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سویه های بوردتلا پرتوسیس  در ( mif) و فیمبریه( nrpپلی مورفیسم ژن های پرتاکتین )

 جدا شده از بیماران ایرانی مشکوک به سیاه سرفه
 

 *3،فرشته شاهچراغی 1،معصومه نخست لطفی 2وجیه سادات نیک بین، 2مریم حسین پور، 1نازنین جان نثاراحمدی

 بخش میکروب شناسی انستیتو پاستور ایران-کارشناس ارشد بیوتکنولوژی میکروبی  -1

                  بخش میکروب شناسی انستیتو پاستور ایران -د میکروبیولوژیکارشناس ارش -2

 شناسی انستیتوپاستور تهران رییس بخش میکروب–استاد  -3

 

 72100470030ر ، تلفن و نماب shahcheraghifereshteh@yahoo.comبرای مکاتبه:مکاتبه:  یبرا ی*نشان

 دریافت مقاله: بهمن نود و سه                                                   پذیرش برای چاپ: خرداد نود و چهار 

 چکیده 
منحصراً در انسان باکتری گرم منفی و ،:سیاه سرفه یک عفونت حاد وکاملا مسری است که عامل آن بوردتلاپرتوسیسسابقه و هدف

افزایش ،به رغم پوشش بالای واکسیناسیون در کشورهای توسعه یافته و درحال توسعه علیه بیماری سیاه سرفه ی می نماید.ایجاد بیمار
مشاهده شده است. یکی ازفاکتورهای احتمالی دخیل در شیوع مجدد سیاه ،بروز این بیماری در بسیاری از این کشورها ازجمله ایران

ی ویرولانس باکتری می باشد. پرتاکتین و فیمبریه ازجمله فاکتورهای ویرولانس مهم باکتری می پلی مورفیسم ژن های فاکتورها،سرفه
در سویه های در گردش جامعه و مقایسه آن با سویه  3mifو ژن  prn ژن 1تعیین پلی مورفیسم ناحیه  ،باشند. هدف ازاین مطالعه

 واکسن می باشد.

که مورد تائید آزمایشگاه مرجع سیاه ،وسیس جداشده ازبیماران سیاه سرفه ازسراسر ایرانسویه بوردتلا پرت 30،:در این مطالعهروش کار
آنها برای  PCR تکثیر شد ومحصولات  PCRتوسط  3mifو ژن  prn ژن 1بررسی شد. ناحیه  ،سرفه انستیتو پاستور ایران بودند

 ( نیز بررسی شد. 134. .هم چنین سویه استاندارد واکسن ) تعیین توالی شد،تشخیص آلل ژن ها

بودند. درحالی که آلل های     fim 3-2و prn 2دارای آلل  ،سویه 1تمامی سویه های بوردتلاپرتوسیس مورد بررسی جز یافته ها: 
 بود.  1mif-3و  1nrpسویه  واکسن 

نتیجه ای ،ورت گرفته استدر بررسی هایی که دربسیاری ازکشورهای اروپایی وآمریکایی باپوشش واکسیناسیون بالاص نتیجه گیری :
را نشان داده اند.با توجه به اهمیت پلی   fim 3-2و prn 2آلل های غالب،مشابه نتیجه  این تحقیق بدست آمده است و همگی آنها

 استفاده از سویه های بومی دارای آلل های غالب،مورفیسم ژن های کدکننده فاکتورهای ویرولانس وایمونوژن باکتری بوردتلا پرتوسیس
این فاکتورها درتهیه واکسن موثر علیه پرتوسیس بسیار حائز اهمیت بوده و بنابراین تحقیقات گسترده تری دررابطه باسایر فاکتورهای 

 ویرولانس در سویه های در گردش جامعه لازم می باشد.

 پلی مورفیسم  ،فیمبریه ،پرتاکتین ،واژ گان کلیدی: بوردتلاپرتوسیس
 

 مقدمه

لا پرتوسیس عامل ایجاد کننده سیاه سرفه ,کوکوباسیل گرم باکتری بوردت

به دنبال جداسازی هوازی مطلق و پاتوژن انحصاری انسان می باشد. ،منفی

کار بر  ژول بوردت و اکتاو ژنگو، توسط،1470در سال بوردتلا پرتوسیس 

و پرل  الدرینگ  1442و در سال  (1) روی توسعه واکسن شروع شد

اولین واکسن سلولی سیاه مریکایی موفق شدند تا دو محقق آ کندریک،

سرفه را که با توکسوئیدهای دیفتری و کزاز ترکیب شده بود و موسوم بود 

 (. 2)، تولید کنند (DTP)به واکسن سه گانه 

یس به طور معناداری سایمونیزاسیون با واکسن های تمام سلولی پرتو 

با این حال ، نگرانی به  شیوع پرتوزیس را در کشور های زیادی کاهش داد.

چنین نیاز به ایمونیزاسیون تقویت  خاطر اثرات جانبی این واکسن و هم

منجر به توسعه واکسن های پرتوزیس بدون   ،بزرگ سالانکننده در 

 %04گزارش کرد که  WHO 2770در سال . شد 1497سلولی در دهه 

 –دوز واکسن دیفتری  3با  میلیون بچه(،172جمعیت جهانی هدف)

تتانوس و  –یا دیفتری  (DTaP)تتانوس و پرتوزیس بدون سلولی 

 (. 3)نده اواکسینه شد( DTwP)پرتوزیس تمام سلولی 

با استفاده از  1407در ایران، از دهه ی سیاه سرفه  واکسیناسیون علیه 

( که توسط DTwp – Raziشده توسط موسسه رازی ) تهیهواکسن 

مندی و تاثیر  شده، انجام شده و تواند کمیته واکسیناسیون ملی ایران تائی

با شروع واکسیناسیون  .آن توسط مطالعات قبلی بررسی و تائید شده است

 سیر ابتلا به بیماری سیاه سرفه کاهش یافت و به سطح پایداری رسید. اما 
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طی چندسال اخیر بروز مجددی در بیماری سیاه سرفه مشاهده شد وابتلا 

یس سمیزان بروز پرتو WHOگزارش (. طبق 4)به پرتوسیس افزایش یافت

مورد و در سال  120،  2770مورد و در سال  49،  2774در ایران در سال 

 (. 0،0بوده است)  007، 2711

کاهش ایمنی بدن پس از واکسیناسیون با از جمله :  دلایل متعددی 

جهش  گذشت زمان، نقص در انجام کامل واکسیناسیون، وجود سوش های

افزایش سطح آگاهی  واکسن، پایین بر اثر جهش های ژنی و یا کارایی یافته

شیوع برای این روند افزایش رابطه با بیماری وگزارش دهی کشور در 

می تواند وجود  سال، 17ماه و بیش از  0بخصوص در جمعیت های زیر 

 (.0)داشته باشد

،  mhf ،ntpتغییرات ژنتیکی در ژن های فاکتورهای ویرولانس از جمله
nrp ،fim  است. پلی باعث پیدایش آللهای متعددی از این ژن ها شده 

مورفیسم مشاهده شده در این ژن ها در بسیاری از کشورها از جمله آمریکا 

،استرالیا ،کانادا وهلند نیز بررسی شده است. به نظر می رسد این پلی 

مورفیسم ارتباط مستقیمی با بازپدیدی بیماری سیاه سرفه در جهان 

 (.9-11دارد)

ه پرتاکتین و بوردتلا پرتوسیس دارای چندین فاکتور ویرولانس، از جمل

فیمبریه است، که نقش مهمی در بیماری زایی باکتری دارند. پرتاکتین 

 04پروتئینی بسیار ایمونوژن است که در ابتدا تحت عنوان پروتئین 

( شناخته شده بود. پس از بررسی و مطالعه ساختار  kD 04کیلودالتونی)

 (. 4شد) ، شناسایی2و ناحیه  1ناحیه ناحیه پلی مورفیک ژن،   2 ،ژن 

( و نزدیک GGXXPآمینواسید ) 0شامل تکرار های محتوی  1ناحیه 

می  PQPشامل تکرار های  2ناحیه  (.12)قرار دارد RGDموتیف 

و تعیین توالی آن مشخص شد که  1با تکثیر ناحیه  (. در نهایت13)باشد

 (. 14)می باشد  1در ناحیه  آلل مختلف 13پرتاکتین شامل 

از فاکتورهای مهم ویرولانس ( FIM3 – FIM2)  3و  2فیمبریه های 

از زیر واحد هایی با اندازه مولکولی باکتری بوردتلا پرتوسیس می باشند که 

به منزله ایمونوژن ( و4)کیلودالتون ساخته شده اند 22و  0/22به ترتیب 

های مهم بوردتلا پرتوزیس تلقی می شوند که سبب ایجاد پاسخ ایمنی 

 (. در فیمبریه نیز طی 10می شوند) های مشخصبه سروتیپ  اختصاصی

 

 

 

 

،  fim3-1 آلل 4شامل   fim 3تحقیقات و بررسی ها مشخص شد که ژن 

fim3-2 ،3 fim3-،fim3-4  (9می باشد .) 

یس در دسترس قرار گرفت و سپرتو که سکانس های ژن بوردتلا از زمانی

فاکتور های مکان های پلی مورفیک شناسایی شد ، مطالعه پلی مورفیسم 

برای از این رو در مطالعه حاضر،  .ویرولانس باکتری مورد توجه قرار گرفت

 DNA Sequencingو  PCRدر ایران با استفاده از دو تکنیک ر اولین با

سویه های کلینیکی سیاه سرفه جمع آوری شده از کل کشور را، برای 

. هدف از ممورد بررسی قرار دادی fim3و  prn ژن ارزیابی پلی مورفیسم

تعیین تغییرات آللیک این دو ژن در سویه های درگردش  ،این مطالعه

و مقایسه  الل غالب جامعه با سویه  طی چندین سال اخیرجامعه جدا شده 

 واکسن بود.

 

 روش کار

 که بیماران مشکوک به سیاه سرفه  نازوفارنکس و نازالنمونه ی  3270از 

به آزمایشگاه مرجع  1399-41 طی سال هایاز استان های مختلف کشور 

کشوری سیاه سرفه بخش میکروب شناسی انستیتو پاستور ایران ارسال 

 ی انتخابیهاسویه کلیه  نمونه کشت مثبت انتخاب شد. 30تعداد ،ندشد

خون  % 17بر روی محیط رگان لو دارای  بعد از شناسایی با روش کشت

اوی بدون سفالکسین و ح  دفیبرینه شده اسب ویا گوسفند

و انجام ml)/g𝜇 40( ) (Sigma Chemical co, USAسفالکسین

وتست اسلاید   API20Eکیت  با استفاده از تست های بیوشیمیایی

 ، Difco,BBL) (آگلوتیناسیون بوسیله آنتی سرم بوردتلا پرتوسیس 
 شد.   تائید نهایی

 Bordetella pertussis ATCC  در تمامی مراحل آزمایش از سویه   

. سویه مورد استفاده در به عنوان کنترل مثبت استفاده گردید  9797

 نیز بررسی شد.  (134)واکسن تمام سلولی سیاه سرفه در ایران 

طبق دستورالعمل  ،سویه های مورد مطالعه با استفاده از کیتDNA ابتدا 

 Roche  ) Roche Applied Science,Dit  pure PCRکیت 

template preparationhigh ستخراج شد. برای بررسی پلی (ا

ابتدا با استفاده از جفت پرایمرهایی که  ،  fim3و  prnمورفیسم ژن های 

 (. 9،4)گردیدانجام  PCR، ذکر شده است 1در جدول 
 

 

 fim 3و   prnپرایمر های اختصاصی  -1جدول 

Reverse primer  Forward primer eGpG 

CCCTGTCGATCACCTTGC CAATGTCACGGTCCAA prn 

ATCTTGTCCTTCAGCACGCTCAGC CCCCCGGACCTGATATTCTGATG 
 

fim 3 

 

  PCR master cycler ependorffه دستگا از PCRبرای واکنش 

میکرولیتر انجام گرفت. هر واکنش  20استفاده شد. برای حجم نهایی 

 taq polymerase 2x master mixمیکرولیتر  0/12شامل 

red(Ampliqon aps,Denmark )،0/0  میکرولیتر آب مقطر تزریقی

(DWk ،)2  میکرولیتر از نمونه های ژنومی 2میکرولیتر از هر پرایمر و 
انجام  2برای هر ژن طبق برنامه های جدول  PCR استخراج شده ، بود. 

 ،شد. برای اطمینان از تکثیر قطعه مورد نظر و مشاهده باند اختصاصی ژن 
وفورز سپس با اتیدیوم برماید الکتر %1بر روی ژل آگارز  PCRمحصول 

به همراه  PCRمحصولات  ،رنگ آمیزی شد. جهت تعیین توالی ژن 

کره    Macrogen Research seoulپرایمرهای اختصاصی به شرکت

  ارسال گردید. پس از دریافت نتایج ، سکانس ها توسط نرم افزارهای

chromas و Mega 4   .بررسی شد 
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 fim 3و   prnبرای ژن های  PCRشرایط  -2جدول 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 یافته ها 

نمونه ارسال شده به انستیتوپاستور ایران طی سال های  3270از 

سویه  9ایزوله بررسی شد که از این تعداد   30،   41-1399

 41سویه مربوط به سال  20و  99-47جداشده مربوط به سال های 

 2مورد مربوط به افراد  19ماه ،  2مورد مربوط به افراد زیر  13بود. 

نمونه  30سال بود. از  0مورد مربوط به افراد بالای  4سال و  0ماه تا 

( را  DTPنفر واکسیناسون با واکسن سه گانه ) 14،مورد بررسی 

نفر وضعیت  0نفر واکسینه نشده بودند و  11انجام داده بودند. 

 واکسیناسیون آنها مشخص نبود.

 ژن های 1و جفت پرایمر ،برای ناحیه نمونه ها با د RCPنتیجه   
prn  وfim 3 جفت باز نشان داد)شکل  977و  077 به ترتیب اندازه

 (. 2و  1

 

 

 

 

 

 

 

 

 

  دما زمان

 PCR nrpمراحل 

             fim3          

nrp 

                 fim3 

           

3 min co95 Initial denaturation 

30 s co95 Denaturation 

30 s co57 

             c°62  

Annealing 

1 min co72 Extension 

10 min co72 Final extention 

 Cycle  35 تعداد سیکل 
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کنترل  مثبت  2ردیف  ;نمونه کنترل منفی   1ردیف  ;M ،100 bp Ladder (Fermentas)ردیف ) prn ژن RCPنتایج – 1شکل 

 سویه های بیماران(نتایج   6تا  1ردیف   (وCCCC 9797بوردتلاپرتوسیس ) 

 

 
 

 

 

نمونه کنترل   8ردیف   ;سویه های بیماراننتایج   7تا  1ردیف ; M ، 100 bp Ladder (Fermentas)ردیف )  fim3ژن   RCPنتایج   -2شکل 

 ( (CCCC 9797کنترل  مثبت بوردتلاپرتوسیس )  9منفی و ردیف 
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 chroffc   ,4نتایج تعیین توالی نمونه ها با استفاده از نرم افزار های 

aggf  نشان داده شده است. پس از برررسی نهایی مشخص  3در شکل

ایزوله  1و فقط    fim 3-2و prn 2ایزوله مورد آزمایش  آلل  34شد که 

را نشان می دهند. آلل های سویه استاندارد    fim 3-1و  prn1آلل 

 بود.  Fim3-1و  Prn1شامل   134واکسن 

  
 

 

 
 

 

 sarofhcتوالی تمونه ها با نرم افزار  – 3شکل 

 

 

 

 

 

 بحث

سیاه سرفه به عنوان یک بیماری عفونی حاد در انسان شناخته شده است . 

 حدودبر اساس آمار برآورده شده توسط سازمان بهداشت جهانی ، سالانه 

با استفاده گسترده از واکسن (. 3،10)میلیون مورد بیماری رخ می دهد 07

گیری کاهش یافته است. با این  سیاه سرفه، بروز این بیماری به طور چشم

سالان در  بروز سیاه سرفه در نوزدان، نوجوانان و بزرگ ، در دهه اخیرحال، 

بسیاری از کشور هایی که در آنها واکسیناسیون سیاه سرفه انجام شده 

(. امروزه پوشش 10،10) است، به طور گسترده افزایش یافته اس

واکسیناسیون در کشور ایران برطبق آمار مرکز مدیریت بیماری های واگیر 

رغم  درصد می باشد ولی در ایران نیز به 44وزارت بهداشت و درمان کشور 

آمار میزان بیماری در سال های اخیر افزایش ، پوشش بالای واکسیناسیون 

مراکز کنترل بیماری در ایران گزارش دادند که بروز (. 19یافته است)

جمعیت  177777مورد در هر  14/7، 2770یس در ایران در سال سپرتو

هر مورد در  0/7به  2779که بروز این بیماری در سال  بوده است در حالی

 .(0،10)جمعیت افزایش یافته است 177777

و در در صدهزارنفر  4/03میزان شیوع بیماری  1497در آمریکا در دهه  

 2/49بالاترین میزان شیوع  2777و دهه  در صدهزارنفر 0/99،  1447دهه 

 0-11ماه داشته که در مقایسه با نوزادان  0را در نوزادان زیر  در صدهزارنفر

 (.19،14)گیر تر است بوده است چشم در صدهزارنفر 3/12ماهه که 

کزاز و سیاه سرفه در ایران ، با استفاده از  –ایمونیزاسیون بر علیه دیفتری 

انجام می شود ،  سیاه سرفه وتوکسویید دیفتری وکزاز واکسن تمام سلولی

رغم نقش این واکسن در کاهش مرگ و میر این بیماری ها ، عوارض به اما 

، به خصوص در بزرگ سالان  سیستماتیک جدی به این واکسنموضعی و 

که  این رو محقق فرانسوی پیش بینی کرداز (. 4)نسبت داده شده است

همانند استفاده از واکسن غیر سلولی دیفتری، استفاده از واکسن غیر 

یس در همه گروه های سنی منجر به کاهش گردش بوردتلا سسلولی پرتو

 (. 27) شو میس سیترل بیشتر پرتویس و بنابراین کنسپرتو

پلی مورفیسم  ، با توجه به علل ذکر شده در رابطه با بازپدیدی سیاه سرفه

ژن های ویرولانس یکی از این علل به شمار می رود. در ایران نیز با توجه 

قدیمی جهت تهیه واکسن )از  B.pertussisبه استفاده از سویه های 

آللیک سویه های بالینی جداشده از  بررسی تفاوت ،سال پیش( 07حدود 

هم چنان که در کشورهای دیگر  ،بیماران و تفاوت آن با سویه واکسن

ضروری به نظر می رسد. در این پژوهش پلی  ،جهان انجام شده است

در سویه های fim 3  و prnژن   1مورفیسم ژن های ویرولانس ناحیه 

 بررسی شد.  ،جدا شده 

ژاپن ،فرانسهاز قبیل  هلند، (17،11)های مختلفمطالعات زیادی در کشور  

با توجه به نتایج آنها و اینکه  در این زمینه انجام شده است و و آمریکا

از جمله فاکتور های ویرولانس مهم و پلی  ( و فیمبریهP.69پرتاکتین )

د، مطالعه تغییر آنتی ژنی آنها ، حائز نیس می باشسمورفیک بوردتلاپرتو

 نتایج بدست آمده از این کشورها هم چون نتیجه بدست  اهمیت می باشد .
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 mifو  nrpمشخص کرد که شیفت آللیک در ژن های  ،ن آمده در ایرا

-2به 3mif -1و nrp 2به nrp 1اتفاق افتاده است و آلل غالب کشورها از 

3 mif ( 11،14،21،22تغییر یافته است .) 

 می توان حدس زد که تغییرات نوکلئوتیدی مشاهده شده بر سطح این

ن و فرار از سیستم پروتئین ها، نشانه توانایی باکتری برای سازگار شد

متاسفانه (. 14)سیاه سرفه شود شیوع ایمنی باشد و در نتیجه باعث افزایش

در دسترس بالینی از دوران قبل از واکسیناسیون در ایران ،هیچ سویه 

درمورد وقوع پلی مورفیسم در ایران دقیقا نمی توان نظر درنتیجه نیست،

طه باسازگاری وفرار از سیستم اما باتوجه به مطالعات انجام شده در رابدارد 

ایمنی باکتری می توان گفت که سویه های درگردش جامعه،احتمالا با 

سویه هایی که در دوران شروع واکسیناسیون درجامعه بوده اند،از لحاظ 

 آنتی ژنی متفاوت هستند.

حاوی آلل  ن در ایران استفاده می شود کهسبرای تولید واک  134سویه 

مقایسه این آلل ها با آلل های غالب  بامی باشد . fim 3-1و  prn1های 

تفاوت آللی سویه واکسن جامعه، می توان پیش بینی کرد که ممکن است 

باعث کاهش اثر واکسن و شیوع مجدد سیاه با سویه در گردش جامعه 

 .سرفه ، شده باشد

 19،  0،  4،  2با وجود برنامه واکسیناسیون سیاه سرفه در ایران در سنین  
سالگی،و اطلاعات حاصل که نشان میدهد بیشترین تعداد  0ماهگی و 

میتوان سال می باشند  0ماه تا  2بیماران مبتلا ، مربوط به گروه سنی 

نتیجه گرفت که دلیل این مورد کامل نشدن دوره واکسیناسیون و ایمنی 

 (. 23) زایی افراد می باشد

ل احتمال ابتلا به سیاه ماه بدلیل عدم واکسیناسیون کام 19کودکان زیر 

با در نظر گرفتن دز بوستر واکسن   .سرفه را دارند و کاملا طبیعی میباشد

سالگی و تکمیل ایمنی بدن انتظار میرود بدن توانایی مقابله با  0در سن 

باشد، البته با  را میداسال پس از واکسیناسیون  17حداکثر باکتری را تا 

 سال  ز طرفی در افراد بزرگا ند.فرض اینکه واکسن به درستی عمل ک

 

و بروز بیماری در می شود  سال، به مرور زمان ایمنی بدن کمتر 10بالای 

  (. 24،20است) این سنین، در اثر کاهش ایمنی بدن

علایم سیاه سرفه در بزرگ سالان بسیار خفیف است وبه همین علت این 

گرفته می بیماری چه از سوی خود بیمار وچه از سوی پزشک نادیده 

شود،به طوریکه بیماری سیاه سرفه ممکن است با علایم سرماخوردگی یا 

بیماری های ویروسی دیگر اشتباه گرفته شود،درنتیجه نه تنها از بیمار 

نمونه ای گرفته نمی شود،گزارشی نیز از سوی پزشک ارایه نمیگردد، لذا 

به نوزادان  این بزرگ سالان می توانند ناقل بیماری بوده وباعث انتقال

سال  10-0در افراد بین سیاه سرفه در نتیجه در صورت بروز (. 20شوند)

)همانطور که لا عواملی دیگرکامل می باشد،احتما آن ها که واکسیناسیون

که یکی از آن ها، تغییر آنتی ژنی سویه ها می  ;دخالت دارد قبلا ذکر شد(

 . (0)پرداخته ایم باشد که در این تحقیق به بررسی آن

 

 نتیجه گیری

با توجه به اطلاعات بدست آمده ازایران و سایر کشورهای اروپایی و 

آمریکایی، می توان گفت که بازپدیدی سیاه سرفه یک پدیده جهانی 

.در نتیجه پیشنهاد می شود که سایر ژن های ویرولانس مهم باکتری است

(ntp-  2mif- fct- ntpn نیز از لحاظ تنوع آللیک مورد بررس ) ی قرار

 –گیرند و از سویه بومی در گردش جامعه جهت تهیه واکسن )سلولی 

 غیرسلولی ( استفاده شود.

 

 تقدیر و تشکر

بدینوسیله از همکاران بخش میکروبشناسی انستیتو پاستور تهران و 

ومرکز مدیریت بیماری های   همکاران انستیتو سرم وواکسن سازی رازی

همکاری در انجام این مطالعه تشکر قابل پیشگیری با واکسن به خاطر 

 وقدردانی می نمایم.
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