sample collection and serum separation were performed. Then immunoglobulin purification steps were done using ammonium sulfate sedimentation, tangential flow filtration and DEAE Ion exchange chromatography. Purified antibody was also used for pneumococcal diagnosis in clinical specimens based on agglutination.

Result: Evaluation of purified antibody and antiserum destiny were measured at different stages using nanodrap. The results of agglutination test on primary antigen and clinical sample were 3+ and also meningococci were used for negative control which reported negative result. 
The results of gel electrophoresis in non-reducing conditions were observed in 150 KD band, indicating high purity of antiserum produced against pneumococcus. The results of ELISA test were read at 450 nm and the results showed that the optical absorption for blank and serum of healthy person was zero and was different for the samples according to the used concentrations. The highest optical absorption was observed at density of 1 μg (primary antibody) and 80 μg (biotinylated antibody). Also, ELISA test was used to measure pneumococcus in clinical samples at concentrations of 2.5 and 40 μg for primary and biotinylated antibodies. Results were positive for clinical specimens and also were negative for the meningococcus, for kits specificity. 

Conclusion: All results indicated that the produced antibody was qualitatively and qualitatively desirable with high purity. Methods for purification of antiserum against pneumococcus showed that this antiserum can be used for clinical diagnosis in agglutination and ELISA tests.

Currently, specific antisera are being manufactured in many countries around the world, but to the best of our knowledge, there is no report about its production in Iran. Furthermore, producing these specific antisera can be an important step in our country's self-sufficiency, and it is economically very cost-effective.
Keywords: Pneumococcus, Antiserum, Antigen, Agglutination, Elisa.
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