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  درانــــازنــــــي مـكــزشــپـوم ـــلـــــگاه عـشــه دانـــلـــجــم

  )135-139   (1393  سال      تير 114  شماره  بيست و چهارم  دوره 
 

136  1391دي  ، 96 ، شماره بيست و دوم دوره                                                                   له دانشگاه علوم پزشكي مازندران                      مج 

گزارش كوتاه

شناسايي و تشخيص سويه هاي تهاجمي هموفيلوس آنفلوانزاي 
   در نمونه هاي باليني، به روش واكنش زنجيره اي پليمرازbتايپ 

  
        1سميه باقرزاده خداشهري

        2سيد داور سيادت
  3محمد رهبر

  

  چكيده
 5هاي باكتريـايي در كودكـان زيـر         ترين عوامل مننژيت     ، يكي از مهم   b (Hib) هموفيلوس آنفلوانزاي تايپ   : و هدف  سابقه

هاي كپسول  در اين مطالعه، ما سروتايپ، سويه .دهند  را انجام نميHibخصوص در كشورهايي است كه واكسيناسيون عليه  هسال، ب
  .، تعيين كرديم)(PCRهاي باليني را به روش واكنش زنجيره اي پليمراز  جدا شده از نمونه دار هموفيلوس آنفلوانزاي

.  بـه روش جوشـاندن اسـتخراج گرديـد         هموفيلوس آنفلـوانزا   نمونه هاي باليني     DNAدر اين تحقيق،     : روش ها  مواد و 
هـاي كپـسول دار توسـط مجموعـه          تعيـين و  نـوع سـروتايپ سـويه          bexAهاي داراي كپسول توسـط آغازگرهـاي ژن          سويه

  . مشخص شد" f تاa"آغازگرهاي اختصاصي تايپ 
را نـشان دادنـد كـه تمـام      bexA سـويه ژن  4هاي باليني،   جدا شده از نمونهلوس آنفلوانزايهموفي سويه 50از  :يافته ها 

  . تعيين شدندbهاي تايپ   جدايه، به عنوان سويه4ها داراي كپسول بودند و هر  آن
جـواب هـاي منفـي      (هـاي اوليـه      هاي تعيين شـده در ايـن بررسـي در آزمايـشگاه            با توجه به عدم رشد باكتري      :استنتاج

ها و مـوارد     هاي اختصاصي روي نمونه     با ژن  PCRها باليني، انجام روش      درنمونه Hibزاي   هاي بيماري  و وجود سويه  ) كاذب
  .رسد مشكوك ضروري به نظر مي

  

  PCR، سروتايپ، b تايپ هموفيلوس آنفلوانزاي: واژه هاي كليدي
  

  مقدمه
تواننـد بـر اسـاس       مـي آنفلـوانزا،    جدايه هاي هموفيلـوس   

 يا عدم حضور كپـسول بـه اشـكال كپـسول دار             حضور و 
(Ttypeable)    و يـا بـدون كپـسول (Nnontypeable or 

NTHi) ــسول دار  ســويه. )1(دطبقــه بنــدي شــون هــاي كپ
ــوس ــوانزا هموفيلــــــ ــه آنفلــــــ ــصوص بــــــ  خــــــ

)Haemophilusinfluenzae type b(Hib ــم  علــت مه

عفونت خون، مننژيت، اپي گلوتيت در كودكان جـوان،         
رهاي در حال توسـعه هـستند كـه ميـزان           به ويژه در كشو   

ــسيناسيون در آن ــام     واكـ ــا انجـ ــت و يـ ــايين اسـ ــا پـ هـ
 Hib ول دار، ـسـ ـهاي كپ  هـيان سوي ـدر م . )2(دـونـش يـمتن

زاتـرين نـوع هموفيلـوس       تـرين و بيمـاري     به عنـوان شـايع    
  95ش از ـده است كه در بيـه شـرفتـر گـزا در نظـوانـآنفل

  
 

  :d.siadat@gmail.comE-mail       گروه ميكروبشناسي، انستيتو پاستور ايران، 1316943551: ايران، تهران، كدپستي -يادتسيد داور س :مولف مسئول

  دانشجوي كارشناسي ارشد، گروه ميكروب شناسي، دانشگاه آزاد اسلامي، واحد علوم و تحقيقات كرمان، كرمان، ايران .1
  بخش هپاتيت و ايدز، انستيتو پاستور ايران، تهران، ايرانگروه ميكروبشناسي دانشيار، . 2
  استاد، بخش ميكروبشناسي، مركز تحقيقات آزمايشگاه مرجع سلامت، وزارت بهداشت، درمان و آموزش پزشكي، تهران، ايران. 3
  27/3/1393 :تاريخ تصويب           24/1/1393 :تاريخ ارجاع جهت اصلاحات           13/12/1392: تاريخ دريافت  
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  سميه باقرزاده خداشهري و همكاران     

  

137  1393 ، تير 114 ، شماره  مجله دانشگاه علوم پزشكي مازندران                                                                                    دوره بيست و چهارم

گزارش كوتاه

در . )3(كند  سال را مبتلا مي    5درصد موارد، كودكان زير     
دوران قبل از ارائه واكسن هموفيلـوس آنفلـوانزا، حـدود           

هـاي تايـپ     درصد از موارد تهاجمي، بـه علـت سـويه         90
b شد كه بعد از معرفي واكسن تركيبـي          ايجاد ميHib  در 

هـاي تهـاجمي هموفيلـوس       ، شيوع بيماري  اروپا و آمريكا  
 در ايـن كـشورها، بطـور چـشمگيري          bآنفلوانزاي تايـپ  

كـه   ولي در كشور ما، با توجه بـه ايـن         . )5،4(كاهش يافت 
، به صورت واكـسيناسيون روتـين     Hibواكسيناسيون عليه   

در برنامه كـار وزارت بهداشـت قـرار نگرفتـه اسـت، بـه               
 به عنوان يكـي     bيپ  همين دليل هموفيلوس آنفلوانزاي تا    

هاي تهـاجمي شـايع، بهخـصوص در كودكـان           از بيماري 
با توجـه بـه اينكـه در        ).منبع ؟ ( سال معرفي مي شود    5زير  

تشخيص هموفيلـوس آنفلـوانزا بـه روش كـشت و يـا بـه               
ــاذب     ــي ك ــايج منف ــك، نت ــي بيوتي ــتفاده از آنت ــل اس دلي

گـردد و يـا احتمـال مثبـت شـدن كـشت در               گزارش مي 
خــصوص مــايع مغــزي  ايعــات بــدن، بــهخــون و ديگــر م

 PCRتـوان از روش مولكـولي        نخاعي كم مي گردد، مي    
كــه روش ســريع و مطمئنــي اســت، بــراي شناســايي ايــن 

هاي باليني باكتري    باكتري استفاده نمود تا بتوان در نمونه      
هـدف  . را به سرعت و با حساسيت بيشتري تـشخيص داد         

دار و همچنين   از اين مطالعه، شناسايي سويه هاي كپسول        
هاي كپسول دار هموفيلوس  تشخيص نوع سروتايپ سويه  

هـاي بـاليني مـشكوك بـه         آنفلوانزاي جدا شـده از نمونـه      
واكنش زنجيـره    (PCRهاي هموفيلوسي به روش      عفونت

  .بود) اي پليمراز
  

  ها  روشمواد و
ــداد   ــه، تعـ ــن مطالعـ ــوس 50در ايـ ــويه هموفيلـ   سـ

 مغـزي نخـاعي و      آنفلوانزاكه از خون، حلق، چشم، مـايع      
كننـده بـه بيمارسـتان       مايع شستشوي ريه بيمـاران مراجعـه      

 89هاي   شهر تهران در طي سال، امام خميني و مفيدميلاد
هـا از   سويه ابتدا .آوري شده بودند،استفاده شد   جمع 91تا  

هاي بيوشيميايي و نيـاز بـه هـر          لحاظ مورفولوژي و تست   
 مرحلـه   در. )6(دقرار گرفتن مورد بررسي    V و   Xدو فاكتور   

به روش جوشـاندن جـدا    هاي دريافتي  نمونه DNA بعدي
 درجـه   -20در دمـاي    هاي بعـدي     شد و به منظور استفاده    

 ATCC سـويه    3ر مجمـوع از      د )7(دسانتيگراد ذخيره ش ـ  
هـاي كنتـرل بـراي       عنـوان سـويه    هموفيلوس آنفلوانزا، به  

 هـاي  ها شامل سويه   اين سويه . استفاده گرديد  PCRواكنش  
ATCC 9006 تايپ a،ATCC 10211   تايـپb  و سـويه 

ATCC 49766 برايNTHi  بودند كه از بانك ميكروبي
 .بخش باكتري شناسي انستيتو پاسـتور ايـران تهيـه شـدند           

هاي كپسول دار از سويه هـاي بـدون         براي شناسايي سويه  
و  bexA از جفــت آغازگرهــاي اختــصاصي ژن ،كپــسول

هموفيلـوس  دار   سولهـاي كپ ـ   براي تعيين سروتايپ سويه   
ــوانزا ــاي  آنفلـ ــه آغازگرهـ ــا a، از مجموعـ ــامي  (fتـ تمـ

 -آغازگرهاي مورد استفاده از شركت تكاپو زيست تهران       
اسـتفاده شـد، كليـه ايـن پرايمرهـا در           ) ايران تهيـه شـدند    

، PCRواكـنش   . )7(و همكاران آمده اسـت     Falla مطالعه
 25الگـــو در حجـــم نهـــايي  DNAبـــه منظـــور تكثيـــر 

ــر ــادير آن در   ميكروليت ــواد و مق  صــورت گرفــت كــه م
  . آمده است1  شمارهجدول

  

 جهـت   PCRمواد و مقـادير مـورد نيـاز در واكـنش             :1جدول شماره 
   و سروتايپينگ كپسوليbexAتكثير ژن 

  

 )lµ(مقادير  مواد

  )X10(بافر
 MgCl2)50ميلي مولار (  
dNTP) 10ميلي مولار (  
  ) پيكومول10((F-R)پرايمرهاي 

  )U/µl5 (ي مراز پلTaqآنزيم
DNAالگو   

  آب دو بار تقطير
 حجم نهايي

5/2  
5/1 

5/0 

 5/0هركدام 

2/0  
2  

3/17 

25 

  
 دقيقه واسرشـتگي ابتـدايي در       5 شامل   PCRفرآيند  

 چرخـه حرارتـي،     25گراد، سـپس      درجه سانتي  94دماي  
 درجـه سـانتيگراد بـه       94 مرحلـه واسرشـتگي در       3شامل  
 60رشـته الگـو در       دقيقـه، اتـصال آغازگرهـا بـه          1مدت  

 دقيقـه و طويـل شـدن قطعـه          1گراد به مدت     درجه سانتي 
دقيقـه   1مـدت    هگـراد ب ـ    درجـه سـانتي    72تكثير شـده در     

  درجــه72در نهايــت، مرحلــه تكثيــر نهــايي در . باشــد مــي
سـپس  . )7( دقيقه صـورت گرفـت     10مدت   گراد به  سانتي
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  bتشخيص سويه هاي تهاجمي هموفيلوس آنفلوانزاي تايپ 
 

138  1393 ، تير 114                                                                  دوره بيست و چهارم ، شماره  مجله دانشگاه علوم پزشكي مازندران                  

 الكتروفـورز  درصد 1 بر رول ژل آگاروز      Pcrمحصولات  
 Gel)ت تكثير يافته توسط دستگاه ژل داكيومنشن قطعا و

Documention) مشاهده شدند.  
  

   و بحثيافته ها
 هموفيلـــوس آنفلـــوانزاي  ســـويه  50از مجمـــوع 

 مـورد   1از چـشم،    ) درصد 10( مورد   5 آوري شده،  جمع
از )  درصـد  4( مـورد    2از مايع شستشوي ريه،     )  درصد 2(

 39 و از خــون)  درصــد6( مـورد  3مـايع مغــزي نخــاعي،  
نيـز از حلـق بيمـاران جداسـازي شـده           )  درصد 78(مورد  
جهت شناسـايي سـويه هـاي كپـسول دار، پـس از             .بودند

هاي   بر روي تمام نمونه    PCRبهينه سازي و انجام آزمون      
 سـويه از    50 سـويه از     4 دريـافتي،    هموفيلوس آنفلوانزاي 

هـا در سـطح       مثبت بودند يعني ايـن سـويه       bexAنظر ژن   
سول هستند كه طول باند قطعه تكثير شـده         كپخود داراي   

 4 جفت باز مي باشد و هر 343توسط اين جفت آغازگر،   
 aسويه پس از سروتايپينگ توسط مجموعه آغازگرهاي        

هموفيلوس  bجفت باز مربوط به سروتايپ      480، باند   fتا  
 سـويه   4آنفلوانزاي كپسول داررا نـشان دادنـد يعنـي هـر            

  .ند بودbكپسول دار از نوع تايپ 
ســروتايپينگ كپــسولي روش مهمــي بــراي بررســي 

 bexAتـشخيص ژن    .خصوصيات هموفيلوسĤنفلوانزااست 
تـرين   ، رايـج  PCRهاي اختصاصي كپسولي توسـط       و ژن 

 .)8(روش مورد استفاده براي تعيين سروتايپ كپسول اسـت        
Leaves وFalla      روش مبتني بر    چنين بيان كردند كهPCR، 

هـاي   موتانـت . ان مـي كنـد    نوع كپسول را بدون ابهـام بي ـ      
كـه  ) Hib هـاي  سويه( bهاي تايپ   كپسول ناقص از سويه   

افتد نيز توسط ايـن روش       خودي اتفاق مي   طور خودبه ه  ب
چنين اين روش براي ارزيابي      تواند شناسايي شود، هم    مي

  .)9، 7(مطلوب است bهاي تايپ  دقيق از تأثير واكسن
Singhi      كـشت هـاي   ، روش 2002و همكاران در سال 

هــاي مــايع مغــزي   ازنمونــهHib را بــراي PCRو ميكروبــي 
 كودكان مبتلا به مننژيت باكتريـال مـورد مقايـسه           نخاعي

ــشان داد، از    ــايج ن ــد كــه نت ــرار دادن ــورد 107ق ــه م  نمون

فيلـوس   مـورد كـشت مثبـت از نظـر همـو           14بررسي، تنهـا    
 مورد نتـايج    PCR  ،37كه به روش     حالي داشتند در اتفلوانزا  
  .)10(ان دادندمثبت نش

آمارهاي سازمان بهداشت جهاني نشان مي دهد كـه         
ــه شــرقي  كــه كــشور مــا نيــز در ايــن  (در منطقــه مديتران

ــرار دارد ــرين عامــل مننژيــت  Hib، )محــدوده ق  شــايع ت
در اين مطالعه با توجه به اينكـه اكثـر           .)11(باكتريال است 

هاي دريافتي از حلق جداشده بودند با ايـن حـال از             نمونه
 سويه جدا شده از نمونـه هـاي مـشكوك بـه             50مجموع  

 8 بودنـد كـه      Hib مـورد از نـوع       4آنفلـوانزا،    هموفيلوس
دادنـد   هـاي مـورد آزمـايش را تـشكيل مـي           درصد سـويه  

 چنين وجود اين تعداد سويه هاي هموفيلوس آنفلوانزا        هم
 از لحاظ كشت هاي روتين، منفي    هاي باليني كه   در نمونه 

هاي  دهد كه انجام روش  رسند، نشان مي   كاذب به نظر مي   
مولكولي از تشخيص جنس تا حـد گونـه و تايـپ بـراي              

هـاي روتـين     در آزمايـشگاه  . اين باكتري ضـروري اسـت     
 csfاز نمونه هاي خون و       جدا كردن هموفيلوس آنفلوانزا   

د كشت مثبت   باشد و به همين علت موار      بسيار مشكل مي  
از طرفي، كودكان مبـتلا بـه       . به ندرت گزارش مي گردد    

مننژيت معمولا قبل از رسيدن به بيمارسـتان بـا تـشخيص            
هـا قـرار     بيوتيـك  ها، تحت درمان انواع آنتي     ساير عفونت 

گيرند كه همين امر سبب عدم رشد بـاكتري بـر روي             مي
شـود و حتـي باعـث     هاي كشت آزمايـشگاهي مـي      محيط

 اين باكتري از مايع نخاع شده كـه منجـر بـه       حذف سريع 
نتايج كشت منفـي كـاذب خواهـد شـد، بـه همـين دليـل                

هايي كه بتواند وجود مقادير كم باكتري        استفاده از روش  
هاي باليني، بهخـصوص مـايع مغـزي نخـاعي را            در نمونه 

 در نتيجه با توجه    .)12(رسد نظر مي  تشخيص دهد ضروري به   
يلـوس آنفلـوانزا بـه روش       به عـدم تـشخيص قطعـي هموف       
 توان از روش بيوتيك، مي كشت و يا به دليل استفاده از آنتي

  كه روش سريع و مطمئن و داراي حساسيت        PCRمولكولي
تري براي شناسايي اين باكتري است، استفاده نمـود          بيش

هـاي بـاليني مثـل مـايع         تا بتوان باكتري فـوق را در نمونـه        
ژيكي بــه ســرعت مغــزي نخــاعي و ســاير مايعــات بيولــو
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هاي مراكز پژوهـشي    بنابراين از اهم فعاليت   . تشخيص داد 
هـاي جـايگزين    بهداشت و درمان، توسـعه و ابـداع روش        

ــاكتري  ــع ب ــه موق ــشخيص ب هــاي ســخت رشــد   جهــت ت
هـاي جـايگزين، امـروزه تـشخيص         از بين روش  . باشد مي

نقش مهمي در تشخيص بـه موقـع     ،PCRسريع به كمك    
  .جدا شده داردهموفيلوس آنفلوانزاي 

  

  سپاسگزاري
  نامه  اين مقاله به طور مشترك از طرح تحقيقاتي و پايان

 

دانشجويي كارشناسـي ارشـد اسـتخراج شـده اسـت كـه بـا         
هاي مالي و معنوي مركز تحقيقات باكتري شناسـي          حمايت

ــشگاه آزاد      ــوي دان ــت معن ــران و حماي ــتور اي ــستيتو پاس   ان
ــان و     ــات كرمـ ــوم تحقيقـ ــد علـ ــلامي، واحـ ــش اسـ بخـ

ميكروبيولوژي بيمارستان ميلاد تهران، انجـام شـده اسـت و           
بدين وسيله نويسندگان، مراتب قدرداني خـود را نـسبت بـه           

صورت گرفته بـراي انجـام ايـن تحقيـق اعـلام             همكاريهاي
  .دارند مي
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Abstract 
 

Background and purpose: Haemophilus influenzae type b (Hib), is one of the major causes of 

bacterial meningitis in children younger than five years of age, especially in countries that immunization 

against Hib is not conducted. In this study we have determined the serotype, encapsulated Haemophilus 

influenza strains isolated from clinical samples by polymerase chain reaction (PCR) method. 

Material and Methods: In this study, DNA of H. Influenzae spp was extracted through boiling 

method. The encapsulated strains were determined by bexA gene primers. The encapsulated strains 

serotype were then detected using type-specific primer sets "a to f". 

Results: From the total of 50 strains of the Haemophilus influenzae isolated from clinical 

specimen, four strains have shown the bex A gene which all of them were encapsulated and all of four 

isolates have been determined as type b strains. 

Conclusion: It is well shown that H influenza spp were not detected by routinely culture method 

in many clinical laboratories. Despite the presence of pathogenic strains of Hib in different clinical 

specimens, molecular diagnostic such as PCR should be replaced and performed for miss detected 

bacteria.   
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