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  چكيده
بخش تنفسي انسان عمل  پاتوژن عنوان تواند به مي هموفيلوس آنفلوانزاباكتري  زمينه و هدف:

ستفاده از ا د.وش درمان مي  ها بيوتيك آنتي وسيله طور سنتي به اين باكتري به ناشي از  كند. عفونت
آميز بوده است.  هاي ناشي از اين باكتري نيز بسيار موفقيت هاي كونژوگه در مهار بيماري واكسن

هاي ايمونوژن  و پروتئين نفلوانزاهموفيلوس آساكاريدي  كپسول پلي ها از در طراحي اين واكسن
عنوان ژن پروتئين ايمونوژنيك  به oapAمولكولي ژن بررسي  با هدف . اين مطالعهشود استفاده مي
  شده و كانديد در طراحي واكسن انجام شد. حفاظت

تهيه و پس در تهران از بيمارستان ميلاد  هموفيلوس آنفلوانزاتعدادي سويه باليني روش بررسي: 
ها انجام  بيوتايپ سويه جهت تشخيصهاي بيوشيميايي  ود، تستهاي تشخيصي موج انجام تستاز 

آناليز  جهتاختصاصي  PCR ، استخراج و واكنشاز طريق جوشاندن DNAگرفت. در ادامه، 
منظور تأييد نتايج  به ،PCRمحصولات تعيين توالي  ،در نهايتطراحي گرديد.  oapAژن مولكولي 

  .صورت گرفت
به  %95-99بررسي، حدود هاي مورد  % از سويه79 نشان داد PCRنتايج واكنش  ها: يافته
% باقيمانده از 21ودارند  شباهت NCBIدر هموفيلوس آنفلوانزا oapAژن  هاي نوكلئوتيدي توالي
 ردهاي موجود  توالي شبيه به% 94-96 بوده ونوكلئوتيدي 125هاداراي يك حذف حدود  سويه

NCBI هاي نوكلئوتيدي را نشان دادند (سويه 125هايي كه اين حذف  در همه سويه .هستند   
non-typeable  هاي تيپ  و سويهb برقرار بود.نتايج تعيين بيوتايپ نشان داد 95-99) شباهت %

  باشد. ميهاي مختلف  هاي مورد مطالعه، مربوط به بيوتايپ سويه
 oapAشده  ژن حفاظتاستفاده از پروتئين شود  طبق نتايج اين مطالعه پيشنهاد مي گيري: نتيجه

  .گيردمورد توجه قرار  بيشتر اكترياين ب bعليه تيپ  واكسن توليددر 
  اي پليمراز. واكنش زنجيره ؛oapA؛ ژنهموفيلوس آنفلوانزاها:  كليد واژه

  

  مجله دانشگاه علوم پزشكي قم
  93 اسفندـ بهمن دوره هشتم، شماره ششم، 

  25الي  17صفحه 

 
  مقاله پژوهشيمقاله پژوهشي

(Original Article) 
 

  :نماييد استناد زير صورت به مقاله اين به لطفاً
Rahimi P, Hanachi P, Bouzari S, Siadat SD. Molecular analysis of oapA gene in 

Haemophilus influenzae strains isolated from Iran: As a domestic vaccine 
candidate. Qom Univ Med Sci J 2014;8(6):17-25. [Full Text in Persian] 
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  مقدمه 
سازگارشده با  Proteobacterium γ-، يكهموفيلوس آنفلوانزا

درصد  5-10(در اتمسفر مرطوب ، كه )1( استميزبان انساني 
CO2 كند. اين باكتري،  رشد مي درجه سانتيگراد) 35-37 و دماي

دارد به محيط كشتي نياز  و )2مثبت بوده ( مثبت و كاتالاز اكسيداز
             :شامل كه با دو فاكتور محرك رشد موجود در خون

Hemin (X Factor) و NAD (V Factor)) 2، تكميل شده باشد.( 
Hemin  هاي تنفسي  آنزيم به دما پايدار بوده و براي سنتزنسبت

اما  مورد نياز است،مانند سيتوكروم اكسيداز، كاتالاز و پراكسيداز 
NAD،  احيا مورد  -بوده و براي سيستم اكسيداسيونحساس به دما
دار  هاي كپسول سويه از هموفيلوس آنفلوانزا ).3(است نياز 

)Typeable( هاي بدون كپسول و سويه (non-typeable)  تشكيل
ژن كپسولي  دار بر مبناي تمايز آنتي هاي كپسول سويه شده است.

هاي  سويه ) و5،4،2( شوند بندي مي طبقه a-fسروتيپ  6در 
همچنين كنند.  اغلب كودكان را درگير مي bدار تيپ  كپسول
  . )5باشد ( مي دار هاي كپسول ترين سويه مهاجم داراي  bتيپ

آز و  براساس سه تست ايندول، اوره هموفيلوس آنفلوانزا
 شود بيوتايپ تقسيم مي 8دكربوكسيلاسيون اسيدآمينه اورنيتين، به 

) 1978(سال و همكاران  Albrittonكه توسط  اي در مطالعه). 9-6(
هاي مهاجم،  ، ايزولهbتيپ  يهموفيلوس آنفلوانزانجام شد براي ا

                هاي مهاجم و از ايزوله I، IIمتعلق به بيوتايپ  تقريباً
non-typeable H. influenzae سوم متعلق  مورد مطالعه، تنها يك

 ).10بودند ( Vچهارم متعلق به بيوتايپ  و حدود يك Iبه بيوتايپ 
 bساكاريدي تيپ  دسترس شامل كپسول پلي در Hibواكسن 
قبل . )2( باشد شده به يك پروتئين حامل ايمونوژنيك مي كونژوگه

هاي كونژوگه، ميانگين بروز سالانه تركيبي  از معرفي واكسن
؛ ساله 5 مهاجم در كودكان b تيپ هموفيلوس آنفلوانزابيماري 
در  100000/61 ر اروپا،د 100000/41 در آسيا، 100000/40

ه در ايالات متحده تخمين زده شد 100000/88 آمريكاي لاتين و
). همچنين براساس گزارش سازمان بهداشت جهاني، 11( است

 در هر 5/3-7/4 در ايران هموفيلوس آنفلوانزاميزان بروز مننژيت 
شدن  پاتوژنز بيماري با كلونيزه .)12باشد ( نفر در سال مي 100000

 ،هموفيلوس آنفلوانزا). 13شود ( باكتري به نازوفارنكس شروع مي
  ال و ـه اتصـكند كه پروس شماري از ساختارهاي سطحي را بيان مي

  

و  Prasadarao ).2( دده قرار ميشدن را تحت تأثير  كلونيزه
، ژن كدكننده يك پروتئين پوشش سلولي )1999 (سال همكاران

 oapA (Opacity Associated Protein A) را معرفي كرده و آن را
 (Transparent) ناميدند، كه مسئول ايجاد فنوتيپ كلوني شفاف

بوده و براي كلونيزاسيون مؤثر به  هموفيلوس آنفلوانزادر 
 هموفيلوس آنفلوانزا  لنازوفارنكس، در يك مدل موشي حام

. در )14وزن دارد ( KDa 47. اين پروتئين )15( نياز است مورد
با مقايسه  OapAو همكاران نشان داده شد  Prasadaraoمطالعه 
 هموفيلوسهاي  در ميان سويه ،يافته هاي آمينواسيدي كاهش توالي

  ).15( شود ميحفاظت  آنفلوانزا
خودي در  ير فاز خودبهيدستخوش تغ وفيلوس آنفلوانزا،هم

هموفيلوس  هاي در سويه .)16گردد (  مورفولوژي كلوني مي
، (Opaque) ماتشامل سه واريانت كلوني  ،bتيپ آنفلوانزا
كه در  شود ميو شفاف يافت  (Intermediate) حدواسط
شبيه كلونيزاسيون به نازوفارنكس و هاي ويرولانس مهم،  ويژگي

. ثابت شده است )18،17( مقاومت سرمي متفاوت هستند
هاي شفاف در كلونيزه شدن به  هايي از كلوني ارگانيسم

بوده، اما در شرايط لوله آزمايش به سرم  كارآمدترنازوفارنكس، 
هايي با كلوني مات در  كه ارگانيسم ترند، درصورتي حساس

  مقاومت سرميبوده و  ناكارامدترنازوفارنكس كلونيزاسيون به 
اين مطالعه با هدف تعيين  ).19( دهند بيشتري را نشان مي

هاي باليني جداشده از ايران انجام  شدگي اين ژن در سويه حفاظت
  شد.

  
  روش بررسي
سويه  10( هموفيلوس آنفلوانزاسويه باليني  14 در اين مطالعه،

از بخش ) Type bسويه مربوط به  4و  non-typeableمربوط به 
ها مربوط به  . ايزولهگرديدبيمارستان ميلاد تهيه  شناسي ميكروب

هاي  كننده به آزمايشگاه و بيماران بستري در بخش بيماران مراجعه
هاي مختلفي مانند چشم  مختلف بيمارستان بود كه از قسمت

عي %)، مايع مغزي نخا21%)، خون (36%)، نازوفارنكس (22(
%)، جداسازي 7(BAL (Bronchoalveolar Lavage) و  %)14(

  . ه بودشد
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  زاـوانــلـفـوس آنــلـوفيـهمدارد ـانـتـه اسـويـدادي سـن تعـنيـهمچ
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 تهيه  ز انستيتوا
عنوان كنترل مثبت مورد  به و PCRهاي اوليه واكنش  براي كنترل

در  ها بر روي شكلات آگار، كشت باكتري استفاده قرار گرفت.
ساعت انكوباسيون  18-24 زير هود ميكروبي انجام شد و پس از

از  درجه سانتيگراد، 37و دماي  CO2 همراه با در انكوباتور
آميزي گرم و ساير  هاي خالص رشديافته، براي انجام رنگ كلوني
شامل تست نيازمندي به فاكتورهاي [هاي تشخيصي موجود  تست
، بررسي رشد بر روي ، تست اكسيداز، تست كاتالازVو  Xرشد 

محيط بلادآگار و بررسي پديده ساتيليتسم حاصل از كشت دادن 
 ،])21،20( وكوكوس اورئوساستافيلاين باكتري در كنار باكتري 

استفاده  هموفيلوس آنفلوانزاشناسايي صحيح باكتري  جهت
، با بررسي نتايج سه تست هموفيلوس آنفلوانزا بيوتايپ .گرديد

آز و دكربوكسيلاسيون اورنيتين و با استفاده از  ايندول، آنزيم اوره
  .)6شود ( جداول مرجع مشخص مي

اي از باكتري بر  ساعته 24-48كشت خالص  ،براي تعيين بيوتايپ
 درپيسپس  گرديد،روي تريپتوفان استريل يا براث پپتون تهيه 

ايزوآميل الكل پارا دي شامل: قطره از معرف كواكس ( 5تلقيح، 
شده) به كشت براث  اسيد غليظ يد هيدروكلريدئبنزآلد متيل آمينو

ه رنگ قرمز حالت توليد ايندول با مشاهد اين كه دره شد افزود
توان در سطح محيط كريستنسنس  همچنين مي .گرديدمشخص 

آگار، سوسپانسيون غليظي از باكتري را كشت داده و بعد از  اوره
آز را با ايجاد رنگ  ساعته، توليد آنزيم اوره 24 انكوباسيون

  . نمودارغواني بررسي 
  
  
  
  
  
  
  
  
  

عنوان يك فاكتور  و به دادهاين آنزيم با ميزبان انساني اينتركشن 
سازي ماكروفاژها، القاي  فعال :ويرولانس با چندين مكانيسم شامل

ها، افزايش  سازي پلاكت ميانجيگرهاي التهابي، آپوپتوزيس، فعال
       براي . )22كند ( بقا در ماكروفاژها و موارد ديگر عمل مي

                    محيط مايع  ؛بررسي دكربوكسيلاسيون اسيدآمينه اورنيتين
اورنيتين با سوسپانسيون غليظ % 1 كربوكسيلاز حاوي رد مول

سپس سطح آن با روغن معدني استريل داده شد، باكتري تلقيح 
عنوان  نشده به نيز از يك محيط كشت دادههمزمان پوشانده و 

دكربوكسيلاسيون اسيدآمينه اورنيتين، با گرديد. كنترل استفاده 
هاي  آنزيم .)6شود ( پررنگ مشخص ميايجاد رنگ ارغواني 

و  شده دكربوكسيلاز اسيدهاي آمينه در محيط كشت دكربوكسيله
هاي توليدشده باعث واكنش قليايي  د. آمينكنن آمين توليد مي

تعدادي از اسيدهاي آمينه دهيدروله شده و بعد  كه ابتدا شوند مي
در زير هود  DNAاستخراج و تخليص  .شوند دكربوكسيله مي

 )1994و همكاران (سال  Fallaميكروبي، با ايده گرفتن از پژوهش 
 پليت . جوشاندنزير انجام گرفت صورت بهبا روش جوشاندن 
دقيقه  7-10 و به مدت درجه سانتيگراد 100 باكتري در دماي

دقيقه سانتريفوژ  2 به مدت rpm14000و سپس در دور  انجام شد
و پس  شد برداشته DNAحاصل حاوي سوپرناتانت  شد، در ادامه

(ساخت شركت  از خواندن غلظت آن با دستگاه اسپكتروفتومتر
Eppendorf( جهت واكنش ،PCR  مورد استفاده قرار گرفت

جفت باز بوده و در محدوده  1296طول كل ژن حدود  ).23(
قرار دارد.  U17037.1از لوكوس  200- 1495نوكلئوتيد 

كار برده شده  هاي به شده براساس شماره كار برده هاي به (شماره
  باشد). مي NCBIدر  U17037.1براي لوكوس 

  
  
  
  
  
  
  
  
  
  

  : مشخصات پرايمرهاي مورد استفاده در مطالعه1جدول شماره
  نام پرايمر  توالي پرايمر  Tmپرايمر  PCRطول محصول

  805bpطول محصول: 
°C3/66  5'CAGAGGCAATCCAGTGAATTCTATGG-3' Forward 1 

°C7/64 5'TTCCGCTTGAGCTGGTTGCATAG-3' Reverse 1  
  634bp  °C7/64  5'-TATGCAACCAGCTCAAGCGGAAC-3' Forward 2طول محصول: 

°C9/62  5'-ACAGCCAGTCATTAAAAGTGCGG-3' Reverse 2  
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با توجه به اينكه طول ژن بلند بود، لذا براي سهولت در انجام 
ترمينال و ديگري  – Nواكنش، از دو واكنش يكي براي ناحيه 

(منظور از  شده استفاده گرديد ترمينال طراحي – Cبراي ناحيه 
هاي ژن  اي است كه از ابتداي ژن تا نيمه ترمينال، ناحيه - Nناحيه 

اي است كه از اين نيمه  ترمينال، ناحيه - Cشود و ناحيه  را شامل مي
  يابد). تا پايان ژن ادامه مي

DNA كه از طريق جوشاندن  هموفيلوس آنفلوانزاي باليني ها سويه
نانوگرم بر  200-1000 هاي ند حاوي غلظتاستخراج شد

بود ميكروليتر  PCR، 20حجم نهايي واكنش  .ميكروليتر بودند
شركت ساخت ( PCRميكس  ازمسترميكروليتر  10: شامل
از هريك از پرايمرهاي جلويي و  يك ميكروليتر )، USAفرمنتاز

از  ميكروليتر 6باشد)،  مي ميكرومول 30 عقبي (غلظت پرايمرها
شده و  استخراج DNAاز  ميكروليتر 2 شده استريل و آب ديونيزه
 جهت آنهاروغن معدني بر روي  ميكروليتر 15به ميزان  در نهايت،

ريخته شد. در ويال  PCRجلوگيري از تبخيرشان در دستگاه 
شده استريل استفاده  از آب ديونيزه DNAكنترل نيز به جاي حجم 

 PCRشده براي اين واكنش  برنامه زماني و دماي طراحي. گرديد
  بدين صورت بود:

 4به مدت  درجه سانتيگراد 94 دماي.دماي دناتوراسيون اوليه: 1
    درجه سانتيگراد 94 دمايدماي دناتوراسيون سيكلي:  .2 ؛دقيقه

درجه  52 دمايدماي اتصال پرايمر سيكلي:  .3 ؛ثانيه 45 به مدت
تكثير  سيكلي گسترش دماي .4 ؛ثانيه 45 به مدت سانتيگراد
         ؛ثانيه 45 به مدت درجه سانتيگراد 72 دماي: PCRمحصول 

 درجه سانتيگراد 72 دماينهايي:  PCRدماي گسترش محصول  .5
 جهت سيكل بود. سپس 45، ها دقيقه و تعداد سيكل 5 به مدت

از محصولات حاصل از  ميكروليتر PCR ،8واكنش  بررسي نتايج
PCR ماركر، به همراه DNA ) شركت فرمنتازساختUSA ( ،

  .برده شد % 1آگار  ژلبر روي منظور الكتروفورز  به
DNA كه از طريق جوشاندن  هموفيلوس آنفلوانزاي باليني ها سويه

 تا رسيدن به غلظت شده  طبق تجارب كسب، نداستخراج شده بود
. حجم نهايي واكنش شدندرقيق ميكروگرم بر ميكروليتر  5/2

PCR ،15 از مسترميكس ر ميكروليت 5/7: بود شامل ميكروليتر
PCR از هريك  رـروليتـميك 75/0 ،رج)ـ(ساخت شركت سيناژن ك     

  
  

 ولـرومـميك 25/1 اـرهـاز پرايمرهاي جلويي و عقبي (غلظت پرايم
 2/1 شده استريل و از آب ديونيزه ميكروليتر 8/4 باشد)، مي

 15به ميزان  در نهايت، شده و استخراج DNAاز  ميكروليتر
منظور جلوگيري از تبخير  به آنهاروغن معدني بر روي  ميكروليتر

ريخته شد. در ويال كنترل نيز به جاي حجم  PCRدر دستگاه 
DNA برنامه زماني و . گرديدشده استريل استفاده  از آب ديونيزه

       بدين صورت بود: PCRشده براي اين واكنش  دمايي طراحي
 4 به مدت ه سانتيگراددرج 94 دمايدماي دناتوراسيون اوليه:  .1

     درجه سانتيگراد 94 دماي.دماي دناتوراسيون سيكلي:  2 ؛دقيقه
درجه  63 دمايدماي اتصال پرايمر سيكلي:  .3 ؛ثانيه 45 به مدت
سيكلي گسترش تكثير  .دماي4 ؛ثانيه 30 به مدت سانتيگراد
         ؛ثانيه 40 به مدت درجه سانتيگراد 72 دماي: PCRمحصول 

 درجه سانتيگراد 72 دماينهايي:  PCRدماي گسترش محصول  .5
منظور  به سيكل بود. سپس 45 ها دقيقه و تعداد سيكل 5 به مدت

از محصولات حاصل  ميكروليتر PCR ،5واكنش  بررسي نتايج
PCR به همراه لدر ماركر ،DNA  (شركت كياژن) بر روي        

قرار داده شده بود)  TBE 1 X(كه درون بافر  %1ژل الكتروفورز 
  ران شد.

 PCRتعيين توالي محصولات ، PCRمنظور تأييد نتايج حاصل از  به
طور تصادفي انتخاب شده بودند، توسط  هسويه كه ب 6 مربوط به
، Bioscience Sequencing of Cambridge UKهاي  شركت

  انجام شد. ايران پاستور پيشگام بيوتك و انستيتو
  

  ها يافته
وجود  ؛ها سويه هاي تشخيصي براي تمامي بررسي تستنتايج 

رنگ، اكسيداز و كاتالاز  هاي صورتي مورف ها و پلي كوكوباسيل
مثبت بودن، عدم رشد روي محيط بلادآگار و ايجاد پديده 

در كنار  هموفيلوس آنفلوانزاساتيليتيسم حاصل از رشد 
وب را نشان دادند. همچنين نتايج مطل استافيلوكوكوس اورئوس

هاي  مربوط به ژن PCRحاصل از چندين تست مولكولي 
       شده اين باكتري كه توسط افراد ديگري  ويرولانس حفاظت

        در انستيتو پاستور تهران انجام شد، تأكيدي بر هموفيلوس 
  ها نيز در  ويهـآنفلوانزا بودن اين باكتري بود. نتيجه تعيين بيوتايپ س

  شده است. ارائه 2شماره  جدول
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  ها تعيين نوع بيوتايپ سويه،اه: نتايج حاصل از آزمايش2شمارهجدول
 I II III IV V VI VII VIII  نوع بيوتايپ

  -  -  -  - + + + +  آز تست اوره
  -  +  -  + - - + +  ايندولتست 
  -  -  +  + + - - + رنيتين دكربوكسيلازوتست ا

  %0  %14/7  %0  %14/7  %14/7 %43/21 %57/28 %57/28  ها درصد سويه

نتيجه ژل الكتروفورز آگارز حاصل از ران كردن محصولات
  و  F1R1 كه با جفت پرايمرهاي oapAژن  PCRحاصل از 
 نوكلئوتيدهاي شماره  رمينال اين ژن، كه محدودهـت - Nبراي ناحيه 

از لوكوس حاوي  200-992 از اين ژن (يا نوكلئوتيدهاي792-1
 نشان داده شده است. 1 شماره شود، در شكل اين ژن) را شامل مي

  .هاي مورد مطالعه ترمينال سويه-Nناحيه  PCR: ژل الكتروفورز محصولات 1 شماره شكل 
 Negative، هاي باليني مورد آزمايش در سويه oapAترمينال ژن - Nحاصل از تكثير ناحيه  PCR: الكتروفورز محصولات 1-14شماره 

Control : كنترل منفي(نتيجه الكتروفورز محصولPCRاستفاده درمواد مورد  تمامي PCR زبج DNA(  
Ladder Mix10000-100: ماركرbp DNA  

سويه باليني داراي باند در11شود  طوركه مشاهده ميهمان
در محدوده  سويه باليني داراي باند 3جفت باز و  805 محدوده

نشان داد  NCBIند. بررسي اين توالي در قرار دار جفت باز 680
   هاي موجود در نمونه، بسيار شبيه به توالي 11 توالي هر

NCBI  باشد و  ميهموفيلوس آنفلوانزا براي اين ژن از  
  نوكلئوتيدي حذفي، درجي و  هاي تك به غير از جهش

   باشد مي% 95-99ها بين  بدمعني موجود، درصد شباهت

)%Query Cover=100%(در هر  ها نشان داد بررسي ،. از طرفي
اي كه متفاوت از بقيه ظاهر شده بودند، به غير از  سه نمونه

، موجودنوكلئوتيدي حذفي، درجي و بدمعني  هاي تك جهش
نوكلئوتيدي كه مابين نوكلئوتيدهاي شماره  125يك ناحيه حدود 

لذا وجود باندي با  ،بوده، حذف شده است 931و شماره  805
 PCRتر از حد مورد نظر در بررسي  كوتاه جفت باز 100حدود 

  اين  ،لـو در كت ـه گشـيـتوج ورتـال، بدين صـرمينـت-Nه ـناحي

 بودند NCBI  هاي توالي % با94-96ها داراي درصد تشابهسويه
)%Query Cover=97-99%(. دست آمده  هتوالي نوكلئوتيدي ب

به توالي آمينواسيدي تبديل و با  BLAST X وسيله بهبراي اين ژن، 
كه  همانطور .مقايسه گرديد NCBIهاي پروتئيني موجود در  توالي

توالي آمينواسيدي مربوط به توالي نوكلئوتيدي  شود  مشاهده مي
  در OapAداراي شباهت بسيار با پروتئين  ي،ـرانـاي ايـه ويهـاين س

  

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

همچنين نتيجه ژل الكتروفورز آگارز حاصل از ران كردن 
 كه با جفت پرايمرهاي oapAژن  PCRمحصولات حاصل از 

F2R2  و براي ناحيهC- ،كه ترمينال اين ژن و ابتداي ژن بعدي آن
از اين ژن و  770-1295 نوكلئوتيدهاي شمارهي  محدوده

  از ژن بعدي آن  1295-1403نوكلئوتيدهاي شماره 
  اوي اين ژن) را ـوس حـوكـاز ل 970-1603اي ـدهـوتيـ(و يا نوكلئ

٢١
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  نشان داده شده است، همه اين  2 شماره شود، در شكل شامل مي
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  

باشند  جفت باز مي 634 باليني داراي باند در محدودههاي  سويه
  ).2 شماره (شكل

  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  

   
  .هاي مورد مطالعه ترمينال سويه-Cناحيه  PCR: ژل الكتروفورز محصولات 2شماره شكل 

كنترل منفي كنترل: ، هاي باليني مورد آزمايش در سويه oapAترمينال ژن - Cحاصل از تكثير ناحيه PCR: الكتروفورز محصولات 1-12شماره 
  DNA 100-3000bpماركر: ماركر DNA(،DNAبجز  PCRمواد مورد استفاده در   تمامي PCR(نتيجه الكتروفورز محصول 

  بحث
، هموفيلوس آنفلوانزاهاي  عفونت شده طبق مطالعات گزارش

هاي پاتوژن  اما سويهدرمان هستند،  قابل بيوتيك طورسنتي با آنتي به
استفاده از  ،. بنابرايناست گزارش شده نيز بيوتيك مقاوم به آنتي

هموفيلوس هاي ايجادشده با  ها در درمان عفونت بيوتيك آنتي
هاي  . استفاده از واكسنباشد ميمورد سؤال  همواره آنفلوانزا

هاي عفوني در انسانها  باكتريايي و ويروسي در پيشگيري از بيماري
). در 24است ( گزارش شدهآميز  و ديگر پستانداران بسيار موفقيت

هموفيلوس  ي مربوط به مشكلات حاصل از بيماريآسيا، پرسشها
هموفيلوس مورد معرفي واكسن  در گيري تصميم ،bتيپ آنفلوانزا
 تعويق انداخت. اما در دهه گذشته، مطالعات را به bتيپ آنفلوانزا

) 25( گرديدمشكلات اين باكتري در آسيا منتشر بسياري در زمينه 
هموفيلوس با كه   هاي مهاجمي و با كشف واكسن، بيماري

). 2ر چشمگيري كاهش يافت (وط شد، به ايجاد مي bتيپ آنفلوانزا
نشان داد واكسيناسيون ) 1389(سال  مطالعه شاكريان و همكاران

 سبب پيشگيري از بيماري و مرگ تا b تيپ هموفيلوس آنفلوانزا
استفاده از اين واكسن در كودكان، در  ،. بنابراينشود  مي 84%

). 26رسد ( نظر مي بودن از نظر اقتصادي، منطقي بهصرفه  صورت به
 1999 سال در و همكاران Prasadarao كه توسط اي مطالعه در

هاي  را در سويه OapA انجام شد، آناليز وسترن بلات، حضور
 non-typeableهاي هاي بدون كپسول و در سويه سويه، دار كپسول

در چندين  OapA. همچنين مقايسه توالي آمينواسيدي نمودتأييد
حفاظت شده و به غير از  سويه نشان داد اين توالي بسيار

 توجه، يك ادغام آمينو اسيدي، تنها تفاوت قابل هاي تك جانشيني
، و يك توالي تكرار Eagan (type b)آمينو اسيدي در سويه  12

 H142 (non-typeable)آمينواسيدي در سويه  16 معكوس
در  OapA). همچنين تفاوت در مهاجرت پروتئين 15( باشد مي
آمينواسيدي ، مطابق با تغيير در توالي kDa84و  kDa78 نجي بينرِ

آناليز وسترن بلات نشان داد  ،). از طرفي15( باشد يافته مي كاهش
جرم داراي  دهد؛ واكنش مي OapAسرم  كه با آنتي پروتئيني

كه جرم مولكولي مورد  ، درصورتيباشد مي kDa68مولكولي 
. اين تفاوت در وزن مولكولي است OapA، kDa47انتظار 
يافته و از الكتروفورز ژل  كاهششده از توالي آمينواسيدي  مشتق
دليل حضور مقادير زياد ه تواند ب مي  SDS- اكريل آميد پلي

 Marti'-Literasكه توسط  يديگر اي ). در مطالعه15پرولين باشد (
هاي  صورت گرفت، با وجود اينكه در ميان سويه )2011(سال 
NTHi هاي  توجه وجود داشت، اما ايزوله يك تنوع ژنتيكي قابل

الگوي دادند. يك ويژگي مولكولي شايع را نشان  NTHiينيكي كل
)lgtF+, lic2A+, lic1D+, lic3A+, lic3B+, siaA2-, 

lic2C+,ompP5+, oapA+شد.  مشاهده ها از ايزوله %6/94) در
كه مرتبط با يك مقاومت باكتريايي  چنين مشخصات ژنتيكي

 اي ـه به سلوليافته  به سرم است، كشته شدن و اتصال افزايشبيشتر
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در  OapA همچنين ).19كند ( ميگري  ميانجي تليال تنفسي را اپي
 تواند خواص اتصالي و ها، تنوع توالي را نشان داد كه مي بين سويه

ها محتوي  مه ايزولههايمونوژنيك بودن آنها را تعديل كند. اما  يا
        از  %1/61؛ توالي مختلف يافت شد 6و  اين ژن بودند

            توالي شبيه %6/5و  Rd KW20-like ها، توالي شبيه ايزوله
H. influenzaeEagan (type b)-like كه شامل يك  را دارا بودند

توالي درجي  4 هاي ديگر، و ايزوله باشد يم آمينواسيدي 12 درج
  . دادنداضافي را نشان 

، مشتمل بر دو OapA ترين توالي با توجه به يك منبع، طولاني
  H. influenzae 1622 (non-typeable, QAEQP)تكرار توالي

از  %6/5 آمينواسيدي، 12 ها با يك حذف از سويه %1/61 باشد. مي
ها با يك  از سويه %6/5، آمينواسيدي 32 ها با يك حذف سويه

 44 ها با يك حذف از سويه %1/11، آمينواسيدي 35حذف 
آمينواسيدي  48 ها با يك حذف از ايزوله %1/11 آمينواسيدي و
هاي مختلف  مورد ارتباط بين آدهزين فهم در ).19( يافت شدند

، ممكن است استراتژي هموفيلوس آنفلوانزاشدن  براي كلونيزه
هاي ايجادشده توسط اين پاتوژن فراهم كند  مهار بيماريبراي 

، استفاده از )1998 (سالو همكاران  Weiserدر بررسي . )15(
OapA هموفيلوس  عنوان ايمونوژن در طراحي واكسن عليه به
عنوان ايمونوژن در  ها و پپتيدها به مطرح شد. اين پروتئين آنفلوانزا

بادي  ساختار واكسن براي ايجاد ايمني فعال و نيز براي توليد آنتي
هاي  زايي غيرفعال، مورد استفاده قرار گرفت و سلول در ايمني

و وكتورهاي  OapAكدكننده  DNAنوتركيب ترانسفورم شده با 
توانند در طراحي واكسن  مي كدكننده آن نيز فراهم شدند كه

و  Weiserعلاوه بر آن،  د.نبه كار رو هموفيلوس آنفلوانزاعليه
ها را كه  هاي نوكلئوتيدي جديدي از اين پروتئين توالي همكاران

هاي  تواند در طراحي پروب، براي استفاده در سنجش مي
هموفيلوس تشخيص هيبريديزاسيون نوكلئيك اسيدي براي 

بلكه مايع  ؛در مايعات بدن بيمار شامل نه تنها خون آنفلوانزا
كه  نخاعي، ادرار و مخاط مورد استفاده قرار گيرد، مطرح كردند

نوكلئوتيد طول  10-200توانند از  شده مي هاي طراحي اين پروب
  ).16( داشته باشند

  
  
  

، بررسيهاي مورد  در تمام سويه داداين مطالعه نشان  ،در مجموع
 ،داشته و دو الگوي كلي در توالي نوكلئوتيدياين ژن حضور 
ها با الگوي  % از سويه79دهد كه الگوي حدود  خود نشان مي

حد  مشابه بوده و تنها در NCBIنوكلئوتيدي موجود در 
باشند، اما حدود  هاي تك يا دو نوكلئوتيدي متفاوت مي جهش

نوكلئوتيدي را در توالي خود  125ها، يك حذف  % از سويه21
هاي ژن  اين حذف بزرگ، بقيه قسمت با وجودن دادند كه نشا

 NCBIهاي  %) به توالي94-96داراي توالي با درصد شباهت بالا (
هاي تك يا دو نوكلئوتيدي متفاوت  و تنها درحد جهش بوده

دست آمده براي اين ژن، ه . همچنين توالي نوكلئوتيدي بهستند
يل شد كه نشان داد به توالي آمينواسيدي تبد BLAST X وسيله به

، تنها توالي پروتئيني موجود در WP_005656321توالي پروتئيني 
NCBI  باشد  مي ها كه همانند توالي اين پروتئين در اين سويهبوده
را  يك و دو آمينواسيدي، بيشترين تفاوتهاي  جايگزيني و بجز

       آمينواسيدي مابين آمينواسيدهاي شماره 16 جايگزيني در
عنوان پروتئيني  به توان از اين پروتئين لذا مي .داراست 241-226

شده و ايمونوژن، در طراحي واكسن استفاده كرد.  حفاظت
ترمينال ژن  -Cهاي مولكولي براي ناحيه  همچنين با طراحي تست

مؤثر در جهت تشخيص مولكولي اين باكتري   توان گامي آن، مي
  برداشت.

  

  گيري نتيجه
 OapA شدگي بسيار ژن به دليل حفاظتنتايج اين مطالعه نشان داد 

تواند  مي اين ژن ،bتيپ هموفيلوس آنفلوانزاي هاي  در ميان سويه
هاي باليني  عنوان كانديدي بالقوه در طراحي واكسن عليه سويه به

همچنين به دليل  .باشدمطرح  ايراني bي تيپ آنفلوانزا هموفيلوس
هاي  هاي اين ژن در سويه بودن بعضي از قسمت شده حفاظت

هاي باليني ايراني مورد  و نيز در ميان سويه NCBIموجود در 
گردد بررسي بيشتري بر روي  پيشنهاد ميمطالعه در اين  بررسي

باشد،  ترمينال اين ژن مي - Cشده كه بيشتر متعلق به  مناطق حفاظت
اصي و نيز هاي اختص براي اهداف تشخيصي، در طراحي پروب

PCR .اختصاصي صورت گيرد  
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