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   تشخیص جهت (PCR)طراحی واکنش زنجیره اي پلی مراز
  آنفلوانزا  باکتري هموفیلوسمولکولی

  
  2 کیوان مجید زاده ،2امیرحسین محسنی ،2، محمد سلیمانی1صدیقه تقی نژاد

 
    علوم پایه، دانشگاه آزاد اسلامی واحد قمدانشکده ،گروه میکروبیولوژي )1

   آجا دانشگاه علوم پزشکی دانشکده پزشکی، تسنیم،بیوتکنولوژيمرکز تحقیقات  )2
  
  

  13/3/91:تاریخ پذیرش      17/5/90:تاریخ دریافت
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  

   PCR، ع تشخیص سریهموفیلوس آنفلوانزا، :واژه هاي کلیدي 
  
  

                                                             
  مرکز تحقیقات بیوتکنولوژي تسنیم، دانشکده پزشکی، دانشگاه علوم پزشکی آجا :نویسنده مسئول* 

Email: soleimanidor@yahoo.com 

 چکیده
 رو این از .است سال 5 زیر کودکان نوزادان و در مننژیت بیماري عامل ترین مهم آنفلوانزا هموفیلوس :مقدمه

 براي اختصاصی هاي تست مولکولی، هاي روش که داده است نشان مطالعات .است ضرورياین عامل  سریع تشخیص
 هموفیلوس باکتري  سریعتشخیص جهت PCR روش طراحی مطالعه،  اینهدف .هستند عامل این سریع تشخیص

 .بود آنفلوانزا
 راه اندازي PCR طراحی و واکنش ompp6 ژن مطالعه پرایمر هاي اختصاصی بر اساس این در :ها روش و مواد

مورد نظر  ژن حضور. گردید کلون pTZ57R/T وکتور در PCR محصول ،استاندارد مثبت کنترل ساخت جهت. شد
از طریق تهیه  ،PCR واکنش تـــساسی ح.شد تایید توالی یابی هاي هضم آنزیمی و پروسه ه وسیلهب وکتور -T در

 بر PCR باواکنش  ویژگی. شد تعیین نانوگرم، 11اولیه  غلظت با  پلاسمید کنترل مثبت  از10 به 1متوالی هاي  رقت
 .شد ارزیابی ها باکتري  طیفی ازژنومیکDNA روي 
مشخص نتایج حساسیت،  .شان دادن  راي جفت باز280مورد انتظار با اندازه ، باند  PCRنتایج :هاي پژوهش یافته

 ژنومیک DNAبر روي PCR  هیچ گونه تکثیري پس از .استکپی  317ی واکنش حد تشخیصکرد که کمترین 
  .را تایید نمود PCR ویژگی واکنش نتیجهاین  .باکتري هاي کنترل منفی مشاهده نگردید

تري هموفیلوس آنفلوانزا روشی با  باکompp6 ژن PCRنتایج این مطالعه نشان داد که  :گیري بحث و نتیجه
 به عنوان ابزاري در تشخیص سریع مننژیت ناشی از این باکتري به ویژه در می تواندحساسیت و ویژگی بالا است و 

  .باشد تشخیصی هاي آزمایشگاهدر موارد مصرف آنتی بیوتیک توسط بیمار 
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 مقدمه
 گرم کوکوباسیل باکتري یک آنفلوانزا هموفیلوس

ور، ـــــاسپ اقدـــرك، فــمتح غیر ک،ـــکوچ منفی،
بی هوازي اختیاري و از خانواده پاستورلاسه -هوازي

هموفیلوس آنفلوانزا به شدت با میزبان انسانی . است
سازگاري دارد و در غشاهاي مخاطی مجاري تنفسی 

داري این ــپای. افت می شودـــسان ها یـــانی انــفوق
ارگانیسم ها در جمعیت انسانی وابسته به انتقال شخص 

و پخش  ه این انتقال از طریق انتشاربه شخص است ک
قطرات تنفسی، تماس با نمونه هاي حاوي  شدن

فاق ــــمان اتـــارگانیسم و حتی از طریق کانال زای
در مجاري  تقریباً آنفلوانزا هموفیلوس ).1(،می افتد

 وجود بالغین و سالم هاي  بچه درصد75 تنفسی فوقانی
. شود می دیده دهانی حفره در ندرته ب ولی ،دارد

 بدن نرمال فلور صورته ب کپسوله غیر هاي فرم معمولاً
 7 تا 3(سالم بالغین از کمی بسیار تعداد در اما هستند
 تیپ آنفلوانزا هموفیلوس دار کپسول فرم) درصد

b)یعنیHib  (دستگاه فوقانی ناحیه در متناوب طور به 
 عامل ترین شایع و ترین مهم که شود می دیده تنفسی
 سال 5 زیر کودکان در حاد باکتریال مننژیت و اباکترمی

 ایجاد بالغین و کودکان در نیز گاهی محسوب می شود و

 )2(.کند می تنفسی مجاري عفونت
 مشکل مواقع اکثر در باکتریایی مننژیت تشخیص

 اغلب کودکان در خصوصاً ها نشانه و علایم چون است
 انتخابی تشخیص هاي روش از .هستند غیراختصاصی

 و نخاعی مغزي مایع از گرم آمیزي رنگ به توان می
 مایع از گرم آمیزي رنگ چه اگر. کرد اشاره کشت

 بسیار روش این اما ،است سریع یروش نخاعی
است  برخوردار پایینی حساسیت از و است غیراختصاصی

 است ممکن بیوتیک آنتی در صورت مصرف طرفی از و
 منفی هم نخاعی مغزي مایع یا خون از کشت نتایج

 کشت انجام صورت در دیگر طرف از. شود گزارش
 رشد ها کلونی تا هست نیاز زمان ساعت 36 تا 24 حدود
 مثل ایمونولوژیکی هاي تکنیک از اخیراً .نمایند

 و سـکــــلات اي ذره ونــــناسیـــــیــوتــلــــآگ
 خیصــــتش اساس بر که کانترایمونوالکتروفورزیس

 تشخیص در نیز ،هستند استوار یباکتریای هاي ژن آنتی
 این چه رـــاگ .شود می استفاده باکتریایی مننژیت

 گرم آمیزي رنگ و کشت از تر سریع بسیار  ها تکنیک
 )3(.برخوردارند پایینی ویژگی و حساسیت از ولی هستند

درمان سریع در  و تشخیص ضرورت با توجه به
 مننژیت بتواند که آزمونی به یابی دست مننژیت،

 ،کند شناسایی اختصاصی و سریع بسیار را باکتریایی
 مطالعات ثابت کرده است که. باشد می مهم بسیار

 تشخیص عوامل بیماري زا با استفاده از تکنیک هاي
تر، اختصاصی تر و حساس تر از ع مولکولی همواره سری

یکی از مهم ترین این . هاي کلاسیک است روش
 . است(PCR)ازتکنیک ها واکنش زنجیره اي پلی مر

این روش هم از حساسیت و ویژگی بالاتري برخوردار 
است و هم درمان هاي قبلی با آنتی بیوتیک روي نتایج 

از این رو در طی سالیان . )4،5(،این تست تاثیري ندارد
اخیر مطالعات مختلفی در تشخیص ملکولی این عامل 

 . انجام شده استPCRباکتریایی با استفاده از تکنیک 
 براي PCRک ــــاز تکنی )1990(ارانــــ و همککتل

وانزا در ـــوس آنفلــــري هموفیلــــتشخیص باکت
یاداو و همکاران . )6(،نخاعی استفاده کردند-مایع مغزي

 براي تشخیص سریع باکتري 2003نیز در سال 
. )7(، استفاده کردندPCRهموفیلوس آنفلوانزا از تکنیک 

زمان عوامل   هم جهت تشخیص،فایلس و همکاران
لوانزا، ــــوس آنفــــهموفیل(تریاییـــــت باکــژیـمنن

) یدیس و استرپتوکوکوس نیومونیهــژیتــریا مننــنایس
ار ــه کــ را بPCRک ــنیــکــ ت2005ال ــــدر س

، 1386ال ــــران در ســدر ای. )8(،دــردنــب
ک ــیــکنــــکاران تـــــمــــی و هــادتــعــــس

Multiplex PCRتري ــیص این باکـــ را براي تشخ
 عطایی و. )9(، راه اندازي کردندlic1بر اساس ژن 

 16srRNA از ژن هاي 1388اران نیز در سال ــهمک
تري ــص باکــیــخــشــت تــهــج bexA و

 Multiplex PCRنیک ـفلوانزا در تکــوفیلوس آنــهم
ود ــوجن ــ ولی با ای.)10(،دــفاده نمودنــاست

تانداردي ــــیک اســــیچ تکنـــــنون هــاکــت
کولی این باکتري در ایران راه ـــــبراي تشخیص مول

عه ــــ این مطالاز این رو در. ده استــــاندازي نش
ص ــخیــت تشــجه استاندارد PCRیک ـــیک تکن

تري هموفیلوس آنفلونزا ــصاصی باکــریع و اختــس
  .راه اندازي شد
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  و روش هامواد
 تهیه ژنوم باکتري
تري ــباکده ــید شــتایوم ــه ژنـــدر این مطالع

و ـیتــستــاز انی (ATCC-33533)هموفیلوس آنفلوانزا
. به عنوان کنترل مثبت استفاده شدپاستور ایران تهیه و 

 براي ژن PCRاز سویی جهت تعیین ویژگی واکنش 
ompp6 پرایمرهاي ، ژنوم تعدداي باکتري با استفاده از

، به عنوان کنترل منفی، مورد ompp6اختصاصی ژن 
انستیتو پاستور ژنوم این باکتري ها از . تکثیر قرار گرفت

 مطالعه مورد استفاده قرار و در اینایران تهیه 
  )1 شماره جدول(.گرفت

 پرایمر طراحی
 باکتري تشخیص جهت شده گذاري هدف ژن

 طراحی تجه. بود ompp6 ژن آنفلوانزا، هموفیلوس
 ، از) ترادف33(ترادف هاي ثبت شده این ژن پرایمر،

 National Center For Biotechnologyایتـــس
Information(NCBI)سکانس 33تمامی . گرفته شد 
 CLC Sequence viewerدریافتی وارد نرم افزار

(Version 6.4)پس از ترازبندي ترادف هاي .  گشت
راحی پرایمر اخذ شده، نقاط حفاظت شده مشخص و ط

 رم افزارـــفاده از نـــ با استقاطـــاس این نــبر اس
(version3.05) Gene Runnerجهت.  انجام شد 

 پرایمرهاي طراحی شده از بودن اختصاصی از اطمینان
 Nucleotideو Primer BLAST هاي سرویس

BLAST سایت NCBIجهت بررسی. شد  استفاده 
نرم افزار  از یمرها،پرا کیــودینامیـــترم یاتـــخصوص

(version3.05) Gene Runnerسنتز . استفاده شد 
 .شد انجام اژنـــینـــس رکتـــش طـــتوس پرایمرها

ه صورت ــــی بــویــلــر جـمــرایــپ کانســــــس
5΄GTGCTGCTCAAACTTTTGGCGG 3΄ و 

ی به صورت ـــر عقبـــمـــرایـــس پـــانـــکـــس
5΄CCTAATTTACCAGCATCAACACCTT

TACC 3΄این پرایمرها قادر به تکثیر یک قطعه . بود 
ري ـــ باکتompp6ازي در ژن ـــــت بــفـــ ج280

 . هموفیلوس آنفلوانزا بودند
   Polymerase Chain Reaction تکنیک اندازي راه

 استفاده با ompp6 ژن تکثیر براي PCR واکنش
 ريــــباکت ژنوم و یـــاصــــاختص ايـــرهـپرایم از

 واکنش، این انجام  براي.شد انجام آنفلوانزا هموفیلوس
 مولار میلی 5/1 یک مخلوط واکنش داراي ابتدا

MgCl2، 2/0مولار  میلی  dNTPs  بافر و PCR تهیه 
مخلوط  با میکرولیتر 25 حجم در PCR واکنش .شد

 زیمــــآن دـــواح یک راهــــهم وق بهــواکنش ف
Taq DNA Polymerase) 4/0، )کت کوثر، ایرانشر 

  نانوگرم از ژنوم85و  پرایمرها از یک هر از میکرومولار
 PCR برنامه. شد انجام آنفلوانزا هموفیلوس باکتري

 95 در اولیه واسرشت مرحله یک :شامل مراحل زیر بود

 تکثیر چرخه 40 دقیقه، 5 مدت به گراد سانتی درجه
DNA به گراد سانتی درجه 95 در واسرشت شرایط با 

 گراد سانتی  درجه6/66 در اتصال مرحله دقیقه، 1 مدت
 مدت به درجه 72 دماي با دقیقه، تکثیر یک مدت به

 درجه 72 در نهایی تکثیر مرحله یک دقیقه و نهایتا یک
 5 ،تکثیر واکنش اتمام از پس ).11(، دقیقه10به مدت 
 بافر میکرولیتر یک همراه به واکنش محصول میکرولیتر

 ولتاژ تاثیر تحت درصد یک آگارز ژل روي لودینگ بر
 25 هم چنین یک واکنش .گردید الکتروفورز 100

میکرولیتري با شرایط مشابه و استفاده از آب دیونیزه به 
  .جاي ژنوم باکتري به عنوان کنترل منفی انجام شد

  مثبت کنترل  و تهیهompp6کلونینگ ژن 
به منظور ساخت کنترل مثبت از کلونینگ 

 پس از تکثیر.  استفاده شدompp6 ژن PCR  محصول
ژن هدف، محصول آن با استفاده از کیت استخراج از 

استخراج و )  جنوبیکرهکشور ، Core Bioشرکت (ژل
 به نظر وردــم عهـــقط اتصال. خالص سازي گردید

با روش پیشنهادي  مطابق pTZ57R/T وکتور-تی
 )لیتوانیکشور ،  Fermentasشرکت(شرکت سازنده

   .شد نجاما
 تريـــرا باکــــاي پذیــه ولـــسل تهیه از پس

E.coli JM107و امـــانج یونـــفورماســـ، ترانس 
یط ــــمح روي دهـــش ترانسفورم هاي باکتري

(Luria-Bertani agar) LB agar)شرکتMerk ، 
 لــیــروپــزوپـــــای اويــح) انــمــآل ورــشــک

 -Isopropyl-[beta]-D)یدپیرانوز تیوگالاکتو دي بتا
Thiogalactopyranoside; IPTG) 4/38 غلظت با 

 ایندولیل -3  کلرو-4 برومو -5لیتر،  میلی بر میکروگرم
 40 غلظت با(X-Gal) پیرانوزید گالاکتو دي بتا
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 50 غلظت با اسید نالیدیکسیک لیتر، میلی بر میکروگرم

 100 غلظت با سیلین آمپی و لیتر بر میلی میکروگرم
 تشکیل از  پس.شد داده کشت لیتر میلی بر میکروگرم

به عنوان (و یک کلونی آبی سفید چند کلونی ها، کلونی
 ompp6از نظر دریافت وکتور داراي ژن ) کنترل منفی

 .دــش شــایــ آزمPCRلونی ــبا روش ک
  تــکی از ادهــاستف ید باــمــپلاس راجــخــتــاس

 AccuPrep Plasmid Mini Extraction 
Kit)شرکتBioneer  ، در مورد یک کلون ،)کرهکشور 

پلاسمید  کیفی و کمی ارزیابی .گرفت مثبت انجام
 ذبــن جــعییــت از تفادهــاس با دهــش راجــاستخ

 با  نانومتر260-280اي ــوج هــول مــوري در طــن
 آگارز ژل روي الکتروفورز و (Picodrop)اسپکتروفتومتر

از روش هضم آنزیمی براي تائید . درصد انجام شد یک
  ژنPCRصول ــده محــافت کننــکلون دری

ompp6 داــابت ظور،ــــمن نــبه ای .استفاده شد 
 انهــدگــنگ چنــــیه کلونیــناح ســسکان

(Multiple Cloning Site;  MCS) ارزیابی کتورو 
شرکت (HindІІІآنزیم  دو اساس این بر و شد

Fermentas،توانیــلی ورـــشــــ ک(  وSacІ) شرکت
Fermentas،  این ). (12(، شدانتخاب )لیتوانیکشور

تور ــــواکنش آنزیمی منجر به خروج ژن هدف از وک
مید ــــی پلاســهایــــــید نــــــیبراي تا). می شد

رادف ژن کلون ـــ، ت(pTZ57R/T-ompp6)نوترکیب
 و به Cycle sequencingشده با استفاده از روش 

  .توالی گردید تعیینM13  کمک پرایمرهاي یونیورسال
 PCRواکنش تعیین حد تشخیص 

ید شده در مرحله قبل یپلاسمید تا غلظت ابتدا
(pTZ57R/T-ompp6)روش تعیین از استفاده  با 

 (Picodrop)توسط دستگاه اسپکتروفتومتر نوري جذب
 تا 10-8متوالی  هاي رقت سپس ).12(،گردید مشخص

 با پلاسمید این  میکرولیتر از100 در حجم 1-10
 این تمامی روي بر .شد  نانوگرم تهیه11 اولیه غلظت

 کمترین شد و ژن هدف انجام PCR واکنش ها رقت
 داد نشان  PCRواضحی را پس از  باند که آن از رقتی

 کپی تعداد. شد گرفته نظر در تشخیص حد عنوان به
 Chiangبق روش ــــط خیصــــــتش قابل
  )13(.به گردیداسـمح

 PCRواکنش ویژگی  تعیین
 هاي باکتري ژنوم از واکنش، ویژگی تعیین جهت

  ذکر1  شمارهدر جدول ها آن اسامی که منفی کنترل
 بر روي این PCRواکنش . شد فادهــاست  استشده

از سویی دو . ژنوم ها، مطابق شرایط قبل انجام گرفت
لوانزا  یکی با ژنوم باکتري هموفیلوس آنفPCRواکنش 

و دیگري با آب مقطر دو بار تقطیر به ترتیب به عنوان 
 ارزیابی .، تهیه شدPCRکنترل مثبت و کنترل منفی 

به واسطه الکتروفورز بر  بدست آمده، کیفی محصولات
  .درصد انجام شد یک آگارز ژل روي

 یافته هاي پژوهش
 باند ompp6 ژن به مربوط PCR واکنش نتیجه

آگارز نشان  ژل روي بر بازي را جفت 280مورد انتظار 
 از تعدادي از ماتریکس پس از تهیه )1  شمارهشکل(.داد

 PCR کلونی نتایج واکنش رنگ، سفید هاي کلونی

،  جفت بازي ترادف هدف را نشان داد280تشکیل باند 
که  تاییدکننده حضور ژن هدف در کلونی هاي سفید 

  .رنگ بود
 SacІ نزیمدر واکنش هضم آنزیمی مطابق انتظار آ

 در HindІІІ آنزیم و  وکتور621-25 در نوکلئوتید
ناحیه کلونینگ چندگانه  در وکتور، 690-94 نوکلئوتید

الکتروفورز محصول هضم . کرد ایجاد برش وکتور،
 بر روي pTZ57R/T-ompp6 ی پلاسمیدــزیمــــآن

 جفت 2800  حدوداًيها باندرانتظابا ژل آگارز، مطابق 
و ) pTZ57R/T  پلازمیدbackboneمربوط به (بازي

 ژن PCRمربوط به محصول ( جفت بازي 280حدودا 
ompp6(را نشان داد .)لب ــاین مط) 2 شماره شکل

 در ompp6 ژن  PCRتاییدکننده حضور محصول
  .   بودpTZ57R/Tوکتور 

ید ــــمــــپلاس اییــــنه یدــــــتای تــــجه
pTZ57R/T-ompp6و شد مانجا یابی توالی ، پروسه 

 توالی ثبت شده از این ژن با یابی توالی از حاصل نتایج
 با استفاده از Gene bank   (AAZE01000002)در

 CLC Sequence viewer (Version 6.4)نرم افزار
 یابی توالی سکانس که نشان داد نتایج .ترازبندي شد

در   این ژن ازدهــتوالی هاي ثبت ش با کاملاً شده
Gene Bankتــحـــص ترتیب این  به.دارد  مطابقت 

  .شد تایید pTZ57R/T-ompp6 وکتور در ژن حضور
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 باند ناشی از تکثیر ژن هدف در پلاسمید آخرین
pTZ57R/T-ompp6  در  نانوگرم،11 اولیه غلظت با 

. گردید مشاهده)  پیکوگرم1/1 تــظـــغل(10-4رقت 
محاسبه تعداد کپی ژن هدف در این غلظت از پلاسمید، 

. ان دادــــ را نش317عدد Chiang استفاده از روش با 
این مطالعه قادر به  این روش طراحی شده در بر بنا

 در ompp6 کپی از ژن 317تشخیص حداقل تعداد 
 )3  شمارهشکل(. مایکرولیتري می باشد25یک واکنش 

 هاي پرایمر از استفاده با تکثیري گونه هیچ
 هاي موــروي ژن بر ompp6 ژن یــصاصـــاخت

 این. دـنش دهـاهـمش فیـمن کنترل هاي باکتري
 یـراحـط ايـرهـمـپرای که بود نـای انگرـبی تایجــــن

 لــعم یـاختصاص لاًــامــک ompp6 ژن براي دهــش
 ريـــتـــاکـــبompp6 ژن  اــهـنـــو ت ردهـــــک

 رــــیــــثـکـــت را زاــلوانـــفـلوس آنـــوفیــهم
  )4 شماره کلـــش(.ندـده می

  
  منفی کنترل هاي باکتري ژنوم لیست. 1  شمارهجدول

  نام ارگانیسم شماره سویه
ATCC 9290 Shigella sonnei 
ATCC 7881 Klebsiellapneumoniae 

ATCC 25922 Escherichia coli 
ATCC 6051 Bacillus subtilis 

ATCC 25923 Staphylococcus aureus 
ATCC 29212 Enterococcus faecalis 

ATCC 700931 Salmonella Typhi 
ATCC 700669 Streptococcus penumoniea 

ATCC13060 Neisseria meningitides 
ATCC 13032 Coxiella burnetii 
ATCC 43895 E.coli O157H7 
ATCC 43887 E.coli EPEC 

PTCC 1480  Yersinia enterocolitica 
ATCC 29833 Yersinia pseudotuberculosis 

 
 

  
  
  
  
  
  
  
  

  
  مطابق شکل، . باکتري هموفیلوس آنفلوانزا  ژنومیکDNAبر روي  PCR نتایج واکنش. 1 شماره کلش

  . جفت بازي را تکثیر داده اند280  قطعه مورد انتظارompp6پرایمرهاي اختصاصی ژن 
  جفت بازي؛100 شاخص مولکولی: 1 

  ؛ ompp6 جفت بازي مربوط به تکثیر ژن 280 باند: 2 
 PCRکنترل منفی : 3
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   جفت بازي؛1000شاخص مولکولی :  pTZ57R/T-ompp6 .Mنتیجه هضم آنزیمی بر روي وکتور. 2 شماره شکل
  بریده نشده؛   pTZ57R/T-ompp6 پلازمید: 1 

  SacI و HindIIIبریده شده با استفاده از آنزیم هاي   pTZ57R/T-ompp6 پلازمید: 2 
 
 
  

  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  

  میدساین نتایج نشان داد که کمترین غلظت از پلا. PCR نتایج مربوط به تعیین حساسیت واکنش .3 شماره شکل
pTZ57R/T-ompp6 که بعد از  PCRپیکوگرم است1/1ت، غلظت ـاس یرــ قابل تکث .M  :جفت بازي؛ 100شاخص مولکولی 
  ؛ نانوگرم11 با غلظت اولیه pTZ57R/T-ompp6 مربوط به پلاسمید PCRمحصول  :1

   نانوگرم؛1/1با غلظت میدس مربوط به پلا PCRمحصول: 2
   پیکوگرم؛110مید با غلظت س مربوط به پلا PCRمحصول : 3

   پیکوگرم؛11با غلظت  میدس مربوط به پلا PCRمحصول: 4
   پیکوگرم؛1/1مید با غلظت س مربوط به پلا PCRمحصول : 5
  ؛ فمتوگرم110 مید با غلظتس مربوط به پلا PCRمحصول : 6

   فمتوگرم؛11مید با غلظتس مربوط به پلا PCRمحصول : 7
   فمتوگرم؛1/1مید با غلظت س مربوط به پلا PCRمحصول : 8

  کنترل منفی : -C فمتوگرم؛ 11/0مید با غلظت س مربوط به پلا PCRمحصول : 9
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 ژنومیک باکتري هموفیلوس DNAوي ، بر رPCRمثبت شدن . PCRنتایج مربوط به تعیین ویژگی واکنش . 4  شمارهشکل
شاخص : M.  بودPCR ژنومیک سایر باکتري ها، تایید کننده ویژگی بالاي واکنش DNA، بر روي PCRآنفلوانزا و منفی شدن 

   جفت بازي؛100 مولکولی
   نانوگرم؛11غلظت اولیه با  pTZ57R/T-ompp6   مربوط به پلاسمیدPCRمحصول : 1

   ژنومیک باکتري هموفیلوس آنفلوانزا؛DNA مربوط به PCRمحصول : 2
   بر روي ژنوم باکتري شیگلا سونئی؛PCRواکنش : 3
  نیومونیه؛کلبسیلا  بر روي ژنوم باکتريPCRواکنش : 4

  کلاي؛ بر روي ژنوم باکتري اشرشیاPCRواکنش : 5
   بر روي ژنوم باکتري باسیلوس سوبتلیس؛PCRواکنش : 6
  تاف اورئوس؛ چاه بر روي ژنوم باکتري اسPCRواکنش : 7
   بر روي ژنوم باکتري انتروکوکوس فکالیس؛PCRواکنش : 8

   بر روي ژنوم باکتري سالمونلا تیفی؛PCRواکنش : 9
   بر روي ژنوم باکتري استرپتوکوکوس نیومونیه؛PCRواکنش : 10

   بر روي ژنوم باکتري نایسریا مننژیتیدیس؛PCRواکنش : 11
  کوکسیلا برونتی؛ بر روي ژنوم باکتري PCRواکنش : 12

  ؛O157 H 7 بر روي ژنوم باکتري اشرشیاکلاي سوشPCRواکنش : 13
  ؛EPECکلاي سوش  بر روي ژنوم باکتري اشرشیاPCRواکنش : 14

   بر روي ژنوم باکتري یرسینیا انتروکولیتیکا؛PCRواکنش : 15
   بر روي ژنوم باکتري یرسینیا سودوتوبرکلوزیس؛PCRواکنش : 16

  کنترل منفی: 17
  

  و نتیجه گیري بحث
 از ویژگی هاي مهم استفاده از تکنیک هاي
 مولکولی در تشخیص عوامل عفونی، سرعت، حساسیت

 از استفاده  دلیلهمین به. ها است و ویژگی بالاي آن
 ها در بیماري تشخیص براي مولکولی هاي تکنیک

  با توجه).14(،است کرده پیدا زیادي رواج گذشته دهه
 در تشخیص میکروبی مختلفیکه مشکلات  به این

 باکتري هموفیلوس آنفلوانزا وجود دارد، تشخیص
 در رو این از. )3(،ملکولی آن بسیار حائز اهمیت است

 ران یکـــین بار در ایـــراي اولــــ، بحاضر مطالعه
  استاندارد با توسعه کنترل مثبت استاندارد   PCRتکنیک

  
 ین روشک اـــو ارزیابی حساسیت و ویژگی آنالیتی

 تريـــــ باکیـتصاصـــاخ و ریعـــس تشخیص جهت
  . گردید راه اندازي آنفلوانزا هموفیلوس

 ترین اجزاي تست هاي تشخیصی، یکی از مهم
 از جمله نمونه هاي کنترلی. نمونه کنترل مثبت است

 تـــترل مثبـــونه کنـــنوان نمــکه در گذشته به ع
 ملاـــهاي تشخیصی جهت تشخیص ع در تست

 DNA.  ژنومیک بودDNAبیماري زا استفاده می شد، 
ژنومیک به دلیل سایز بالا، به تغییرات دماي محیط 
بسیار حساس بوده و ممکن است که قبل از استفاده از 
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آن به عنوان کنترل مثبت تخریب گردد و در نتیجه 
 منجر به ایجاد نتایج منفی کاذب PCRپس از انجام 

اي غلبه بر این محدودیت و در این مطالعه بر. گردد
پس از تکثیر ژن  قطعه تشخیصی، بیشتر پایداري جهت

ompp6  ،با استفاده از پرایمر هاي طراحی شده
  pTZ57R/Tپلاسمید در ژناین  PCR محصول

 و از آن به عنوان کنترل مثبت استاندارد در گردید کلون
  .تست استفاده شد

 یمولکول تشخیص در مهم بسیار مسائل از یکی
) حساسیت(تشخیص حد تعیین ،زا بیماري عامل یک

 تعیین براي مختلفی هاي روش از محققین. است روش
 در مطالعات اکثر در. کنند می استفاده تشخیص حد

 حد تعیین ي برا آنفلوانزا هموفیلوس باکتري مورد
 ساز لونیــک دهايــــواح نـــعیی تروش از تشخیص

)Colony Forming Unit ( شده استاستفاده .
سعادتی و همکاران از همین روش جهت تعیین 

 به این صورت . استفاده نمودندPCRحساسیت واکنش 
که پس از کشت باکتري و اندازه گیري میزان جذب 

 رقت 10-10نوري محیط کشت، از محیط مورد نظر تا 
.  انجام شدPCRتهیه و براي تمامی رقت ها واکنش 
ر هر رقت فرایند سپس جهت محاسبه تعداد باکتري د

 کلونی 15000که تعداد ، شمارش کلونی را انجام دادند
باکتري در هر میلی لیتر به عنوان حد تشخیص باکتري 

 نقطه ترین مهم ).9(،هموفیلوس آنفلوانزا تعیین شد
  .است زنده باکتري به نیازمندي روش این ضعف

 DNAدر روش دیگر تعیین حساسیت واکنش از 
براي ) 1990( کتل و همکاران.ژنومیک استفاده می شود

 DNA، ابتدا از PCRتعیین میزان حساسیت روش 
ژنومیک هموفیلوس آنفلوانزا رقت تهیه نمودند و سپس 

 بر روي این رقت ها، حد تشخیص این PCRبا انجام 
دست آوردند، این میزان برابر ه  پیکوگرم ب10روش را 

 و همکارانتوریگو  سوییاز ). 6(، کلونی باکتري بود5با 
 مطالعه شانجهت بررسی حساسیت  2007در سال 

حد ین ــت تعیـــجهک ـــ ژنومیDNAمشابه کتل از 
  )4(.عمل کردندروش شان تشخیص 

 نیز، بیلال و همکاران حد تشخیص 2007در سال
 ژنومیک DNAبا استفاده از  multiplex PCRروش 

ه  پیکوگرم ب2 را براي شناسایی هموفیلوس آنفلوانزا

) 2009(و همکارانآبدلدیم  هم چنین ).15(،دست آوردند
 ژنومیک هموفیلوس DNAبا تهیه رقت سریال از 
 کپی ژنوم در هر 30 تا از 3آنفلوانزا قادر به تشخیص 

 از محدودیت هاي استفاده ).16(، شدندPCRواکنش از 
 واکنش این است LOD در تعیین  ژنومیکDNAاز 

  ژنومیکDNAبه ناپایدار و شکننده بودن که با توجه 
 ممکن است با تهیه رقت سریال از آن کاهش یکنواخت

 تحقیق دراز این رو ). 17(،تعداد ژن هدف صورت نگیرد
 پلازمید از ،PCR جهت تعیین حساسیت واکنش حاضر
  ساخته شده استفاده گردید و حساسیتمثبت کنترل

 تعیینید پلاسماین  از سریال تهیه  باPCRواکنش 
 317 با برابر PCRواکنش  LOD در این مطالعه. گردید
 دسته ب PCR ماکرولیتري 25 واکنش یک در کپی
 با روش این در حساسیت میزان بررسی و مقایسه. آمد

 مشخص مطالعات مختلف در استفاده مورد هاي روش
ي پرایمرها به نسبت شده طراحی هاي پرایمر که نمود

 بسیار حساسیت از لعاتطراحی شده در سایر مطا
  . هستند برخوردار بالاتري

 پرایمر و طراحی ژن انتخاب برايدر این مطالعه 
 و کتل .گرفت قرار بررسی مورد متعددي مقالات

 مایع در آنفلوانزا هموفیلوس تشخیص براي همکاران
 این در .کردند استفاده PCR روش از نخاعی مغزي
ژن ( bexAهاي ژن اساس بر پرایمر جفت دو پروسه

ژن کدکننده ( ompp6و )کپسولی ساکارید پلی کدکننده
 حاکی نتایج. گردید طراحی )P6پروتئین غشاي خارجی 

 براي شده طراحی پرایمر جفت دو که بود آن از
 و بیلال ).6(،هستند مناسب بسیار باکتري این تشخیص
 ،ompp6 هاي ژن روي بر  2007 سال در همکاران

bexA، کتامازبتالا کدکننده ژن)tem(کدکننده ، ژن 
 روش با(Cpbs) آنفلوانزا هموفیلوس b تیپ کپسول

 روش که کردند اعلام و نمودند کار PCR مالتیپلکس
 مناسبی بسیار ژن، روش 4 این از استفاده با مالتیپلکس

 بندي طبقه قابل غیر هاي سویه سریع تشخیص جهت
  مجاريترشحات در آنفلوانزا  هموفیلوسbسروتایپ  و

 از همکاران و توریگو ).15(،است تنفسی فوقانی
 قطعی اییـــناســـش براي ompp6 ژن رهايـــپرایم

 و آبدلدیم ).4(،نمودند استفاده آنفلوانزا هموفیلوس
 را آنفلوانزا هموفیلوس شناسایی نحوه ،)2009(همکاران
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 در ها آن. دادند قرار بررسی مورد تنفسی ترشحات در
، ompp6 ،bexA  ،16SrRNAژن 4 از مطالعه خود

rnpb و تحقیقات قتحقی ج ایننتای. کردند استفاده 
 اساس ژن بر PCR چنانچه هک نمود مشخصمشابه 
bexA  دار این  کپسول هاي سروتایپ تنها ،شود انجام
 بسیار ompp6 اما ژن شود، می داده تشخیص باکتري
 16SrRNAو rnpb  ايـــه ژن از تر یـــاختصاص

 تمام در ژن این که  به طوري.)18،16-20(،باشد می
 سولهـــکپ رــــغی و دار سولـــکپ هاي سویه

 و دارد حفاظت شده وجود صورت به آنفلوانزا هموفیلوس
 و زا بیماري هاي سویه بین تمایز ایجاد به قادر

 نتایج .)21،6-27(،است  آنفلوانزا هموفیلوس  کومنسال
 ompp6   ژن شده، ذکر ژن 4 بین از که داد نشان آنان

 آنفلوانزا هموفیلوس تشخیص جهت هدف ژن بهترین
  )28-30(.باشد می

 جهت ompp6در این مطالعه اختصاصیت ژن 
تشخیص اختصاصی باکتري هموفیلوس آنفلوانزا در طی 
مطالعات بیوانفورماتیکی با استفاده از نرم افزار آنلاین 

Primer BLAST سایت NCBI مورد ارزیابی قرار 
 این بررسی محصول تکثیري پرایمرهاي در. گرفت

استفاده شده در این مطالعه با محصول تکثیري 
پرایمرهاي استفاده شده در سایر مقالات مورد بررسی 

نتایج این . قرار گرفت و با یکدیگر مقایسه گردید
در این پرایمرهاي طراحی شده بررسی نشان داد که 

آنفلوانزا، هموفیلوس تکثیر در باکتري علاوه بر مقالات 
،  همولیتیکوس باکتري هموفیلوس4 تکثیر درقادر به 

آوي  سومنوس و  هموفیلوس،هموفیلوس پارا آنفلوانزا
 پاراگالیناروم مشابه با باکتري هموفیلوس باکتریوم

در حالی که پرایمرهاي طراحی . )4،6(،بودندآنفلوانزا، 
خیص ـــعلاوه بر تشعه ـــالــــطـــن مـــشده در ای

 280 به تکثیر یک قطعه فیلوس آنفلوانزا، تنها قادرهمو
. بودند هموفیلوس همولیتیکوس جفت بازي در باکتري

 باکتري ترین شاخص باکتريکه این  با توجه به این
مجاري تنفسی  در طبیعی طور به که است همولیتیک

  متوسط شدت با نادر هاي عفونت با و دارد وجودفوقانی 

 ،است مرتبط کودکی سنین در فوقانی تنفسی مجاري در
به ). 31(،است نادر بسیار CSF به ارگانیسم این ورود

عبارتی استفاده از پرایمرهاي طراحی شده در این 
 ،آنفلوانزا هموفیلوس  باکتريتشخیص جهتمطالعه 

 ایجاد باکتري این شناسایی در  راخللیهیچ گونه 
 يپرایمرهانتایج این بررسی نشان داد که . کرد نخواهد

سایر پرایمرهاي  نسبت به طراحی شده در مطالعه حاضر
 ompp6 براي ژن بسیار بالاتري  از ویژگی،مقالات

  . استبرخوردارباکتري هموفیلوس آنفلوانزا 
 واکنش براي تعیین ویژگیدر مطالعه حاضر، 

PCR براي ژن ompp6 باکتري هموفیلوس آنفلوانزا 
هم دیگر  از ژنوم دو باکتري م1  شمارهمطابق جدول

ونیه و ـــیومـــترپ نــــاس(CSFدر مولد مننژیت 
نتایج این بررسی . استفاده شد )نایسریا مننژیتیدیس

نشان داد که پرایمرهاي طراحی شده براي باکتري 
 اختصاصی عمل کرده و قادر هموفیلوس آنفلوانزا کاملاً

به تشخیص و افتراق این باکتري از سایر باکتري هاي 
  . هستندCSFدر مولد مننژیت 

 ompp6 ژن PCRاین مطالعه نشان داد که 
 باکتري هموفیلوس آنفلوانزا روشی با حساسیت و ویژگی
 آنالیتیک بالا است و ظرفیت بالایی براي استفاده به

عنوان ابزاري در تشخیص سریع مننژیت ناشی از این 
باکتري به ویژه در موارد مصرف آنتی بیوتیک توسط 

 این هاي یت مز به توجه با یز طرفبیمار را دارد، ا
 لازم بالینی معاینات انجام از آن پس کارگیري به روش،

 شناسایی در در تسریع براي تشخیص بیماري و
  .بود خواهد سودمند و مفید تشخیصی هاي آزمایشگاه

  سپاسگزاري
 تحقیقاتی طرح از بخشی حاصل حاضر مطالعه

 ارتش شکیپز علوم دانشگاه مالی ایتـــحم با که است
 از یلهـــــوس بدین .است یدهــــرس انجام به

 علوم گاهـــدانش در همکاران و مسئولان امیــــتم
 وتکنولوژيـــبی تحقیقات مرکز و ارتش زشکیــــپ

 تشکر نمودند، یاري را ما تحقیق این انجام در که تسنیم
 .نماییم می
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Abstract 
 
Introduction: Haemophilus influenza (H. 
influenza) is an important cause of 
meningitis in infants and children aged less 
than five years. For this reason the early 
diagnosis of this bacterium is important. 
Studies have shown that molecular 
methods are specific tests for early dete-
ction for this agent. The purpose of this 
study was to design a PCR assay for the 
rapid detection of H.influenzae bacterium. 

 

Materials & Methods: In this study 
specific primers were designed based on 
ompp6 gene and polymerase chain reaction 
(PCR) assay was setup. To create the 
standard positive control, the PCR product 
was cloned in pTZ57R/T vector. The 
existence of the desired gene in the T-
vector was confirmed by digestion and 
sequencing processes. Sensitivity of the 
PCR assay was determined by preparing a 
serial tenfold dilutions of the positive 

control plasmid with starting concentration 
of 11ng/µl. The Specificity of the assay 
was verified by using of PCR on the 
genomic DNA of a variety of bacteria. 
 
Findings: PCR results showed a band of 
the expected size 280bp. Sensitivity results 
indicated that the limit of detection of the 
assay was 317 copy numbers. No amplify-
ication was observed after PCR in negative 
control bacteria genomic DNA. This outc-
ome proved the specificity of the PCR 
assay. 
 
Discussion & Conclusion: The results of 
this study showed that the PCR assay is a 
rapid, highly sensitive and specific test for 
detection of H.influenzae bacterium. 
 
Keywords: haemophilus influenzae, rapid 
detection, PCR 
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