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 تیر نود و هفتپذیرش برای چاپ:                                                     اردیبهشت نود و هفتدریافت مقاله: 
 

 ه چکید
ان ر اکثر انسبیعی دط: هموفیلوس آنفولانزا یک باکتری گرم منفی محدود به انسان است که بخشی از فلور نازوفارنکس سابقه و هدف

روش د کند. اد را ایجایانی حها است. هموفیلوس آنفولانزا می تواند بیماری هایی مانند پنومونی، مننژیت، باکترمی، سینوزیت و اوتیت م
اهم یایی را فردر دسترس در طول دو دهه گذشته بوده اند که تشخیص سریع و دقیق بیماری های باکتر PCRمانند های غیرکشتی 

 است. هموفیلوس آنفولانزا برای تشخیص سریع باکتری PCR هدف از این مطالعه طراحی یک آزمایش می کند.
هموفیلوس  ژنوم DNAبر  PCR آن طراحی شد. واکنش بود، بنابراین پرایمرهای مخصوص برای P6 این مطالعه ژن هدف: روش کار
اده شد. دنتقال ا  E. coli JM107 کلون شد و به pTZ57R / T در PCR تنظیم شد. برای ایجاد کنترل مثبت، محصول آنفولانزا

شده از بیماران ری نمونه بالینی جمع آو 72حساسیت این آزمایش با رقت سریالی کنترل مثبت مورد آزمایش قرار گرفت. در مجموع 
 مورد تجزیه و تحلیل قرار گرفت.  PCR مبتلا به سینوزیت با استفاده از

 نشان داد. نتایج حساسیت نشان داد که محدودیت تشخیص این آزمایشbp 273باند مورد انتظار با اندازه PCR : نتایجیافته ها

CFU/ml 1 بود. پس از PCR ( از٪26مورد مثبت) 19 .مشاهده نشد تکثیری یش هیچبا هیچ یک از میکروارگانیسم ها مورد آزما 

 در نمونه ها در این مطالعه وجود داشت.  هموفیلوس آنفولانزا
 ش هایدر این تحقیق نشان داده شده که روش سریع، حساس، بسیار اختصاصی و ارزان تر از رو  PCR: روش نتیجه گیری

 داف آزمایشگاه های عمومی کشورهای در حال توسعه برای اهمی تواند به راحتی توسط  PCR تجاری هستند. روش های 
 تشخیصی مورد استفاده قرار گیرد. 

 PCR، تشخیص سریع لیدی: هموفیلوس آنفولانزا،گان کواژ
 

 

 مقدمه

هموفیلوس آنفولانزا یکی از بیماری های رایج عمده انسان ها و 

و اوتیت همراه با پنومونی اکتسابی از جامعه، باکتریمی، مننژیت 

به اثبات تاثیرگذار است. در حالی که درمان ضد میکروبی سنتی 

رسیده است جداسازی ایزوله های مقاوم به مواد آنتی باکتریایی 

برای  ها. روش(1)هموفیلوس آنفولانزا به سرعت در حال افزایش است

شناسایی سویه های هموفیلوس آنفولانزا پیچیده و وقت جداسازی و 

جه به مشکل تشخیص با جنس های هموفیلوس گیر است، با تو

نزدیک مانند هموفیلوس پاراآنفولانزا که کامنسال دهان و دندان 

انسان است ، تشخیص کلاسیک، که وابسته به آزمایش های مبتنی 

 Xبر رشد، مورفولوژی کلنی، آزمایش و فاکتور مورد نیاز رشد 

ژیک، ، آزمایشات پورفیرین و تعیین سرولو V(NAD))همین( و

همچنان بیشتر  رغم این مشکلات،به  وقت گیر و بغرنج است. 

تشخیصی از این تکنیک شناسایی متعارف استفاده  های آزمایشگاه

که بتوانند در آزمایشگاه  اختصاصیمی کنند. روش های حساس و 

 یبالینی انجام شود در تشخیص زود هنگام و درمان آنتی بیوتیک

ه طور ذاتی ارزشمند هستند زیرا موثر است. روش های مولکولی ب

تشخیص می تواند با حساسیت و ویژگی بالایی به دست آید و برای 

 . (2)میکروارگانیسم های غیر زنده قابل استفاده هستند
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 .سینوزیت یک بیماری منحصر به فرد با انواع تظاهرات است

. (3)دسینوس ها در استخوان های صورت در اطراف بینی قرار دارن

سینوس فکی در زایگوم است، سینوس پیشانی نزدیک ابروها ، 

ای در پشت سینوس شب پره نی بین چشم ها وسینوسی پرویز

ی التهاب سیستم تنفس یت. سینوزیت(4د)سینوس پرویزنی قرار دار

د ولیفوقانی است. عفونت یکی از علل التهاب سینوسی است. عوامل ت

 سینوزیت ممکن است به شرح زیر طبقه بندی شود:

ه عوامل التهابی شامل عفونت های فوقانی سیستم تنفسی، که ب-1

 -2. علت سرما، آلرژی رینیت، دستکاری دندان و شنا ایجاد می شود

 یب عوامل سیستمیک شامل کمبود ایمنی، سندرم سیلیاری

 -3. ، فیبروز کیستیک، رینیت حاملگی و کم کاری تیروئیدیحرکت

ن عوامل مکانیکی شامل آترزی کانال، پولیپ بینی، آسیب جدی بی

بینی، هیپرتروفی بدن بینی، بدن خارجی، تروما، تومورهای 

 عوامل دارویی شامل قرصهای -4 .مخروطی و آدنوئید هیپرتروفی

 کنترل تنفس، بتا مسکن، داروهای اضطراب، آسپرین و کوکائین.

 . (5د)سینوزیت بر اساس مدت زمان علائم طبقه بندی می شو

روز طول می کشد. شکست در درمان  30سینوزیت حاد کمتر از 

ز رو 90ه سینوزیت مزمن می شود که بیش از سینوزیت حاد منجر ب

ک یا (. سینوزیت مزمن در هر دو فرم ائوزینوفیلی3، 6)دطول می کش

ین ر چندر فرم ائوزینوفیلیک وجود دارد. د ابتدانوتروفیلیک ، اما 

 استافیلوکوک اورئوسمواردی، معمولا پولیپ ها پیدا می شوند 

ا، دم تخلیه سینوس ه. انسداد مکانیکی، ع(7ت )ارگانیک غالب اس

ت تومورهای بینی و پولیپ بینی بین عوامل ایجاد کننده سینوزی

ما ا. در یک فرد سالم، سینوس ها استریل هستند (4د)مزمن می باش

ممکن است توسط برخی از میکروارگانیسم ها مانند ویروس ها، 

تریایی، . در سینوزیت حاد باک(5د)قارچ ها و باکتری ها کلونیزه شون

موراکسلا کاتارالیس، تری های هوازی و بی هوازی نظیر باک
ای م همیکروارگانیس استرپتوکوکوس پنومونیه و هموفیلوس آنفولانزا

ها  (. در سینوزیت مزمن درصد از میکروارگانیسم8، 9)دغالب هستن

 ملهکاهش یافته و با استافیلوکوک و باکتری های بی هوازی، از ج

(.  هدف از 10، 11)دزین می شونجایگفوزوباکتریوم و  پرووتلا

برای تشخیص  مطالعه حاضر طراحی واکنش زنجیره ای پلیمراز

در نمونه های بالینی   هموفیلوس آنفولانزامولکولی باکتری 

 .تعیین حساسیت و ویژگی آن بودسینوزیت و 

 

 روش کار 

از شرکت بهار افشان  ATCC 49247ابتدا باکتری گونه استاندارد 

 Plus ایران( -)سیناکلون DNGبا استفاده از کیت تهیه شد، سپس

DNA Extraction Solution  از باکتری استخراجDNA 

و  forwardصورت گرفت. به منظور بهینه کردن مقدار پرایمرهای 

reverse  میکرو مولار،  1تا  1/0در غلظت های بینMgcl2  در

ین  در غلظت های ب dNTPsمیلی مولار  5تا  5/0 غلظت های بین 

میلی مولار انجام شد. برای انجام این واکنش، مخلوط  75/0تا  5/0

 2Mgcl 75/0میکرولیتر،  PCR x10 5/2واکنش دارای بافر 

 Taq DNAمیکرولیتر، آنزیم dNTPs 5/0میکرولیتر، 

Polymerase 4/0  5میکرولیتر و  1میکرولیتر، پرایمرها هر یک 

مورد مطالعه در حجم  شده از نمونه های استخراجDNAمیکرولیتر 

میکرولیتر انجام شد. برنامه دستگاه ترموسایکلر شامل مراحل  25

درجه سانتی گراد به مدت  95زیر بود: یک مرحله واسرشت اولیه در 

درجه سانتی  94چرخه تکثیر با شرایط واسرشت در  30دقیقه،  5

درجه سانتی گراد به  50ثانیه، مرحله اتصال در  30گراد به مدت 

 30درجه سانتی گراد به مدت  72ثانیه ، تکثیر با دمای  30ت مد

 10درجه به مدت  72ثانیه و نهایتا یک مرحله تکثیر نهایی در 

. جهت بررسی تکثیر قطعه مورد نظر، (12ت )دقیقه صورت گرف

درصد حاوی  1نمونه به همراه بافر لود کننده بر روی ژل آگارز 

جفت بازی در ولتاژ  100مولکولی اتیدیوم بروماید، به همراه مارکر 

در دستگاه ژل  UVولت، الکتروفورزگردید و با استفاده از نور  100

 داکیومنتشن بررسی گردید.

( در P6ژن )PCR جهت ساخت کنترل مثبت، کلونینگ محصول 

 انجام شد. برای این منظور ابتدا محصول  pTZ57R/T وکتور 

PCRکره( نیر،با استفاده از دستور العمل کیت )بیو AccuPrep® 

PCR Purification Kit  خالص سازی شد. سپس واکنش اتصال

مطابق  pTZ57R/Tخالص شده ژن و وکتور PCR میان محصول 

 Ins TAclone PCR با دستورالعمل کیت )فرمنتاز، لیتوانی( 

cloning kit 4درجه سانتی گراد برای  22انجام گرفت. در دمای 

لایگیشن یا ورود قطعه هدف داخل  ساعت انکوبه شد تا فرآیند

 اتصال به باکتری پلاسمید با موفقیت انجام گیرد. محصول واکنش

Ecoli JM107 نتقال داده شد. در نهایت باکتری های ترانسفورم ا

میکروگرم بر  100آگار حاوی آمپی سیلین ) LB شده در محیط

 -5 میکروگرم بر میلی لیتر( و 50نالیدیکسیک اسید ) میلی لیتر(،

 X-Gal( )40ایندولیل بتا دی گالاکتوپیرانوزید ) -3کلرو  -4برومو 

میکروگرم بر میلی لیتر(، ایزوپروپیل بتا دی تیو گالاکتو پیرانوزید 

(IPTG( )4/38  .منتقل شد )کلنی  6تا  4میکروگرم  بر میلی لیتر

با روش استخراج پلاسمید با  DNAسفید جهت حضور ورود 

 AccuPrep Plasmid Mini Extractionاستفاده از کیت 

Kit،انجام گرفت. به منظور حذف پرایمر دایمرها و  کره( )بیونیر

 Lowاز ژل  PCR، محصول  PCRخالص کردن محصول 

Melting Point .تخلیص گردید 

استخراج شده از سوش  DNAجهت تعیین حساسیت، ابتدا غلظت 

 با دستگاه آن را ODکه میزان هموفیلوس آنفلوانزا استاندارد 

 و مشخص است استفاده کرده و رقتشده نانودراپ اندازه گرفته 

 تشخیصی مطابق شرایط  PCRهای متوالی از آن تهیه شد. تست 

 

 

 

 



  

18، شماره  سومو  ستی، سال ب یریو گرمس یعفون یها یماریفصلنامه ب  

23________________________________________________________________________________________________  محمدحسن شاه حسینی و همکاران

 

 

ه ن کذکر شده بر روی آنها انجام شد. در نهایت کمترین غلظت از آ

ه باد باند واضح و مشخصی را در الکتروفورز روی ژل آگاروز نشان د

 عنوان حد تشخیص آزمون تعیین شد.

باکتری  DNAشده،  بهینه PCRهت تعیین اختصاصیت آزمون ج

استافیلوکوکوس اورئوس، های شایع دیگر در سینوزیت نظیر 
 ونلاموراکسلا کاتارالیس، پنوموکوک، سودوموناس آئروژینوزا، لژی

مون آز ورا استخراج کرده  پنوموفیلا، سالمونلا تیفی، اشریشیا کلای

PCR  نفیمشده را برای آنها به همراه نمونه کنترل مثبت و بهینه 

 DNAشده بر روی بهینه  PCRیابی قرار داده شد. آزمون مورد ارز

شده از بیماران  های سینوزیت گرفتهشده از نمونه استخراج 

، به همراه fessبیمارستان رسول اکرم)ص( در طول عمل جراحی 

شده از سوش  استخراج DNAنمونه کنترل مثبت، که الگوی آن 

 د.شام ه کنترل منفی انجبود و نمون هموفیلوس آنفلوانزا استاندارد

 

 یافته ها 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

شده از سوش استاندارد  استخراج DNAبا استفاده از  PCRآزمون 

نتایج . دیگرد نهی، بهATCC 49247 نفلوانزاآ لوسیهموف

 273 باند مورد انتظار P6ژن  PCRواکنش محصول الکتروفورز 

انجام برای  Mgcl2ترین غلظت آلایده .را نشان دادجفت باز 

و میلی مولار  dNTPs 5/0ت غلظ نهی، بهمیلی مولار  5/1  واکنش

 کرومولاریم 4/0در  reverseو  forwardغلظت پرایمرهای  نهیبه

مربوط به نمونه کنترل منفی هیچ  PCRدر واکنش  .دست آمدبه

را PCR باندی در ژل آگارز مشاهده نشد. این نتیجه صحت واکنش 

 یو آب دیسف یهایکلن ون،یاز ترانسفورماسساعت بعد 20 تایید نمود.

 insertگشت. اگر  انینما Amp یحاو LB-Agar تیپل یبر رو

است در  LacZبه طور صحیح در جایگاه کلونینگ که درون ژن 

روی پلیت بر های سفید رنگ وارد شده باشد، کلنی حیجهت صح

 وارد نشده حیصح دییدرون وکتور پلاسم insertشود. اگر ظاهر می

های آبی رنگ کلنی IPTGدر مجاورت  X-Galباشد، در اثر تجزیه 

ها  یانتخاب کلن کند.رشد می LB Agar   +Ampبر روی محیط

و پس از استخراج  صورت گرفت دیسف ی/آب یبه روش غربالگر

  PCRنتایجصورت گرفت.  PCR پلاسمید بر روی آنها واکنش 

 ایید کردرا ت pTZ57R/T-p6را در پلاسمید  P6حضور ژن 

 . (1شکل )

 

 

 

 

 

 

 مثبت لونک 3-1ستون  ،یجفت باز100 یشاخص مولکول Mستون ا: هموفیلوس آنفلوانز مثبت کلون سه آزمون PCR جینتا -1شکل 
 

 

 

سری های رقتی که از  PCRواکنش  جهت تعیین حساسیت

DNA  آخرین استخراج شده باکتری تهیه شده بود انجام شد و

 –6واضحی را بر روی ژل آگاروز ایجاد نمود رقت  رقتی از آن که باند

 CFU/ml1 یا حساسیت روش بود. بنابراین حد تشخیص 10

(Colony-forming unit/ml)  (. 2باکتری به دست آمد )شکل 
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محصول  2کنترل مثبت، ستون  1جفت بازی، ستون 100شاخص مولکولی  Mستون  :شده هموفیلوس آنفلوانزابهینه  PCR نتایج آزمون حساسیت -2شکل 

PCR با غلظت DNA  ،محصول  3ستون یک میلیون باکتریPCR با غلظت DNA  محصول  4صد هزار باکتری، ستونPCR  با غلظتDNA  ده هزار

 با غلظت PCRمحصول  7ستون  صد باکتری، DNA با غلظت PCRمحصول  6ستون  هزار باکتری، DNA با غلظت PCRمحصول  5باکتری، ستون 

DNA ،محصول  8ستون  ده باکتریPCR  با غلظت DNAکنترل منفی 9ن یک باکتری ، ستو 

 

 

 

 

 

ی بر رو PCRنتایج تعیین ویژگی واکنش، هیچ گونه تکثیری را در 

 ،سیاورئوس، موراکسلا کاتارال لوکوکوسیژنوم باکتری های استاف

 نلاسالمو لا،یپنوموف ونلایلژ نوزا،یپنوموکوک، سودوموناس آئروژ

 ژگینشان نداد. این آزمایش تایید کننده وی یکلا ایشیاشر ،یفیت

 (. 3)شکل  فوق بود PCRواکنش 

 

 

های DNAشده بر روی  بهینه PCRنتایج حاصل از آزمون 

 نمونه 72مورد از  19های سینوزیت در شده از نمونه استخراج 

 (.4شده از بیماران مثبت گردید )شکل  ینوزیت گرفته( س26%)

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

استافیلوکوکوس  PCRمحصول  1ستون  -جفت بازی، 100شاخص مولکولی  Mستون  :آنفلوانزاشده هموفیلوس بهینه  PCR نتایج آزمون ویژگی -3شکل 

سودوموناس آئروژینوزا،  PCRمحصول  4استرپتوکوکوس پنومونیه، ستون  PCRمحصول  3موراکسلا کاتارالیس، ستون  PCRمحصول  2اورئوس، ستون 

 9کنترل مثبت، ستون  8، ستون  اشریشیا کلای PCRمحصول  7ستون  المونلا تیفی،س PCRمحصول  6ستون  لژیونلا پنوموفیلا ، PCRمحصول  5ستون 

 کنترل منفی.
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های نمونه  8-2ی هموفیلوس، ستون  DNAکنترل مثبت با  1جفت بازی، ستون 100 شاخص مولکولی Mشده، ستون بهینه   PCRآزمون -4شکل 

 کنترل منفی 9، ستون هموفیلوس آنفلوانزاسینوزیت 

 

 

 

 بحث 

 

شامل جنس هموفیلوس، پاستورلا و  پاستورلاسه خانواده

کتینوباسیلوس است. جنس هموفیلوس شامل یک عدد از گونه ا

ک ا یهایی است که انواع مختلفی از عفونت ها را ایجاد می کند ام

د مورفولوژی مشترک و عوامل مورد نیاز مشتق از خون در طول رش

 که با توجه به جنس نام آن را به اشتراک بگذارید. هموفیلوس

 نی ازراوکوباکسیل گرم منفی، به فآنفولانزا، یک باکتری باسیل یا کو

ن آدستگاه تنفسی فوقانی سالم اشخاص ایزوله شده است. می توان 

وژن از جمعیت طبیعی بازیابی کرد. پات ٪80را از نازوفارنکس تا 

ز آن ه ااصلی، می تواند به انواع کپسول دار یا تیپی تقسیم شود ، ک

 پلی ساکارید ( بر اساس ساختار آنتی ژنیکfهفت نوع )از طریق 

د. وجود دار بندیتیپقابل کپسول و سویه های بدون کپسول یا غیر 

در  در واقع این پرخطرترین ارگانیسم Bهموفیلوس آنفولانزا نوع 

 2 از این گروه، معمولا باعث حمله قلبی و مننژیت در کودکان کمتر

 سال می شود. سویه های غیر تیپی علل شایع بیماری های تنفسی

 نزاان، کودکان و بزرگسالان است. هموفیلوس پاراآنفولادر نوزاد

ای هموجب پنومونی یا اندوکاردیت باکتریایی می شود. دیگر گونه 

 . (13-16)هموفیلوس باعث بیماری کمتر می شوند

کنترل مثبت یکی از مهم ترین اجزای تست های تشخیصی، نمونه 

ر تست ژنومیک پیش از این به عنوان کنترل مثبت د DNAاست. 

های تشخیصی جهت تشخیص باکتری ها استفاده می شد. اما از 

سیت ژنومیک که به دلیل اندازه ی بالایی که دارد، حسا DNAآنجا 

 زیادی به تغییرات دمای محیط دارد و ممکن است تخریب گردد و

ن گردد. در ای PCRدر نتیجه منجر به مشاهده نتایج منفی کاذب 

ر و جهت پایداری بیشتر ژن مورد نظمطالعه برای رفع این مشکل 

ز تکثیر شد، پس ا P6 که برای تشخیص به کار می رود، ابتدا ژن

از آن به pTZ57R/T این ژن در پلاسمید PCR کلون محصول 

 استفاده شد. PCRعنوان کنترل مثبت استاندارد در تست 

در طول دو دهه گذشته در PCR روش های غیر کشتی مانند 

ه تشخیص زودرس و دقیق بیماری باکتریایی دسترس بوده است ک

یک  PCRرا فراهم می کند. به علت نتایج سریع، حساس و خاص، 

است.  ییابزار مهم برای بهبود تشخیص چنین میکروارگانیسم ها

نسبت به روش های آزمایشگاهی مرسوم امکان  PCRمزیت اضافی 

 ژنومی از نمونه های بالینی بدون نیاز به کشتDNA ص تشخی

 Realکمی به نام  PCRقبلی است. اخیرا استفاده از یک روش 

Time-PCR تشخیص عوامل عفونی بر اساس روش های مولکولی ،

را بهبود داده است. هزینه های بالاتر مواد و تجهیزات می تواند یک 

نقص احتمالی در اجرای این روش در آزمایشگاه های عمومی 

ابتدایی،  PCRاز یک روش  کشورهای در حال توسعه باشد. استفاده

هنوز هم مناسب تر برای اهداف تشخیصی در آزمایشگاه های کم 

  .(17)بودجه است

  Ketel( و همکاران پروتئین غشاء خارجیP6را توصیف کرد )ند 

ود که به طور انحصاری در همه سویه های هموفیلوس آنفلوانزا وج

سازی بین دارد و مرتبط با وجود کپسول نیست، مناسب برای جدا

ساده  PCRو غیر کپسول دار از طریق یک دار سویه های کپسول 

 Hiسویه های  P6و تکثیر ژن  bexAاست. شکست در تکثیر ژن 

ای غیر کپسول دار را نشان می دهد. استفاده تنها از پرایمر بر

کافی خواهد  Hiبرای تشخیص سویه های  P6تشخیص ژن 

 . (18د)بو

 10ران حد تشخیص ژنوم حداقل و همکا Kassaaدر مطالعه ی 

جهت تشخیص  S rRNA16و 6P نسخه ژنی و از پرایمرهای

فاده بیماران است نمونه های هموفیلوس آنفلوانزا جمع آوری شده از

 و همکاران حد تشخیص ژنوم Filippis. در مطالعه ی (19د)کردن

جهت تشخیص  bexAو  P6 نسخه ژنی و از پرایمرهای 10حداقل 

ز ه الوانزا در مایع مغزی نخاعی و خون جمع آوری شدهموفیلوس آنف

. در مطالعه ی (20)بیماران مشکوک به مننژیت استفاده کردند

Billal  و همکاران حد تشخیص ژنومDNA  نانوگرم  10-3× 2را 
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 )ژن کد کننده پروتئین غشای خارجی(،  P6 ژنوم و از پرایمرهای

cpsb ژن کد کننده کپسول پلی ساکاریدی تیپ(b ،)bexA  ژن(

تاماز( جهت )ژن بتالاکTEM-1 کد کننده کپسول پلی ساکاریدی(

تشخیص هموفیلوس آنفلوانزا در ترشحات نازوفارژینال جمع آوری 

شده از کودکان با اوتیت حاد استفاده کردند. بر اساس مطالعه ی 

Torigoe  و همکاران جهت سنجیدن حساسیت روشPCR  از

 310برابری تهیه و حد تشخیص را  10روش سریال دایلوشن با رقت 

جهت  P6 ژن عیین و از پرایمرهایکپی از ژنوم در هر لوله ت

. در مطالعه ی (21د)تشخیص هموفیلوس آنفلوانزا استفاده کردن

Ueyama  و همکاران از پرایمرهای ژنP6  جهت تشخیص

بیمار دارای  102هموفیلوس آنفلوانزا در ترشحات نازوفارژینال در 

. بر اساس (22د)مونه کنترل سالم استفاده کردنن 111اوتیت مدیا و 

ژن کد کننده  P4 ژن و همکاران از پرایمرهای Yadavالعه ی مط

پروتئین غشای خارجی جهت تشخیص هموفیلوس آنفلوانزا استفاده 

 P6و همکاران از پرایمرهای ژن  jalali. در مطالعه ی (23)کردند

جهت تشخیص هموفیلوس آنفلوانزا در ترشحات نازوفارژینال جمع 

. در مطالعه ی سعادتی و (24د)آوری شده از کودکان استفاده کردن

همکاران پس از کشت باکتری و اندازه گیری جذب نوری محیط 

رقت تهیه کرده و برای  10-10تا  کشت، ابتدا از محیط مورد نظر

 محاسبه تعداد باکتری در هر رقت فرایند شمارش باکتری

(Colony count استفاده شد و حساسیت )CFU/ml 15000 

جهت تشخیص هموفیلوس آنفلوانزا   lic1ژن یتعیین و از پرایمرها

و همکاران از  Khodashahri. در مطالعه ی (25د)استفاده کردن

جهت تشخیص گونه هموفیلوس آنفلوانزا و Omp6 ژن  پرایمرهای

جهت تشخیص هموفیلوس آنفلوانزا کپسول دار و  bexAژن 

 .(26د)هموفیلوس آنفلوانزا غیر قابل تیپبندی استفاده کردن

 real-time PCRیک  و همکاران abdeldaim مطالعهدر 

به عنوان  P6با استفاده از پروتئین غشای خارجی  هو ویژ حساس

هموفیلوس آنفلوانزا را توسعه داد. روش  یک ژن هدف برای تشخیص

P6  در هر لوله واکنش بود ،  30>قادر به تشخیص نسخه های ژنوم

شناخته شده  هدف با غلظت DNAهنگامی که رقت های سریال 

به طور مکرر برای تشخیص ظرفیت تشخیص روش مورد آزمایش 

دیگر  PCRعلاوه بر سه روش  P6 PCRقرار گرفتند. ویژگی 

(rnpB ،16SrRNA  وbexA در )DNA  سویه باکتری  29از

ایزوله  7گونه و شامل  11مورد آزمایش قرار گرفت نشان دهنده 

تمام سویه ها  P6مایش بالینی هموفیلوس پاراآنفلوانزا است. آز

کپسول دار و غیر کپسول دار هموفیلوس آنفلوانزا را تشخیص داد و 

 16S rRNAو  rnpBهای  PCRویژگی بیشتری نسبت به 

دارای ویژگی )به جز هموفیلوس  bexA PCRداشت. 

چهار نوع کپسول دار )سویه  ستپاراهمولیتیکوس( بود، اما نتوان

آنها پنج سویه غیر کپسول دار را  ( و هیچکدام ازbو   a, e, fهای

شناسایی کند. تمام ژن های هدف دارای محدودیت برای استفاده 

هموفیلوس  PCRتشخیصی بودند. مشکل مشخصی برای ویژگی 

عمدتا توسط تبادل ژنتیکی مکرر با ترانسفرماسیون و  آنفلوانزا

 . (27د)نوترکیبی در ژن هموفیلوس توضیح داده می شو

های قبلی بر اساس روش های کشت معمول،  بر اساس گزارش

میزان مثبت هموفیلوس آنفلوانزا در نازوفارنژیال کودکان سالم بین 

 ت ، میزان مثب Ueyamaمتغیر است. در مطالعه  ٪20تا  9

DNAژنP6   بود که به  ٪46در ترشحات نازوفارنکس افراد سالم

نزا تشخیص طور قابل توجهی بالاتر از میزان مثبت هموفیلوس آنفلوا

داده شده با روش کشت معمول بود. گزارش های قبلی نیز نشان می 

دهد که میزان حامل هموفیلوس آنفلوانزا در نازوفارنژیال کودکان 

مبتلا به اوتیت یا بیماران با اوتیت مدیا بالاتر از افراد سالم بودند. 

بیماران مبتلا به  ٪86را از نازوفارنکس در  P6ژن  DNAوی 

حساس تر  PCRمدیا یافت. این یافته ها نشان می دهد که اوتیت 

 (.22)تهموفیلوس آنفلوانزا اس از روش کشت معمولی در تشخیص

 را برای PCR multiplex و همکاران ابتدا Billalدر مطالعه ی 

 شناسایی هموفیلوس آنفولانزا و تعیین خصوصیات کپسول پاتوژن

نزا ولابرد. هموفیلوس آنف جدا شده در ترشحات نازوفارنژیال به کار

 به ٪4/82در میان ترشحات شناسایی شد. تقریبا  ٪72-68در بین 

ایزوله های  PCR multiplexتوسط  ٪2/72وسیله کشت و 

 Ueyamaهموفیلوس آنفولانزا سویه های غیر قابل تیپبندی بودند. 

سویه ها در ناحیه  ٪90و همکاران گزارش دادند که بیش از  

 ٪8/27کشت و  ٪6/17ر قابل تیپبندی بودند. حدود نازوفارنکس غی

PCR  از هموفیلوس آنفولانزا سویه هایHib ماری بود. نظارت بر بی

 1991-1980های عفونی دستگاه تنفسی کودکان در طول سال

 (. 20بودند) bاز ایزوله ها سویه های نوع  ٪6/2نشان داد که تنها 

آنفولانزا در نمونه  هموفیلوس شیوع و همکارانJalali در تحقیق 

بود، که با نتایج  ٪28سال  6 کودکان کمتر از های نازوفارنکس میان

که میزان حاملین را از  مطالعات مشابه در کشورهای بدون واکسن

در مطالعه ای توسط  (.24)تگزارش کردند موافق اس ٪72تا  12٪

Ghazvini  و همکاران گزارش دادند که شیوع حاملین آنفلوآنزا

 و همکاران ،این Shoma(. در مطالعه ای توسط 28)ت اس 23/8٪

(. در مطالعه ای توسط خوشدل و 29)د بو ٪7/10شیوع آن 

حاملین هموفیلوس آنفولانزا در نمونه های حلقی  ٪1/11همکاران 

آنفولانزا در  ( از حاملین هموفیلوس٪26(. میزان بالاتر )30بودند )

بودن آزمایش برای  سال های اخیر ممکن است به دلیل دقیق

 مراکز مورد مطالعه باشد. شناسایی این باکتری و یا عدم بهداشت در

شیوع حاملین در  ،2010بر اساس یک مطالعه در تایلند در سال 

(. شیوع حاملین در کودکان 31)د بو ٪4/44سال  6 کودکان کمتر از

در  (. مطالعات دیگر31)دبو ٪9/40سال در فرانسه  6ز کمتر ا

در  ٪22/8و  ٪7/6ترکیه میزان حاملین را به ترتیب  و لهستان

مطالعات قبل  (. همه اینها32، 33)دسال اثبات کردن 6کودکان زیر 

شیوع آنفلوآنزا در ایران با  از برنامه واکسیناسیون انجام شد. این

برنامه  Hibتایلند، فرانسه، لهستان و ترکیه که واکسیناسیون علیه 

  این .قابل مقایسه است نیست ن کشورهاایمن سازی روتین در ای
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با  یآنفلوانزا روش لوسیهموف P6ژن  PCR که داد نشان مطالعه

  هبرای استفاده ب ییبالا تیاست و ظرف ییبالا یژگیو و تیحساس

 

 

 

باکتری به  نیاز ا یناش یتتسینوزی عیسر صیعنوان ابزاری در تشخ

 .را دارد ماریب توسط کیوتیب یدر موارد مصرف آنت ژهیو
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