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Analysis of Housekeeping Genes in Bordetella pertussis 
Vaccine Strains by Multilocus Sequence Typing (MLST)

[1] Challenges for licensure of new diphtheria, tetanus toxoid, acellular pertussis (DTaP) 
combination vaccines ... [2] Bordetella pertussis strains with increased toxin production 
associated with pertussis ... [3] The virulence factors of Bordetella pertussis ... [4] Large-scale 
comparative analysis of pertussis population dynamics: Periodicity, synchrony, and impact ... [5] 
Pertussis in the Netherlands: An outbreak despite high levels of immunization with ... [6] 
Adaptation of Bordetella pertussis to vaccination ... [7] Pertussis vaccines: ... [8] The 
seroepidemiology of Bordetella pertussis infection in ... [9] Genotypic variation in the Bordetella 
pertussis virulence factors pertactin and pertussis toxin in historical and recent clinical isolates 
in the ... [10] Multilocus sequence typing of Bordetella pertussis based on surface ... [11] 
Multilocus sequence typing of ... [12] Pearl kendrick, grace eldering, and the ... [13] Sequence 
variation and conservation in virulence-related genes of Bordetella pertussis isolates ... [14] Two 
methods for extraction of high-purity genomic DNA from mucoid ... [15] Pulsed-field gel 
electrophoresis, pertactin, pertussis toxin S1 subunit polymorphisms, and surfaceome analysis 
of vaccine and clinical ... [16] Multilocus sequence analysis of housekeeping genes and antigenic 
determinant genes in Bordetella ... [17] Comparison of serological and real-time PCR assays to 
diagnose Bordetella ... [18] BIGSdb: Scalable analysis of bacterial genome variation at the ... [19] 
Molecular evolution and host adaptation of Bordetella spp.: Phylogenetic analysis using 
multilocus enzyme electrophoresis and ... [20] Bordetella pertussis and pertussis ... [21] Role of 
PCR in the diagnosis of pertussis infection in infants: 5 years’ experience of provision of a same-
day real-time PCR service in England and ... [22] Polymorphism in Bordetella pertussis pertactin 
and pertussis toxin virulence factors in the ... [23] Polymorphism in the Bordetella pertussis 
virulence factors p.69/pertactin and pertussis toxin in the Netherlands: Temporal trends and ... 
[24] Antigenic variants in Bordetella pertussis strains isolated ... [25] Virulence factors variation 
among Bordetella pertussis isolates  ... [26] Molecular epidemiology of Bordetella pertussis by 
pulsed-field gel electrophoresis ... 

Aims Bordetella pertussis is a gram negative and obligated aerobic bacterium that causes 
pertussis disease and it is a specific pathogen in human. Pertussis is an acute respiratory 
infection and leads to death in infants. The aim of this study was to analyze housekeeping genes 
in Bordetella pertussis vaccine strains by multilocus sequence typing (MLST).
Materials & Methods In the present experimental study, 4 samples of 134 and 509 bacterial 
strains and 2 standard samples of Tohama I, and 18323 were collected. After biochemical 
tests, the samples were cultured and separated and the genomic purification of DNA was 
done by Phenol–chloroform technique and analyzed by MLST. After genome sequencing, the 
analysis was performed by standard software such as Clustalw 2, MEGA 5.04, and DNASIS Max 
3. Sequence similarity of 16S rDNA gene nucleotides was performed, using BLAST software 
with sequences recorded in the GenBank genome database to compare and determine the 
sequences similarity.
Findings Regarding the created bands and the sequence of the game, the housekeeping genes 
in Bordetella pertussis vaccine strains were approved. The results of the PCR reaction for Pgm, 
Icd, Gly A, and Tyr B genes showed that all specimens have homogenous genes with a molecular 
weight of 500bp.
Conclusion Evaluating the housekeeping genes in Bordetella pertussis vaccine strains by MLST 
vaccine strains (Razi Institute; Iran) correspond with international standard series and no 
change or deviation has occurred in the studied genes.
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  چکيده
هوازی اجباری است که عامل  منفی و باکتری گرم بوردتلا پرتوسیساهداف: 

سرفه یک عفونت حاد  سیاه .استپاتوژن انحصاری انسان  سرفه و بیماری سیاه
، بررسی پژوهشاین هدف  شود. تنفسی است و در نوزادان منجر به مرگ می

با تکنیک تایپینگ توالی  بوردتلا پرتوسیسدار در سویه واکسینال  های خانه ژن
  بود. (MLST)چندلوکوسی 
بوردتلا در پژوهش تجربی حاضر، چهار نمونه سویه واکسینال : ها مواد و روش
آوری  جمع ۱۸۳۲۳و  Tohama Iو دو نمونه استاندارد  ۵۰۹و  ۱۳۴ پرتوسیس

بیوشیمیایی، کشت و جداسازی آنها، تخلیص  های آزمایششدند. بعد از انجام  DNA کلروفرم و آنالیز توسط روش  - ژنومی با روش فنلMLST  انجام شد. بعد
، Clustalw 2افزارهای استاندارد   از تعیین توالی، تجزیه و تحلیل توسط نرم MEGA 5.04  وDNASIS Max 3  .شباهت توالی نوکلئوتیدهای صورت گرفت

شده در  های ثبت با توالی BLASTافزار  ها به کمک نرم سویه 16S rDNAژن 
ها  مقایسه و تعیین میزان تشابه توالی برای GenBankپایگاه اطلاعاتی ژنومی 

  .شدانجام 
 های ژن، حاصله بازی ترادف همچنین و ایجادشده باندهای به توجه باها:  یافته
نتایج گرفت.  قرار تایید مورد پرتوسیس بوردتلا واکسینال های سویه دار خانه

نشان داد که همه  Tyr Bو  Pgm ،Icd ،Gly Aهای  برای ژن PCRواکنش 
  .بودندباز  جفت۵۰۰با وزن ملکولی حدود  دار خانههای  ها دارای ژن نمونه
 با پرتوسیس بوردتلا واکسینال سویه دار خانه های ژن در بررسیگیری:  نتیجه

های  سرفه (موسسه رازی؛ ایران) با سری های واکسن سیاه ، سویهMLSTتکنیک 
های مورد  استاندارد جهانی مطابقت دارد و هیچ گونه تغییر یا انحرافی در ژن

  مطالعه رخ نداده است.
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  مقدمه
)، کوکوباسیل بوردتلا پرتوسیسسرفه ( باکتری مولد بیماری سیاه

دار  منفی کوچکی است که روی اپیتلیوم مخاطی مژک گرم
کند. طبق اعلام سازمان بهداشت  نازوفارنکس و نای انسان رشد می

میلیون مورد از این بیماری در جهان ۴۵سالانه  (WHO)جهانی 
کودک در اثر ابتلا به  ۳۰۱۴۰۸تعداد  ۲۰۰۲شود و در سال  دیده می
. در مرحله اولیه عفونت، علایم شبیه به [1]ندا سرفه فوت کرده سیاه

دنبال آن علایم مشخصه  رسد و به سرماخوردگی به نظر می
سرفه مانند حملات سرفه (پاروکسیمال) و صدای بلند در  سیاه

شود. پس از این مرحله، بیماران معمولاً با  تنفس دمی ایجاد می
. با این [2]ندیاب یک مرحله نقاهت طولانی همراه با سرفه بهبود می

الریه،  حال برخی از بیماران ممکن است، علایم شدیدتر مانند ذات
همراه داشته  تشنج، آنسفالوپاتی، شکستگی دنده و حتی مرگ را به

سرفه تا حد زیادی پس از معرفی واکسن  . بروز جهانی سیاه[3]باشند
های لازم در کنترل شیوع  کاهش یافته است. با این حال، بررسی

توان به بررسی شیوع  ها می سرفه لازم است. از این بررسی سیاه
نام  های پیشرفته با نرخ بالای واکسیناسیون  بومی حتی در کشور

. همچنین انتقال عفونت از گروه سنی نوزادان تا بزرگسالان [4]برد
های سطحی ناشی  ژن حایز اهمیت است. یکی از دلایل، تغییر آنتی

افزایش سن از دلایل دیگر ناشی از  .[5]از اثر واکسیناسیون است
 ۶. اثربخشی واکسن پس از [6]کاهش اثر ایمنی تزریق واکسن است

یابد، بنابراین  سال از تزریق آخرین دوز واکسن کاهش می ۸تا 
های محدودی حفظ و سپس ایمنی  ایمنی واکسن برای سال

. تغییرات اپیدمیولوژی، نقص در [7]کند تدریج کاهش پیدا می به
مورفیسم،  های پلی ام کامل واکسیناسیون و وجود سوشانج

های مرتبط با واکسن و کاهش ایمنی  ژن های ژنی در آنتی جهش
عنوان توضیح  بدن با گذشت زمان پس از واکسیناسیون اغلب به

  .[8]عدم کارآیی واکسن در نظر گرفته شده است
با توجه به موارد فوق، تجزیه و تحلیل افزایش گذرای بروز 

وضوح نیاز برای کنترل بهتر شیوع  ، به۲۰۰۹سرفه در سال  اهسی
ها، بررسی ژنوتیپ  . یکی از روشطلبید میسرفه را  بیماری سیاه

 های سویه (Housekeeping) دار های خانه ژنسطحی و  های ژن
بود. سپس تغییرات ژنوتیپی با روش  بوردتلا پرتوسیسواکسینال 

های  آنالیز قرار گرفت. راه مورد (MLST)یابی چندلوکوسی  توالی
های ایمونولوژیک  گوناگونی برای تشخیص بوردتلا یا شاخص

های کشت باکتری،  توان به روش از جمله می که عفونت وجود دارد
پلیمراز، استفاده از فلورسنت مستقیم برای   ای واکنش زنجیره

، الایزا، واحدهای پشت سر (DFA)یافتن میکروارگانیزم 
، چندشکلی طول قطعات حاصل از برش (VNTR)ه تکرارشوند هم (RFLP) روش الکتروفورز ژل میدان پالسی ،(PFGE) روش  و

 MLST روش در اشاره کرد. (MLST)تایپینگ توالی چندلوكوسی 
جداسازی و بعد از کشت  بوردتلا پرتوسیسهای واکسینال  سویه

 ها یک روش مبتنی بر تایپینگ توالی برای شناسایی ایزوله MLST .[9]شود انجام و سپس تعیین توالی می PCRمیکروارگانیزم، 
با یک مجموعه ژنوتیپ یکسان  (ST) که در گروه توالی بوده
در تایپینگ باکتری  MLSTهای عمده روش  . از مزیت[10]است
کند تا نتایج سریع و  توان گفت که این امکان را فراهم می می

آسانی صورت  ها بهSTن روشنی به دست آید و همچنین مقایسه بی
دار منشاگرفته از  های خانه گیرد. معمولاً هفت هسته متابولیک ژن

در تجزیه و تحلیل  (MLEE)آنالیز الکتروفورز آنزیمی چندلوکوسی  MLST غیر  های دیگر به گیرد. با این حال، ژن مورد استفاده قرار می
در این  دار، به شرط این که تغییرات ژنتیکی کمی های خانه از ژن
  . [11]گیرند ها وجود داشته باشد، مورد استفاده قرار می ژن

شود. با این حال  دار دیده می های خانه ندرت در ژن تنوع توالی به
های  های بسیاری در مورد تغییرات ژنوتیپی در ژن گزارش
اند  پیشنهاد نموده . محققان[10]ژنیک وجود دارد کننده آنتی تعیین
ی سازگار با دستگاه تنفسی انسان که تحت دلیل پیچیدگ که به

فرآیند پاتوژنتیک و تکاملی است، سرعت بالای تکامل با توسعه 
 ۱۹۴۲. در سال [3]شود واکسن و اثر حفاظتی آن در نظر گرفته می

با  کندریکسرفه توسط  میلادی اولین واکسن سلولی سیاه
گانه  توکسوئیدهای دیفتری و کزاز ترکیب شد و با نام واکسن سه (DTP)  میلادی در ایالات  ۱۹۴۹معرفی شد. این واکسن در سال

طور گسترده در برنامه  متحده مجوز ساخت را اخذ نمود و به
. واکسن [12]واکسیناسیون اطفال مورد استفاده قرار گرفت

 (WCV)سرفه  سرفه در دنیا به دو صورت واکسن سلولی سیاه سیاه
از سلول  WCVشود. در نوع  تهیه می (ACV)و واکسن بدون سلول 
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شود و در نوع  شده با حرارت یا فرمالدئید استفاده می کامل کشته ACV زایی واکسن مورد استفاده  ژن مهم در ایمنی سه تا پنج آنتی
. [8]شود تولید و استفاده می WCVگیرد که در ایران واکسن  قرار می

گیری از واكسن  رهدر ایران سالهاست که پوشش واكسیناسیون با به
گیرد. از آنجا  سرفه تولیدشده در موسسه رازی صورت می سلولی سیاه

 بوردتلا پرتوسیسهای واکسینال  که پاساژهای متوالی از سویه
ناپذیر است، لذا کنترل  استاندارد در فرآیند تولید این واکسن اجتناب

و های احتمالی در سویه  های استاندارد و بررسی جهش ژنومی سویه
منظور آنالیز تنوع ژنوتیپی  بهمقایسه آن با استاندارد ضروری است. 

با  بوردتلا پرتوسیسهای واکسینال  دار سویه های خانه ها، ژن سویه
های  تغییرات احتمالی ژنتیکی ایجادشده در سویهو  MLSTروش 

و همچنین این واکسینال مورد استفاده در تهیه واکسن بررسی شد 
سرفه مورد  های قابل اعتماد برای کنترل سیاه ادهروش برای تولید د

در این پژوهش، تجزیه و تحلیل تغییرات  استفاده قرار گرفت.
های  منظور بررسی تنوع ژنی در سویه به دار خانهژنوتیپی هفت ژن 

جداشده در داخل ایران نیز مورد بررسی قرار گرفت. بنابراین هدف 
بوردتلا ر سویه واکسینال دار د های خانه پژوهش حاضر، بررسی ژن

   بود. (MLST)با تکنیک تایپینگ توالی چندلوکوسی  پرتوسیس
  ها مواد و روش

های مورد استفاده شامل سویه  نمونه در پژوهش تجربی حاضر،
 ،EXB 46و  EXB 51با شماره سری ساخت  ۵۰۹واکسینال 

 EXB 91و  EXB 97با شماره سری ساخت  ۱۳۴همچنین سویه 
طور  سازی رازی؛ ایران) که به (موسسه تحقیقات واکسن و سرم
و گیرد  سرفه مورد استفاده قرار می معمول برای تولید واکسن سیاه

بوردتلا و  TohamaIهمچنین دو سویه استاندارد جهانی 
ها روی  . سویهبودندکنترلی  های سویهعنوان  به 18323 پرتوسیس

گرم ۵/۴، بورده ژانگو حاوی بوردتلا پرتوسیسمحیط اختصاصی 
گرم هضم پانکراتیک ۵گرم گلیسرول،  میلی۱۰زمینی،  عصاره سیب

کلرید  گرم سدیم۵/۵گرم هضم پپتیک بافت حیوانی، ۵کازئین،  (NaCl)، ۲۵-۱۵ گرم آگار کشت داده ۲۰% خون دفیبرینه گوسفند و
ساعت در  ۴۸مدت  به Cº۳۷ها در دمای  شدند. سپس پلیت

داده شدند. پس از رشد و تکثیر باکتری، رسوب سلولی قرار   گرمخانه
 Cº۲۰(حداکثر یک هفته) در فریزر  DNA تهیه و تا زمان استخراج

 .[13]نگهداری شد
جداشده،   برای بررسی مولکولی باکتری اسید: استخراج نوکلئیک DNA طور  . به[19]ژنومی به کمک روش استاندارد استخراج شد

میکرولیتر سرم فیزیولوژی با رسوب باکتری ۵۰۰خلاصه ابتدا 
ها با دترجنت بافر  دیواره سلولی باکتریشده مخلوط و سپس  تهیه

، (SDS)سولفات  دودسیل ، سدیمNaclلیزکننده که شامل تریس 
؛ مرک؛ آلمان) و آب مقطر EDTAاسید (  تترااستیک آمین دی اتیلن

قرار  Cº۸۰بلاک دقیقه درون ترمو۲۰تا  ۱۰مدت  بود، تخریب شد. به
شدن  داده شد و ویال هر چند دقیقه سر و ته شد تا به عمل مخلوط

با غلظت  Kمیکرولیتر محلول پروتئیناز ۱۰بافر و رسوب کمک شود. 
نگهداری و  Cº۳۷لیتر اضافه و در انكوباتور  گرم بر میلی میلی۲۰

) ۱:۲۴:۲۵الکل (به نسبت  ایزوآمیل -کلروفرم -سپس از محلول فنل
ها استفاده شد. برای رسوب  ها و قند حذف پروتئین برای

گلیکول و نیز برای  اتیلن اسید از محلول نمکی پلی نوکلئیک
ها از اتانول خالص استفاده  وشو و حذف سایر ناخالصی شست
در فاز آبی با اتانول خالص سرد رسوب کرد و پس از  DNA  . [14]شد

 PCRشده برای آزمایش  حل TEکردن در بافر  وشو و خشک شست
اسید با استفاده  مورد استفاده قرار گرفت. درستی استخراج نوکلئیک

  . [15]بررسی شد DNA safe stainشده با  آمیزی و رنگ درصد یک از الکتروفورز ژل آگاروز
منظور  به های هدف و ژن بوردتلا پرتوسیسپرایمرهای اختصاصی 

ای واکسینال با ه در نمونه بوردتلا پرتوسیستشخیص قطعی 
طور اختصاصی برای  که به Rو  Fاستفاده از جفت پرایمرهای 

طراحی شده بودند، استفاده  Tyr Bو  Pgm ،Icd ،Gly Aهای  ژن
های  ها با استفاده از رفرنس  های مربوط به پرایمر کلیه طراحیشد. 

  .[16]موجود انجام پذیرفت
شناسایی به روش  برای :PCRبا روش  بوردتلا پرتوسیسشناسایی  PCR تهیه ،DNA  و طراحی پرایمرهای  بوردتلا پرتوسیسژنومیک

 Tyr Bو  Pgm ،Icd ،Gly A های اختصاصی برای هر کدام از ژن
. سپس هر باکتری براساس حضور یا عدم حضور یک یا گرفتانجام 

و ارزیابی محصولات آن روی  PCRوسیله واکنش  چند ژن فوق، به
  .)۱شد (جدول ایی ژل الکتروفورز شناس

  
به  بوردتلا پرتوسیسترادف پرایمرهای مورد استفاده برای تعیین نوع  )١جدول 
  PCRروش 

اندازه ژن  توالی پرایمر  ژن
 (جفت باز)

تقویت 
PCR

Pgm F: CGC CCA TGT CAC CAG CAC CGA R: CGC CGT CTA TCG TAA CCA G ۱۳۸۳  Cº۵۵  

Icd F:  CTG GTC CAC AAG GGC AAC AT R:  ACA CCT GGG TGG CGC CTT C ۱۲۵۷  Cº۵۵  

Gly A F:  CAA CCA GGG CGT GTA CAT GGC R:  CCG CGA TGA CGT GCA TCA G ۱۲۴۸  Cº۵۵  

Tyr B F:  CGA GAC CTA CGC TTA TTA CGA T R:  TGC CGG CCA GTT CAT TTT ۱۲۰۳  Cº۵۵  
  دست آمدبه  www.Pubmlst.orgبوردتلا از پایگاه داده  MLSTنوع توالی 

  
شامل  میکرولیتر۲۰محلول واکنش در حجم نهایی  :PCRواکنش 

با غلظت  Rو  F، پرایمرهای (MgCl2) کلرید منیزیم ،مسترمیکس
(در  ژنومیک DNA میکرولیتر یک همراه و آب مقطر به پیکومول۱۰

با استفاده از دستگاه  صورت مجزا) هر واکنش یک تایپ به
) انجام گرفت. اپندورف؛ آلمان( Master cycler ترموسایکلر

، Pgm ،Icdبا پرایمرهای  PCRبرنامه مورد استفاده برای واکنش  Gly A  وTyr B شامل یک مرحله واسرشت ابتدایی در دمای Cº۹۵ دور تکرار که هر دور شامل  ۳۰دقیقه و متعاقب آن ۵مدت  به
شدن)، دمای  ثانیه (مرحله واسرشت۳۰مدت  به Cº۹۵یک مرحله  Cº۵۵ دقیقه (مرحله اتصال پرایمر) و دمای مدت یک به Cº۷۲ 

شدن) بود و در انتها مرحله  دقیقه (مرحله طویل مدت یک به
شامل دمای  DNAشدن نهایی برای تکمیل واکنش ساخت  طویل Cº۷۲ شد. دستگاه در فاز نگهداری در دمای انجامدقیقه ۱۰مدت  به Cº۴  های  در تمامی واکنش وتنظیمPCR  ازDNA  واکسن

 . شدعنوان کنترل مثبت استفاده  استاندارد به
ژل آگاروز میکرولیتر از آن روی PCR ،۶ بررسی محصول منظور به
 در کنار مارکر وزنی DNA safe stainانتقال داده شد و با  ۱%
 ۸۵بارگذاری و در ولتاژ بازی (فرمنتاز؛ ایالات متحده)  جفت۱۰۰
با استفاده از دستگاه ژل . سپس شدمدت یک ساعت الکتروفورز  به

تخلیص محصول  .[17]شدباندها مشاهده و با مارکر مقایسه  داک
 GeneJetای پلیمراز به کمک کیت تخلیص  واکنش زنجیره

  انجام شد. (ترموساینتیفیک؛ لیتوانی) 
قطعات تکثیرشده  PCRتعیین توالی محصول  :تعیین ترادف ژن



ـــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــی و همکاران نوفل یمجتب ۲۷۰  ــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــ

   ۱۳۹۷، بهار ۲، شماره ۹دوره                                                                                                                                                                                                         مدرس تیدانشگاه ترب یفناور ستیز

های واکسن  مربوط به نمونه Tyr Bو  Pgm ،Icd ،Gly A های ژن
 Tohama Iهای استاندارد  و همچنین نمونه ۵۰۹و  ۱۳۴سرفه  سیاه

و با توجه به طول قطعات  جنوبی) کره ؛ماکروژن( ۱۸۳۲۳و 
 (Reverse) معکوس و (Forward) جلو تولیدشده در دو جهت

آمدن  دست پس از به تا توالی کامل قطعات به دست آید. شدانجام 
طور جداگانه،  های واکسینال به ئوتیدی هر ژن نمونهتوالی نوکل

های مشابه آنها از بانک ژن استخراج و مورد مقایسه قرار  توالی
  گرفت.

های نوکلئوتیدی و  مقایسه توالی :رماتیکوتجزیه و تحلیل بیوانف
منظور ترسیم  شده به تجزیه و تحلیل تکاملی قطعات تعیین توالی

های  تشابه و اختلاف میان توالی درخت فیلوژنی و تعیین میزان
بررسی شد. درخت  مجدداً  Clustalw 2و  DNASIS Max 3 ،Artemis 2رایج استاندارد افزارهای  آمده با استفاده از نرم دست به

جو در پایگاه و های مربوطه با توالی حاصل از جست فیلوژنی ژن
 تمو با الگوری MEGA 5.04 افزار به کمک نرم Genbankاطلاعاتی 
آنالیز  . بررسی اعتبار شاخه با الگوریتمشدنیز رسم  Neighbor joining Tree و (Maximum likelihood) نمایی بیشینه درست
گیری  بار نمونه ۱۰۰۰و با  (Bootstrap analysis) استرپ بوت

  صورت گرفت.
ها به کمک  سویه 16S rDNAشباهت توالی نوکلئوتیدهای ژن 

شده در پایگاه اطلاعاتی ژنومی  های ثبت توالیبا  BLASTافزار  نرم GenBank شدها انجام  مقایسه و تعیین میزان تشابه توالی برای .
های واکسینال و  ها با ترادف سویه ترین سویه به این ترتیب نزدیک
  .[18]استاندارد تعیین شد

  
  ها یافته

با توجه به باندهای ایجادشده و همچنین ترادف بازی حاصله، 
یید امورد ت پرتوسیس بوردتلاهای واکسینال  سویه دار خانه ایه ژن

  .)۱(جدول  قرار گرفت
 Tyr Bو  Pgm ،Icd ،Gly Aهای  برای ژن PCRنتایج واکنش 

با وزن ملکولی  دار خانههای  ها دارای ژن نشان داد که همه نمونه
بازی  جفت۴۹۹ باندهای، ۵تا  ۲های  ستون .بودندباز  جفت۵۰۰حدود 

)، ۱(شکل  بازی جفت۹۰۱تا  ۴۰۲مربوط به ناحیه بین  Gly Aژن 
مربوط به  TyrB بازی ژن جفت۴۸۷باندهای  ،۵تا  ۲های  ستون

 ،۶تا  ۳های  ستون)، ۲(شکل  بازی جفت۹۴۹تا  ۴۶۲ناحیه بین 
تا  ۷۰۴مربوط به ناحیه بین  Icdبازی ژن  جفت۵۱۲وجود باندهای 

وجود باندهای  ،۵تا  ۲های  ستون) و ۳(شکل  بازی جفت۱۲۱۶
تا  ۶۷۲مربوط به ناحیه بین  Pgmبازی ژن  جفت۵۴۸
  .)۴را نشان داد (شکل بازی  جفت۱۲۱۶

)، ۵ شکل( Gly Aشده مربوط به ژن  در تصویر درخت فیلوژنی تهیه
که نمونه تحقیق حاضر در  بودنمودار حاصل دارای دو شاخه اصلی 

. شددیده  ۱۸۳۲۳و  Tohama Iهای استاندارد  زیرشاخه نمونه
های واکسینال  مشابه سویه %۱۰۰ها،  همچنین ترادف بازی سویه

این مشابهت در  .بودشده در بانک ژن  ثبت پرتوسیس بوردتلا جهانی
نیز به  )۸ شکل( Pgm)، ۷ شکل( Icd ،)۶شکل ( TyrBهای  ژن

های درخت فیلوژنی  شکل .بودهمان صورت قابل مشاهده 
از  Tohama I ن،از انگلستا ۱۸۳۲۳ بوردتلا پرتوسیسشده،  تهیه

از چین و مابقی از کشورهای  P200201 از انگلستان، BPD 420 از هلند، B1920 و B1917 از چین، CS از برزیل، ۱۳۷ژاپن، 
 مختلف بودند.

  

 
، بازی جفت۱۰۰مارکر : ۱چاهک ( PCR با یافتهتکثیر Gly Aشناسایی ژن  )۱شکل 
کنترل  :۷و  ۶های  های واکسینال، چاهک : نمونه۵الی  ۲های شماره  چاهک

الگو  عنوان بهپرتوسیس  بوردتلا های ژنوم سویه؛ کنترل منفی :۸مثبت، شماره 
  )مورد استفاده قرار گرفت

  

  
 ۱۰۰مارکر  :۱چاهک ( PCR با یافتهتکثیر Tyr Bشناسایی ژن  )۲شکل 
کنترل  :۷و  ۶ های های واکسینال، چاهک نمونه :۵الی  ۲های  ، چاهکبازی جفت

الگو  عنوان بهپرتوسیس  بوردتلا های ژنوم سویه؛ کنترل منفی :۸مثبت، شماره 
  )مورد استفاده قرار گرفت

  

 
، بازی جفت۱۰۰: مارکر ۱چاهک ( PCR با یافتهتکثیر Icdشناسایی ژن  )۳شکل 
کنترل  :۸و  ۷ های های واکسینال، چاهک نمونه ۶الی  ۳های شماره  چاهک

عنوان الگو  بهپرتوسیس  بوردتلا های ژنوم سویه؛ کنترل منفی :۲مثبت، شماره 
  مورد استفاده قرار گرفت)

  

  
، بازی جفت۱۰۰: مارکر ۱چاهک ( PCR با یافتهتکثیر Pgmشناسایی ژن  )۴شکل 
کنترل  :۷و  ۶ های های واکسینال، چاهک نمونه :۵الی  ۲های شماره  چاهک

الگو  عنوان بهپرتوسیس  بوردتلا های ژنوم سویه: کنترل منفی؛ ۸مثبت، شماره 
  )مورد استفاده قرار گرفت
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  Neighbor Joining Treeشده در بانک ژن با روش  های این مطالعه با سایر مطالعات ثبت نمونه Gly A فیلوژنی براساس آنالیز توالی ژن درخت )۵شکل 

 

  
  Neighbor Joining Treeشده در بانک ژن با روش  های این مطالعه با سایر مطالعات ثبت نمونه Tyr B فیلوژنی براساس آنالیز توالی ژن درخت )۶شکل 



 ـــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــی و همکاران نوفل یمجتب ۲۷۲

   ۱۳۹۷، بهار ۲، شماره ۹دوره                                                                                                                                                                                                         مدرس تیدانشگاه ترب یفناور ستیز

 
  Neighbor Joining Treeشده در بانک ژن با روش  های این مطالعه با سایر مطالعات ثبت نمونه Icd فیلوژنی براساس آنالیز توالی ژن درخت )۷شکل 

  

 
  Neighbor Joining Treeهای این مطالعه با سایر مطالعات ثبت شده در بانک ژن با روش  نمونه Pgm فیلوژنی براساس آنالیز توالی ژن درخت )۸شکل 

  



 ۲۷۳ یچندلوکوس یتوال نگیپیتا کیبا تکن سیبوردتلا پرتوس نالیواکس هیدار در سو خانه یها ژن یبررســــــــــــــــــ ــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــ

Modares Journal of Biotechnology                                                                                                                                           Volume 9, Issue 2, Spring 2018 

  بحث
دار در سویه واکسینال  های خانه بررسی ژنپژوهش حاضر با هدف 

سرفه در حال  سیاهانجام شد.  MLSTبا تکنیک  بوردتلا پرتوسیس
های عفونی در  ومیر ناشی از بیماری حاضر یکی از ده علل شایع مرگ

بودن واکسن،  سراسر جهان شناخته شده است. با وجود دردسترس
های  سرفه به شکل یک بیماری بومی باقی مانده است. بحث سیاه
از شده  سرفه در جمعیت واکسینه درباره تجدید حیات سیاه یمتعدد

های تشخیص وجود  جمله ارتقای نظارت، تغییر در تعاریف و روش
ها با تجزیه و  مورفیسم در باکتری های پلی شناسایی ژن .[9]دارد

تواند در نظارت اپیدمیولوژیک  تحلیل توالی نوکلئوتیدی می
های شناسایی  های باکتریایی مفید باشد. ظهور کتابخانه پاتوژن

شده از  مبتنی بر تعیین توالی استفادههای  آمده از سیستم دست به
توانایی شناسایی و  MLSTغیرانتخابی مانند روش  دار خانههای  ژن

 در طول زمان تسهیل نموده است. را های خاص ردیابی گونه
هایی که ممکن است تحت فشار تکامل  همچنین دیگر نشانه

های کدکننده مقاومت  بیوتیک انتخابی قرار گیرد، شامل آنتی
  .[16]های سطحی است پروتئین

سرفه در کره جنوبی در  ی بروز بیماری سیاه با توجه به افزایش گذرا
های  های ژن منظور ارزیابی شیوع بیماری، ژنوتیپ ، به۲۰۰۹سال 

 پرتوسیس بوردتلاهای  در سویه دار خانههای  ژنیک و ژن تعیین آنتی
 MLSTبا  و پس از آن تغییرات ژنوتیپ شدندواکسینال شناسایی 
شناخته نشده  م ظهور تنوع دقیقاً زمکانی .[11]مورد بررسی قرار گرفت

رسد دو راه عمده برای ظهور آن وجود  است. با این حال، به نظر می
های موجود با ایجاد جهش، ژنوتیپ و  یکی این است که سویه، دارد

های  های مختلفی به دست آورده باشند، دوم این که سویه فنوتیپ
شده در جامعه توسط عواملی مانند واکسیناسیون انتخاب  توزیع

ست. در مورد یشده باشند. از این دو عامل، علت اصلی مشخص ن
صورت یک جمعیت همگن با الگوی  به پرتوسیس بوردتلا گونه

  .[19]شناخته شده است MLEEآنالیز 
استاندارد  پرتوسیس بوردتلا از آنجایی که پاساژهای متوالی از سویه

است، بدیهی  ناپذیر امری اجتناب پرتوسیستولید واکسن  فرآینددر 
است در صورت ایجاد تنوع و برخی تغییرات ژنتیکی در باکتری 

های مورد نیاز در فرآورده  ژن مورد استفاده، احتمال استحصال آنتی
ای  صورت دوره های واکسینال به لذا کنترل ژنومی سویه ،کاهش یابد

ها و مقایسه آنها با استاندارد  لی در سویهو بررسی تغییرات احتما
های ژنوتیپی  ضروری است. بر این اساس با کمک بررسی ویژگی

توان با تشخیص  سرفه مورد استفاده در تولید واکسن می سیاه
ها پی  الگوی جدید یا غیرمعمول به تغییرات احتمالی در سویه

خاص،  های یک باکتری هدف از مطالعات تایپینگ سویه .[20]برد
های  آوردن شواهد آزمایشگاهی برای ارتباط ژنتیکی سویه فراهم

جداشده طی یک شیوع بیماری است. این اطلاعات برای دانستن و 
کنترل انتشار بیماری در محیط بیمارستان و جامعه مفید است. 

 زیرها در کنترل عفونت دارای کاربردهای  نتایج تایپینگ سویه
  خواهد بود:

ی که طی یک دوره شیوع، الگوی ژنومی یکسانی نشان های ایزوله -۱
  .هستندهای اخیر یک جد یا جد مشترک  دهند، زاده می
 ها ژنوتیپ یکسانی خواهند داشت. این ایزوله -۲
های غیرمرتبط از نظر اپیدمیولوژیک، ژنوتیپ غیرمشابه  ایزوله -۳

اما اگر تنوع ژنتیکی بین یک گونه یا زیرگونه کم  ،خواهند داشت
های شبیه  توانند مربوط به ایزوله های غیرمرتبط می ژنوتیپ ،باشد

 .[13]به هم یا متفاوت از یکدیگر باشند
  

طور وسیعی در مهندسی  به هاکه امروزه از آن MLSTو  PCRتکنیک 
ه ای از عوامل بیولوژیک استفاد ژنتیک و تشخیص طیف گسترده

بسیار اختصاصی و در عین حال حساس برای  های روش ،شود می
ها  . این تکنیکهستند ها و عوامل بیولوژیک شناسایی انواع ژن
های  ای در آزمایشگاه طور گسترده توانند به ضمن سادگی می

زا مورد استفاده قرار  شناسایی عوامل بیماری برایتشخیص طبی 
در بسیاری از مطالعات در سراسر جهان نشان داده  اً اخیر .[21]گیرند

بوردتلا زای  شده است که تنوع آللی در فاکتورهای بیماری
های بعد از واکسیناسیون رخ داده است.  در جمعیت پرتوسیس
علت  ها نشان داده است که این تغییرات ممکن است به بررسی

طور  یون بهها باشد. این سازگاری در دوره واکسیناس سازگاری سویه
مورفیسم  پلی نوکلئوتیدی به نام ای در اثر جهش تک قابل ملاحظه

رسد که  شود. به نظر می ایجاد می (SNP) نوکلئوتیدی تک
ها با استفاده از فشار انتخابی و  واکسیناسیون برای انتخاب سویه
بنابراین  .[22]ها عمل کرده است تغییر تعادل رقابتی بین سویه

های  شود که ظهور انواع ژنوتیپ در ژن چنین استنباط می
برای  پرتوسیس بوردتلافعال  فرآیندژنیک،  کننده آنتی تعیین

این تغییرات ژنوتیپ  جلوگیری از اثر حفاظتی واکسیناسیون باشد.
دهد. در هلند،  یک الگوی انتقال با توجه به واکسن را نشان می

شده است که گزارش  [23 ,10 ,6]انگلستان، سوئد، تایوان و ژاپن 
های عمده قبل از شناسایی واکسن،  تدریج در انواع توالی به

های در گردش  تغییراتی مشاهده شده است. به همین خاطر سویه
تدریج کاهش یافته  شامل ژنوتیپ واکسن پس از واکسیناسیون به

های مختلف ظاهر  های دیگر با ژنوتیپ که گونه در حالی ،است
  .[24]اند شده

های مختلف باکتری براساس توالی  از کشورها، ژنوتیپدر بسیاری 
های مورد استفاده در تولید  زا نسبت به سویه های بیماری ژن

شوند. یکی از مزایای استفاده از این  سرفه مقایسه می واکسن سیاه
روش سهولت در مشاهده فرآیند انتقال باکتریایی در درازمدت 

های  یک الگوی انتقالی در ژن ،ای های کره ایزوله آنالیز است. مثلاً 
. اولین انتقال در ه استژنیک را نشان داد کننده آنتی تعیین
عمده  STعلاوه بر این،  شد وتغییراتی مشاهده  Fim3و  Ptx S1های  در ژنوتیپ ژن، بدین صورت بود که ۱۹۹۹های سال  ایزوله
تغییر یافته بود. انتقال دوم  HST2به  HST1از  دار خانههای  ژن

سرفه تا  . در آن زمان، بروز سیاهه استمشاهده شد ۲۰۰۹نیز در سال 
. بود حد زیادی در مقایسه با متوسط دهه گذشته افزایش یافته

های  برای اولین بار در ایزوله PRN خصوص تغییر ژنوتیپ ژن به
  .[16]دشجدید مشاهده  ST ای تایید و همچنین کره

نشان داده است که تیتر  ایراننتایج حاصل از مطالعات پیشین در 
 بوردتلاشده با واکسن  بادی پایین در سرم کودکان واکسینه آنتی

 در ایرانبودن دوره پوشش ایمنی  تواند پایین وارداتی می پرتوسیس
را پیشنهاد کند. با این حال در حال حاضر نیاز به بررسی بیشتر 

 با وجود مطالعات .[25]حفاظت توسط این واکسن در ایران است
در  پرتوسیس بوردتلابسیاری در جهان، اطلاعات تنوع گونه 

کشورهای آسیایی بسیار نادر است. از آنجایی که تنوع ژنومی و 
منجر به  بوردتلا پرتوسیسهای باکتریایی  ژنتیکی سویه

شود، لذا تایپینگ در  هایی در سطح رونویسی و ترجمه می تفاوت
مدت  یرات کوتاهصورت گرفته و تغی PFGEسطح ژنومی با روش 

. با این حال [26]است شدهمطالعه و بررسی  بوردتلا پرتوسیس
 بوردتلاهای مختلف ممکن است در جمعیت  ترکیب واکسن

ثیر بگذارد. اگر چه هیچ مدرکی وجود ادر حال گردش ت پرتوسیس
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سرفه، کنترل بهتری بر بیماری  ندارد که نسل جدید واکسن سیاه
های  اهداف عمده برای طراحی واکسندارد، اما از  WCVنسبت به 

های در حال گردش موجود باکتری در جامعه  جدید، تطبیق پروتئین
در واکسن است. باید در نظر داشت که چنین طرحی نیاز به 

های جداشده موجود در جمعیت  از باکتری یآوری منظم جمع
های در گردش هنوز هم در  های سویه تغییرات ژنوتیپ .[25]دارد

های  مورفیسم ایزوله پیشرفت است. اگر چه وضعیت پلیحال 
شواهد کافی برای هشدار اما کمتر از سایر کشورها بود،  ای نسبتاً  کره

سرفه وجود دارد. به همین دلیل، ساز و کار  از خطر شیوع سیاه
مناسب در یک سیستم نظارت کارآمد و مستمر برای تشخیص ظهور 

 MLSTبا توجه به انجام تست  .[16]انواع ژنوتیپ مورد نیاز است
های واكسینال موسسه رازی و همچنین مشاهده و  روی نمونه

های استاندارد و  و مقایسه آنها با نمونهدار  خانه بررسی چند ژن
  ها مشاهده نشد.  ها تغییری در این ژن یابی این نمونه آنالیز توالی

 های بررسیشود  پژوهش حاضر، محدودیتی نداشت. پیشنهاد می
های واکسینال و مقایسه آنها با  در سویه ژن دترمینانت آنتیبیشتر 
م شیفت زمکانی صورت گیرد تاهای جداشده از کلینیک  سویه
تر  های در گردش را واضح در سویهانتخاب کلونال ژنیک یا  آنتی

سرفه در جامعه  تواند یکی از علل شیوع مجدد سیاه می کهنماید 
های غالب در گردش را در  اده از سویهامکان استف نهایتاً  و باشد

   نماید. می تر ساخت واکسن با رعایت الزامات موجود محتمل
  

  گیری نتیجه
 با پرتوسیس بوردتلا واکسینال سویه دار خانه های ژن در بررسی
سرفه (موسسه رازی؛  های واکسن سیاه ، سویهMLSTتکنیک 

هیچ گونه  های استاندارد جهانی مطابقت دارد و ایران) با سری
  های مورد مطالعه رخ نداده است. تغییر یا انحرافی در ژن

  
سازی رازی  از موسسه تحقیقات واکسن و سرمتشکر و قدردانی: 
های مالی و مشاوره علمی تشکر و قدردانی  کرج برای حمایت

  شود. می
  موردی از سوی نویسندگان ذکر نشده است. تاییدیه اخلاقی:
  سوی نویسندگان ذکر نشده است.موردی از تعارض منافع: 

نگارنده مجتبی نوفلی (نویسنده اول)، سهم نویسندگان: 
%)؛ مریم ۳۵شناس/پژوهشگر اصلی/نگارنده بحث ( روشمقدمه/
پور (نویسنده دوم)، نگارنده مقدمه/پژوهشگر اصلی/تحلیلگر  اسدی

شناس/نگارنده  %)؛ رضا یاری (نویسنده سوم)، روش۳۵آماری (
  %).۳۰بحث (
  موردی از سوی نویسندگان ذکر نشده است. ابع مالی:من
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