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 چکیده
بخش تنفسی انسان عمل  پاتوژن عنوان تواند به می هموفیلوس آنفلوانزاباکتری  زمینه و هدف:

ستفاده از ا د.وش درمان می  ها بیوتیک آنتی وسیله طور سنتی به اين باکتری به ناشی از  کند. عفونت

آمیز بوده است.  های ناشی از اين باکتری نیز بسیار موفقیت های کونژوگه در مهار بیماری واکسن

های ايمونوژن  و پروتئین نفلوانزاهموفیلوس آساکاريدی  کپسول پلی ها از در طراحی اين واکسن

عنوان ژن پروتئین ايمونوژنیک  به oapAمولكولی ژن بررسی  با هدف . اين مطالعهشود استفاده می

 شده و کانديد در طراحی واکسن انجام شد. حفاظت

تهیه و پس در تهران از بیمارستان میلاد  هموفیلوس آنفلوانزاتعدادی سويه بالینی روش بررسی: 

ها انجام  بیوتايپ سويه جهت تشخیصهای بیوشیمیايی  ود، تستهای تشخیصی موج انجام تستاز 

آنالیز  جهتاختصاصی  PCR ، استخراج و واکنشاز طريق جوشاندن DNAگرفت. در ادامه، 

منظور تأيید نتايج  به ،PCRمحصولات تعیین توالی  ،در نهايتطراحی گرديد.  oapAژن مولكولی 

 .صورت گرفت

به  %29-22بررسی، حدود های مورد  % از سويه92 نشان داد PCRنتايج واکنش  ها: یافته

% باقیمانده از 21ودارند  شباهت NCBIدر هموفیلوس آنفلوانزا oapAژن  های نوکلئوتیدی توالی

 ردهای موجود  توالی شبیه به% 24-29 بوده ونوکلئوتیدي 129هادارای يک حذف حدود  سويه

NCBI های نوکلئوتیدی را نشان دادند )سويه 129هايی که اين حذف  در همه سويه .هستند   

non-typeable  های تیپ  و سويهb برقرار بود.نتايج تعیین بیوتايپ نشان داد 29-22( شباهت %

 باشد. میهای مختلف  های مورد مطالعه، مربوط به بیوتايپ سويه

 oapAشده  ژن حفاظتاستفاده از پروتئین شود  طبق نتايج اين مطالعه پیشنهاد می گیری: نتیجه

 .گیردمورد توجه قرار  بیشتر اکتریاين ب bعلیه تیپ  واکسن تولیددر 

 ای پلیمراز. واکنش زنجیره ؛oapA؛ ژنهموفیلوس آنفلوانزاها:  کلید واژه

 

 مجله دانشگاه علوم پزشکی قم
 33 اسفندـ بهمن دوره هشتم، شماره ششم، 

  22الی  11صفحه 
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 مقدمه  
سازگارشده با  Proteobacterium γ-، يکهموفیلوس آنفلوانزا

درصد  9-11)در اتمسفر مرطوب ، که (1) استمیزبان انسانی 

CO2 کند. اين باکتری،  رشد می درجه سانتیگراد( 39-39 و دمای

دارد به محیط کشتی نیاز  و (2مثبت بوده ) مثبت و کاتالاز اکسیداز

             :شامل که با دو فاکتور محرک رشد موجود در خون

Hemin (X Factor) و NAD (V Factor)( 2، تكمیل شده باشد.) 

Hemin  های تنفسی  آنزيم به دما پايدار بوده و برای سنتزنسبت

اما  مورد نیاز است،مانند سیتوکروم اکسیداز، کاتالاز و پراکسیداز 

NAD،  احیا مورد  -بوده و برای سیستم اکسیداسیونحساس به دما

دار  های کپسول سويه از هموفیلوس آنفلوانزا (.3)است نیاز 

(Typeable) های بدون کپسول و سويه (non-typeable)  تشكیل

ژن کپسولی  دار بر مبنای تمايز آنتی های کپسول سويه شده است.

های  سويه ( و9،4،2) شوند بندی می طبقه a-fسروتیپ  9در 

همچنین کنند.  اغلب کودکان را درگیر می bدار تیپ  کپسول

 . (9باشد ) می دار های کپسول ترين سويه مهاجم دارای  bتیپ
آز و  براساس سه تست ايندول، اوره هموفیلوس آنفلوانزا

 شود بیوتايپ تقسیم می 8دکربوکسیلاسیون اسیدآمینه اورنیتین، به 

( 1298)سال و همكاران  Albrittonکه توسط  ای در مطالعه(. 2-9)

های مهاجم،  ، ايزولهbتیپ  یهموفیلوس آنفلوانزانجام شد برای ا

                های مهاجم و از ايزوله I، IIمتعلق به بیوتايپ  تقريباً

non-typeable H. influenzae سوم متعلق  مورد مطالعه، تنها يک

 (.11بودند ) Vچهارم متعلق به بیوتايپ  و حدود يک Iبه بیوتايپ 

 bساکاريدی تیپ  دسترس شامل کپسول پلی در Hibواکسن 

قبل . (2) باشد شده به يک پروتئین حامل ايمونوژنیک می کونژوگه

های کونژوگه، میانگین بروز سالانه ترکیبی  از معرفی واکسن

؛ ساله 9 مهاجم در کودکان b تیپ هموفیلوس آنفلوانزابیماری 

در  111111/91 ر اروپا،د 111111/41 در آسیا، 111111/41

ه در ايالات متحده تخمین زده شد 111111/88 آمريكای لاتین و

(. همچنین براساس گزارش سازمان بهداشت جهانی، 11) است

 در هر 9/3-9/4 در ايران هموفیلوس آنفلوانزامیزان بروز مننژيت 

شدن  پاتوژنز بیماری با کلونیزه .(12باشد ) نفر در سال می 111111

 ،هموفیلوس آنفلوانزا(. 13شود ) باکتری به نازوفارنكس شروع می

 ال و ـه اتصـکند که پروس شماری از ساختارهای سطحی را بیان می

 

و  Prasadarao (.2) دده قرار میشدن را تحت تأثیر  کلونیزه

، ژن کدکننده يک پروتئین پوشش سلولی (1222 )سال همكاران

 oapA (Opacity Associated Protein A) را معرفی کرده و آن را

 (Transparent) نامیدند، که مسئول ايجاد فنوتیپ کلونی شفاف

بوده و برای کلونیزاسیون مؤثر به  هموفیلوس آنفلوانزادر 

 هموفیلوس آنفلوانزا  لنازوفارنكس، در يک مدل موشی حام

. در (14وزن دارد ) KDa 47. اين پروتئین (19) نیاز است مورد

با مقايسه  OapAو همكاران نشان داده شد  Prasadaraoمطالعه 

 هموفیلوسهای  در میان سويه ،يافته های آمینواسیدی کاهش توالی
 (.19) شود میحفاظت  آنفلوانزا

خودی در  یر فاز خودبهیدستخوش تغ وفیلوس آنفلوانزا،هم

هموفیلوس  های در سويه .(19گردد )  مورفولوژی کلونی می
، (Opaque) ماتشامل سه واريانت کلونی  ،bتیپ آنفلوانزا

که در  شود میو شفاف يافت  (Intermediate) حدواسط

شبیه کلونیزاسیون به نازوفارنكس و های ويرولانس مهم،  ويژگی

. ثابت شده است (18،19) مقاومت سرمی متفاوت هستند

های شفاف در کلونیزه شدن به  هايی از کلونی ارگانیسم

بوده، اما در شرايط لوله آزمايش به سرم  کارآمدترنازوفارنكس، 

هايی با کلونی مات در  که ارگانیسم ترند، درصورتی حساس

  مقاومت سرمیبوده و  ناکارامدترنازوفارنكس کلونیزاسیون به 

اين مطالعه با هدف تعیین  (.12) دهند بیشتری را نشان می

های بالینی جداشده از ايران انجام  شدگی اين ژن در سويه حفاظت

 شد.

 

 روش بررسی
سويه  11) هموفیلوس آنفلوانزاسويه بالینی  14 در اين مطالعه،

از بخش ( Type bسويه مربوط به  4و  non-typeableمربوط به 

ها مربوط به  . ايزولهگرديدبیمارستان میلاد تهیه  شناسی میكروب

های  کننده به آزمايشگاه و بیماران بستری در بخش بیماران مراجعه

های مختلفی مانند چشم  مختلف بیمارستان بود که از قسمت

عی %(، مايع مغزی نخا21%(، خون )39%(، نازوفارنكس )22)

%(، جداسازی 9)BAL (Bronchoalveolar Lavage) و  %(14)

 . ه بودشد
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 زاـوانــلـفـوس آنــلـوفیـهمدارد ـانـتـه اسـويـدادی سـن تعـنیـهمچ 
H. influenzae ATCC 9006 Type a 
H. influenzae 10211 ATCC Type b 

H. influenzae 9007 ATCC Type c 
 

، شهادر مراحل مختلف آزماي و شدپاستور ايران تهیه  ز انستیتوا

عنوان کنترل مثبت مورد  به و PCRهای اولیه واکنش  برای کنترل

در  ها بر روی شكلات آگار، کشت باکتری استفاده قرار گرفت.

ساعت انكوباسیون  18-24 زير هود میكروبی انجام شد و پس از

از  درجه سانتیگراد، 39و دمای  CO2 همراه با در انكوباتور

آمیزی گرم و ساير  های خالص رشديافته، برای انجام رنگ کلونی

شامل تست نیازمندی به فاکتورهای [های تشخیصی موجود  تست

، بررسی رشد بر روی ، تست اکسیداز، تست کاتالازVو  Xرشد 

محیط بلادآگار و بررسی پديده ساتیلیتسم حاصل از کشت دادن 

 ،](21،21) وکوکوس اورئوساستافیلاين باکتری در کنار باکتری 

استفاده  هموفیلوس آنفلوانزاشناسايی صحیح باکتری  جهت

، با بررسی نتايج سه تست هموفیلوس آنفلوانزا بیوتايپ .گرديد

آز و دکربوکسیلاسیون اورنیتین و با استفاده از  ايندول، آنزيم اوره

 .(9شود ) جداول مرجع مشخص می

ای از باکتری بر  ساعته 24-48کشت خالص  ،برای تعیین بیوتايپ

 درپیسپس  گرديد،روی تريپتوفان استريل يا براث پپتون تهیه 

ايزوآمیل الكل پارا دی شامل: قطره از معرف کواکس ) 9تلقیح، 

شده( به کشت براث  اسید غلیظ ید هیدروکلريدئبنزآلد متیل آمینو

ه رنگ قرمز حالت تولید ايندول با مشاهد اين که دره شد افزود

توان در سطح محیط کريستنسنس  همچنین می .گرديدمشخص 

آگار، سوسپانسیون غلیظی از باکتری را کشت داده و بعد از  اوره

آز را با ايجاد رنگ  ساعته، تولید آنزيم اوره 24 انكوباسیون

 . نمودارغوانی بررسی 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

عنوان يک فاکتور  و به دادهاين آنزيم با میزبان انسانی اينترکشن 

سازی ماکروفاژها، القای  فعال :ويرولانس با چندين مكانیسم شامل

ها، افزايش  سازی پلاکت میانجیگرهای التهابی، آپوپتوزيس، فعال

       برای . (22کند ) بقا در ماکروفاژها و موارد ديگر عمل می

                    محیط مايع  ؛بررسی دکربوکسیلاسیون اسیدآمینه اورنیتین

اورنیتین با سوسپانسیون غلیظ % 1 کربوکسیلاز حاوی رد مول

سپس سطح آن با روغن معدنی استريل داده شد، باکتری تلقیح 

عنوان  نشده به نیز از يک محیط کشت دادههمزمان پوشانده و 

دکربوکسیلاسیون اسیدآمینه اورنیتین، با گرديد. کنترل استفاده 

های  آنزيم .(9شود ) پررنگ مشخص میايجاد رنگ ارغوانی 

و  شده دکربوکسیلاز اسیدهای آمینه در محیط کشت دکربوکسیله

های تولیدشده باعث واکنش قلیايی  د. آمینکنن آمین تولید می

تعدادی از اسیدهای آمینه دهیدروله شده و بعد  که ابتدا شوند می

در زير هود  DNAاستخراج و تخلیص  .شوند دکربوکسیله می

 (1224و همكاران )سال  Fallaمیكروبی، با ايده گرفتن از پژوهش 

 پلیت . جوشاندنزير انجام گرفت صورت بهبا روش جوشاندن 

دقیقه  9-11 و به مدت درجه سانتیگراد 111 باکتری در دمای

دقیقه سانتريفوژ  2 به مدت rpm14111و سپس در دور  انجام شد

و پس  شد برداشته DNAحاصل حاوی سوپرناتانت  شد، در ادامه

)ساخت شرکت  از خواندن غلظت آن با دستگاه اسپكتروفتومتر

Eppendorf) جهت واکنش ،PCR  مورد استفاده قرار گرفت

جفت باز بوده و در محدوده  1229طول کل ژن حدود  (.23)

قرار دارد.  U17037.1از لوکوس  211-1429نوکلئوتید 

کار برده شده  های به شده براساس شماره کار برده های به )شماره

 باشد(. می NCBIدر  U17037.1برای لوکوس 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 : مشخصات پرایمرهای مورد استفاده در مطالعه1جدول شماره 

 نام پرایمر توالی پرایمر Tmپرایمر  PCRطول محصول

 805bpطول محصول: 
°C3/99 5'CAGAGGCAATCCAGTGAATTCTATGG-3' Forward 1 

°C9/94 5'TTCCGCTTGAGCTGGTTGCATAG-3' Reverse 1 
 634bp °C9/94 5'-TATGCAACCAGCTCAAGCGGAAC-3' Forward 2طول محصول: 

°C2/92 5'-ACAGCCAGTCATTAAAAGTGCGG-3' Reverse 2 
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با توجه به اينكه طول ژن بلند بود، لذا برای سهولت در انجام  

ترمینال و ديگری  – Nواکنش، از دو واکنش يكی برای ناحیه 

)منظور از  شده استفاده گرديد ترمینال طراحی – Cبرای ناحیه 

های ژن  ای است که از ابتدای ژن تا نیمه ترمینال، ناحیه - Nناحیه 

ای است که از اين نیمه  ترمینال، ناحیه - Cشود و ناحیه  را شامل می

 يابد(. تا پايان ژن ادامه می

DNA که از طريق جوشاندن  هموفیلوس آنفلوانزای بالینی ها سويه

نانوگرم بر  211-1111 های ند حاوی غلظتاستخراج شد

بود میكرولیتر  PCR، 21حجم نهايی واکنش  .میكرولیتر بودند

شرکت ساخت ) PCRمیكس  ازمسترمیكرولیتر  11: شامل

از هريک از پرايمرهای جلويی و  يک میكرولیتر (، USAفرمنتاز

از  میكرولیتر 9باشد(،  می میكرومول 31 عقبی )غلظت پرايمرها

شده و  استخراج DNAاز  میكرولیتر 2 شده استريل و آب ديونیزه

 جهت آنهاروغن معدنی بر روی  میكرولیتر 19به میزان  در نهايت،

ريخته شد. در ويال  PCRجلوگیری از تبخیرشان در دستگاه 

شده استريل استفاده  از آب ديونیزه DNAکنترل نیز به جای حجم 

 PCRشده برای اين واکنش  برنامه زمانی و دمای طراحی. گرديد

 بدين صورت بود:

 4به مدت  درجه سانتیگراد 24 دمای.دمای دناتوراسیون اولیه: 1

    درجه سانتیگراد 24 دمایدمای دناتوراسیون سیكلی:  .2 ؛دقیقه

درجه  92 دمایدمای اتصال پرايمر سیكلی:  .3 ؛ثانیه 49 به مدت

تكثیر  سیكلی گسترش دمای .4 ؛ثانیه 49 به مدت سانتیگراد

         ؛ثانیه 49 به مدت درجه سانتیگراد 92 دمای: PCRمحصول 

 درجه سانتیگراد 92 دماینهايی:  PCRدمای گسترش محصول  .9

 جهت سیكل بود. سپس 49، ها دقیقه و تعداد سیكل 9 به مدت

از محصولات حاصل از  میكرولیتر PCR ،8واکنش  بررسی نتايج

PCR مارکر، به همراه DNA ( شرکت فرمنتازساختUSA ) ،

 .برده شد % 1آگار  ژلبر روی منظور الكتروفورز  به

DNA که از طريق جوشاندن  هموفیلوس آنفلوانزای بالینی ها سويه

 تا رسیدن به غلظت شده  طبق تجارب کسب، نداستخراج شده بود

. حجم نهايی واکنش شدندرقیق میكروگرم بر میكرولیتر  9/2

PCR ،19 از مسترمیكس ر میكرولیت 9/9: بود شامل میكرولیتر

PCR از هريک  رـرولیتـمیك 99/1 ،رج(ـ)ساخت شرکت سیناژن ک    

 

 

 ولـرومـمیك 29/1 اـرهـاز پرايمرهای جلويی و عقبی )غلظت پرايم

 2/1 شده استريل و از آب ديونیزه میكرولیتر 8/4 باشد(، می

 19به میزان  در نهايت، شده و استخراج DNAاز  میكرولیتر

منظور جلوگیری از تبخیر  به آنهاروغن معدنی بر روی  میكرولیتر

ريخته شد. در ويال کنترل نیز به جای حجم  PCRدر دستگاه 

DNA برنامه زمانی و . گرديدشده استريل استفاده  از آب ديونیزه

       بدين صورت بود: PCRشده برای اين واکنش  دمايی طراحی

 4 به مدت ه سانتیگراددرج 24 دمایدمای دناتوراسیون اولیه:  .1

     درجه سانتیگراد 24 دمای.دمای دناتوراسیون سیكلی:  2 ؛دقیقه

درجه  93 دمایدمای اتصال پرايمر سیكلی:  .3 ؛ثانیه 49 به مدت

سیكلی گسترش تكثیر  .دمای4 ؛ثانیه 31 به مدت سانتیگراد

         ؛ثانیه 41 به مدت درجه سانتیگراد 92 دمای: PCRمحصول 

 درجه سانتیگراد 92 دماینهايی:  PCRدمای گسترش محصول  .9

منظور  به سیكل بود. سپس 49 ها دقیقه و تعداد سیكل 9 به مدت

از محصولات حاصل  میكرولیتر PCR ،9واکنش  بررسی نتايج

PCR به همراه لدر مارکر ،DNA  شرکت کیاژن( بر روی(        

قرار داده شده بود(  TBE 1 X)که درون بافر  %1ژل الكتروفورز 

 ران شد.

 PCRتعیین توالی محصولات ، PCRمنظور تأيید نتايج حاصل از  به

طور تصادفی انتخاب شده بودند، توسط  هسويه که ب 9 مربوط به

، Bioscience Sequencing of Cambridge UKهای  شرکت

 انجام شد. ايران پاستور پیشگام بیوتک و انستیتو
 

 ها یافته
وجود  ؛ها سويه های تشخیصی برای تمامی بررسی تستنتايج 

رنگ، اکسیداز و کاتالاز  های صورتی مورف ها و پلی کوکوباسیل

مثبت بودن، عدم رشد روی محیط بلادآگار و ايجاد پديده 

در کنار  هموفیلوس آنفلوانزاساتیلیتیسم حاصل از رشد 

وب را نشان دادند. همچنین نتايج مطل استافیلوکوکوس اورئوس

های  مربوط به ژن PCRحاصل از چندين تست مولكولی 

       شده اين باکتری که توسط افراد ديگری  ويرولانس حفاظت

        در انستیتو پاستور تهران انجام شد، تأکیدی بر هموفیلوس 

 ها نیز در  ويهـآنفلوانزا بودن اين باکتری بود. نتیجه تعیین بیوتايپ س

 شده است. ارائه 2شماره  جدول
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 ها تعیین نوع بیوتایپ سویه ،اه: نتایج حاصل از آزمایش2شماره  جدول

 I II III IV V VI VII VIII نوع بیوتایپ

 - - - - + + + + آز تست اوره

 - + - + - - + + ایندولتست 

 - - + + + - - + رنیتین دکربوکسیلازوتست ا

 %1 %14/9 %1 %14/9 %14/9 %43/21 %99/28 %99/28 ها درصد سویه

 
نتیجه ژل الكتروفورز آگارز حاصل از ران کردن محصولات 

       و  F1R1 که با جفت پرايمرهای oapAژن  PCRحاصل از 

 نوکلئوتیدهای شماره  رمینال اين ژن، که محدودهـت -Nبرای ناحیه 
 

از لوکوس حاوی  211-222 از اين ژن )يا نوکلئوتیدهای 922-1

 نشان داده شده است. 1 شماره شود، در شكل اين ژن( را شامل می

 .های مورد مطالعه ترمینال سویه-Nناحیه  PCR: ژل الکتروفورز محصولات 1 شماره شکل 

 Negative، های بالینی مورد آزمایش در سویه oapAترمینال ژن -Nحاصل از تکثیر ناحیه  PCR: الکتروفورز محصولات 1-14شماره 

Control : نتیجه الکتروفورز محصول(کنترل منفیPCRاستفاده درمواد مورد  تمامی PCR زبج DNA) 

Ladder Mix 10000-100: مارکرbp DNA 

سويه بالینی دارای باند در  11شود  طورکه مشاهده می همان 

در محدوده  سويه بالینی دارای باند 3جفت باز و  819 محدوده

نشان داد  NCBIند. بررسی اين توالی در قرار دار جفت باز 981

          های موجود در نمونه، بسیار شبیه به توالی 11 توالی هر

NCBI  باشد و  میهموفیلوس آنفلوانزا برای اين ژن از                           

                     نوکلئوتیدی حذفی، درجی و  های تک به غیر از جهش

                          باشد می% 29-22ها بین  بدمعنی موجود، درصد شباهت

(%Query Cover=100%)در هر  ها نشان داد بررسی ،. از طرفی

ای که متفاوت از بقیه ظاهر شده بودند، به غیر از  سه نمونه

، موجودنوکلئوتیدی حذفی، درجی و بدمعنی  های تک جهش

نوکلئوتیدی که مابین نوکلئوتیدهای شماره  129يک ناحیه حدود 

لذا وجود باندی با  ،بوده، حذف شده است 231و شماره  819

 PCRتر از حد مورد نظر در بررسی  کوتاه جفت باز 111حدود 

 اين  ،لـو در کت ـه گشـیـتوج ورتـال، بدين صـرمینـت-Nه ـناحی

 بودند NCBI  های توالی % با24-29ها دارای درصد تشابه  سويه

(%Query Cover=97-99%). دست آمده  هتوالی نوکلئوتیدی ب

به توالی آمینواسیدی تبديل و با  BLAST X وسیله بهبرای اين ژن، 

که  همانطور .مقايسه گرديد NCBIهای پروتئینی موجود در  توالی

توالی آمینواسیدی مربوط به توالی نوکلئوتیدی  شود  مشاهده می

 در OapAدارای شباهت بسیار با پروتئین  ی،ـرانـاي ایـه ويهـاين س
 

 NCBI (LOCUS WP_005656321,397 aa, linear, BCT, 08-MAY-2013) 
 .باشد می

همچنین نتیجه ژل الكتروفورز آگارز حاصل از ران کردن 

 که با جفت پرايمرهای oapAژن  PCRمحصولات حاصل از 

F2R2  و برای ناحیهC- ،که ترمینال اين ژن و ابتدای ژن بعدی آن

از اين ژن و  991-1229 نوکلئوتیدهای شمارهی  محدوده

                   از ژن بعدی آن  1229-1413نوکلئوتیدهای شماره 

 اوی اين ژن( را ـوس حـوکـاز ل 291-1913ای ـدهـوتیـ)و يا نوکلئ
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 نشان داده شده است، همه اين  2 شماره شود، در شكل شامل می 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

باشند  جفت باز می 934 بالینی دارای باند در محدودههای  سويه

 (.2 شماره )شكل

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

  
 .های مورد مطالعه ترمینال سویه-Cناحیه  PCR: ژل الکتروفورز محصولات 2شماره شکل 

کنترل منفی کنترل: ، های بالینی مورد آزمایش در سویه oapAترمینال ژن -Cحاصل از تکثیر ناحیه PCR: الکتروفورز محصولات 1-12شماره 

 DNA 100-3000bpمارکر: مارکر DNA،(DNAبجز  PCRمواد مورد استفاده در   تمامی PCR)نتیجه الکتروفورز محصول 

 
 بحث

، هموفیلوس آنفلوانزاهای  عفونت شده طبق مطالعات گزارش

های پاتوژن  اما سويهدرمان هستند،  قابل بیوتیک طورسنتی با آنتی به

استفاده از  ،. بنابرايناست گزارش شده نیز بیوتیک مقاوم به آنتی

هموفیلوس های ايجادشده با  ها در درمان عفونت بیوتیک آنتی
های  . استفاده از واکسنباشد میمورد سؤال  همواره آنفلوانزا

های عفونی در انسانها  باکتريايی و ويروسی در پیشگیری از بیماری

(. در 24است ) گزارش شدهآمیز  و ديگر پستانداران بسیار موفقیت

هموفیلوس  ی مربوط به مشكلات حاصل از بیماریآسیا، پرسشها
هموفیلوس مورد معرفی واکسن  در گیری تصمیم ،bتیپ آنفلوانزا
 تعويق انداخت. اما در دهه گذشته، مطالعات را به bتیپ آنفلوانزا

( 29) گرديدمشكلات اين باکتری در آسیا منتشر بسیاری در زمینه 

هموفیلوس با که   های مهاجمی و با کشف واکسن، بیماری
(. 2ر چشمگیری کاهش يافت )وط شد، به ايجاد می bتیپ آنفلوانزا

نشان داد واکسیناسیون ( 1382)سال  مطالعه شاکريان و همكاران

 سبب پیشگیری از بیماری و مرگ تا b تیپ هموفیلوس آنفلوانزا

استفاده از اين واکسن در کودکان، در  ،. بنابراينشود  می 84%

(. 29رسد ) نظر می بودن از نظر اقتصادی، منطقی بهصرفه  صورت به

 1222 سال در و همكاران Prasadarao که توسط ای مطالعه در

های  را در سويه OapA انجام شد، آنالیز وسترن بلات، حضور

 non-typeableهای های بدون کپسول و در سويه سويه، دار کپسول

  

در چندين  OapA. همچنین مقايسه توالی آمینواسیدی نمودتأيید 

حفاظت شده و به غیر از  سويه نشان داد اين توالی بسیار

 توجه، يک ادغام آمینو اسیدی، تنها تفاوت قابل های تک جانشینی

، و يک توالی تكرار Eagan (type b)آمینو اسیدی در سويه  12

 H142 (non-typeable)آمینواسیدی در سويه  19 معكوس

در  OapA(. همچنین تفاوت در مهاجرت پروتئین 19) باشد می

آمینواسیدی ، مطابق با تغییر در توالی kDa84و  kDa98 نجی بینرِ

آنالیز وسترن بلات نشان داد  ،(. از طرفی19) باشد يافته می کاهش

جرم دارای  دهد؛ واکنش می OapAسرم  که با آنتی پروتئینی

که جرم مولكولی مورد  ، درصورتیباشد می kDa98مولكولی 

. اين تفاوت در وزن مولكولی است OapA، kDa49انتظار 

يافته و از الكتروفورز ژل  کاهششده از توالی آمینواسیدی  مشتق

دلیل حضور مقادير زياد ه تواند ب می  SDS- اکريل آمید پلی

 Marti'-Literasکه توسط  یديگر ای (. در مطالعه19پرولین باشد )

های  صورت گرفت، با وجود اينكه در میان سويه (2111)سال 

NTHi های  توجه وجود داشت، اما ايزوله يک تنوع ژنتیكی قابل

الگوی دادند. يک ويژگی مولكولی شايع را نشان  NTHiینیكی کل

(lgtF
+
, lic2A

+
, lic1D

+
, lic3A

+
, lic3B

+
, siaA2

-
, 

lic2C
+
,ompP5

+
, oapA

شد.  مشاهده ها از ايزوله %9/24( در+

که مرتبط با يک مقاومت باکتريايی  چنین مشخصات ژنتیكی

 ای ـه به سلوليافته  به سرم است، کشته شدن و اتصال افزايش بیشتر
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در  OapA همچنین (.12کند ) میگری  میانجی تلیال تنفسی را اپی 

 تواند خواص اتصالی و ها، تنوع توالی را نشان داد که می بین سويه

ها محتوی  مه ايزولههايمونوژنیک بودن آنها را تعديل کند. اما  يا

        از  %1/91؛ توالی مختلف يافت شد 9و  اين ژن بودند

            توالی شبیه %9/9و  Rd KW20-like ها، توالی شبیه ايزوله

H. influenzaeEagan (type b)-like که شامل يک  را دارا بودند

توالی درجی  4 های ديگر، و ايزوله باشد یم آمینواسیدی 12 درج

 . دادنداضافی را نشان 

، مشتمل بر دو OapA ترين توالی با توجه به يک منبع، طولانی

  H. influenzae 1622 (non-typeable, QAEQP)تكرار توالی

از  %9/9 آمینواسیدی، 12 ها با يک حذف از سويه %1/91 باشد. می

ها با يک  از سويه %9/9، آمینواسیدی 32 ها با يک حذف سويه

 44 ها با يک حذف از سويه %1/11، آمینواسیدی 39حذف 

آمینواسیدی  48 ها با يک حذف از ايزوله %1/11 آمینواسیدی و

های مختلف  مورد ارتباط بین آدهزين فهم در (.12) يافت شدند

، ممكن است استراتژی هموفیلوس آنفلوانزاشدن  برای کلونیزه

های ايجادشده توسط اين پاتوژن فراهم کند  مهار بیماریبرای 

، استفاده از (1228 )سالو همكاران  Weiserدر بررسی . (19)

OapA هموفیلوس  عنوان ايمونوژن در طراحی واکسن علیه به
عنوان ايمونوژن در  ها و پپتیدها به مطرح شد. اين پروتئین آنفلوانزا

بادی  ساختار واکسن برای ايجاد ايمنی فعال و نیز برای تولید آنتی

های  زايی غیرفعال، مورد استفاده قرار گرفت و سلول در ايمنی

و وکتورهای  OapAکدکننده  DNAنوترکیب ترانسفورم شده با 

توانند در طراحی واکسن  می کدکننده آن نیز فراهم شدند که

و  Weiserعلاوه بر آن،  د.نبه کار رو هموفیلوس آنفلوانزاعلیه

ها را که  های نوکلئوتیدی جديدی از اين پروتئین توالی همكاران

های  تواند در طراحی پروب، برای استفاده در سنجش می

هموفیلوس تشخیص هیبريديزاسیون نوکلئیک اسیدی برای 
بلكه مايع  ؛در مايعات بدن بیمار شامل نه تنها خون آنفلوانزا

که  نخاعی، ادرار و مخاط مورد استفاده قرار گیرد، مطرح کردند

نوکلئوتید طول  11-211توانند از  شده می های طراحی اين پروب

 (.19) داشته باشند

 

 

 

، بررسیهای مورد  در تمام سويه داداين مطالعه نشان  ،در مجموع

 ،داشته و دو الگوی کلی در توالی نوکلئوتیدیاين ژن حضور 

ها با الگوی  % از سويه92دهد که الگوی حدود  خود نشان می

حد  مشابه بوده و تنها در NCBIنوکلئوتیدی موجود در 

باشند، اما حدود  های تک يا دو نوکلئوتیدی متفاوت می جهش

نوکلئوتیدی را در توالی خود  129ها، يک حذف  % از سويه21

های ژن  اين حذف بزرگ، بقیه قسمت با وجودن دادند که نشا

 NCBIهای  %( به توالی24-29دارای توالی با درصد شباهت بالا )

های تک يا دو نوکلئوتیدی متفاوت  و تنها درحد جهش بوده

دست آمده برای اين ژن، ه . همچنین توالی نوکلئوتیدی بهستند

يل شد که نشان داد به توالی آمینواسیدی تبد BLAST X وسیله به

، تنها توالی پروتئینی موجود در WP_005656321توالی پروتئینی 

NCBI  باشد  می ها که همانند توالی اين پروتئین در اين سويهبوده

را  يک و دو آمینواسیدی، بیشترين تفاوتهای  جايگزينی و بجز

       آمینواسیدی مابین آمینواسیدهای شماره 19 جايگزينی در

عنوان پروتئینی  به توان از اين پروتئین لذا می .داراست 241-229

شده و ايمونوژن، در طراحی واکسن استفاده کرد.  حفاظت

ترمینال ژن  -Cهای مولكولی برای ناحیه  همچنین با طراحی تست

مؤثر در جهت تشخیص مولكولی اين باکتری   توان گامی آن، می

 برداشت.
 

 گیری نتیجه
 OapA شدگی بسیار ژن به دلیل حفاظتنتايج اين مطالعه نشان داد 

تواند  می اين ژن ،bتیپ هموفیلوس آنفلوانزای های  در میان سويه

های بالینی  عنوان کانديدی بالقوه در طراحی واکسن علیه سويه به

همچنین به دلیل  .باشدمطرح  ايرانی bی تیپ آنفلوانزا هموفیلوس

های  های اين ژن در سويه بودن بعضی از قسمت شده حفاظت

های بالینی ايرانی مورد  و نیز در میان سويه NCBIموجود در 

گردد بررسی بیشتری بر روی  پیشنهاد میمطالعه در اين  بررسی

باشد،  ترمینال اين ژن می - Cشده که بیشتر متعلق به  مناطق حفاظت

اصی و نیز های اختص برای اهداف تشخیصی، در طراحی پروب

PCR .اختصاصی صورت گیرد 
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