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با  در هليكوباكتر پيلوري vacA cytotoxinي مختلف و ژن ها پبررسي تي

  ي دستگاه گوارش فوقانيها يبيمار در PCRروش 

 3، اميرهوشنگ الوندي2، مهدي فروزنده*1نصرآبادي محمدرضا بوجاري

   تهران، ايران،وم پزشكي ايران دانشگاه عل، دانشكده پزشكي و مركز تحقيقات سلولي و مولكولي،گروه ميكروبيولوژي استاديار، –1
   تهران، ايران، دانشكده علوم پزشكي، دانشگاه تربيت مدرس،گروه بيوتكنولوژي دانشيار، –2
  ، ايران شهيد چمران، اهوازدانشگاه علوم پزشكي،  دانشكده پزشكي،گروه ميكروبيولوژي دانشجوي دكتري، -3

  

  10/10/87: تاريخ پذيرش  30/7/87: تاريخ دريافت
  

  هيدچك
سـوء  هـاي     زايـي در عفونـت      هليكوباكتر پيلوري در سطح جهان گسترده است و بيشترين عامل بيماري          عفونت با    :هدف

امـا تنهـا     گيـرد  ها را در بر مي       درصد بعضي از جمعيت    80گاهي شيوع آن تا      .است) گاسترودئودنال(  التهاب معده  هاضمه

 از لهـاي حاص ـ  همچنـين عفونـت   .شـوند  بـا ايـن بـاكتري مبـتلا مـي     هاي مرتبط   درصد از اين افراد به بيماري      20 تا   10

زايـي    فـاوت در بيمـاري    ت و   اسـت زخم گوارشي، التهاب معده، التهاب دوازدهه و سـوء هـضم            مانند  هليكوباكتر پيلوري   

 و  vacAهـاي     هليكوبـاكتر پيلـوري براسـاس ژن      . زايي باكتري وابسته است     بيماري هليكوباكتر پيلوري به عوامل ميزبان و     

cagA ي هـا  يههـا در سـو   وجود ايـن ژن  . متفاوتي دارندزايي بيماريشود كه  بندي مي هاي متعددي تقسيم)تيپ( به سويه

  .كار برده شود ه بزا بيماري و غير زا بيماريهليكوباكتر پيلوري ممكن است براي تشخيص نوع باكتري 

ي هليكوباكتر پيلـوري    ها  يهدر ژنوتيپ سو  ) vacA( كوئليهدف اين تحقيق بررسي فراواني ژن توليدكننده سيتوتوكسين وا        

، پذيرفته شده در    )ص(  به مجتمع آموزشي، پژوهشي و درماني حضرت رسول اكرم         كننده است كه از ميان بيماران مراجعه     

  .انجام گرفته ضماو سوء ه زخم گوارشي، التهاب معده، التهاب دوازدهههاي  بخش داخلي همراه با عفونت

كننـده بـه بخـش داخلـي          بيماران مراجعـه   180 در اين مطالعه نمونه بيوپسي ناحيه آنتروم معده از         :ها  شمواد و رو  

 در تهـران     وابسته به دانشگاه علوم پزشكي ايـران       ،)ص( تمع آموزشي، پژوهشي و درماني حضرت رسول اكرم       مج

 پـس از كـشت و جداسـازي         .دشآوري    اند، جمع    معدي قرار گرفته   -طور معمول تحت آندوسكوپي گوارشي      كه به 

 و نيـز    vacA باكتري، حـضور ژن      DNA استاندارد و استخراج     يها   آزمايش باهليكوباكتر پيلوري   هاي مثبت     سويه

  .تعيين شد PCR با استفاده از روش هاي مختلف آن تيپ

 توسـط   و)  درصـد  51(هليكوبـاكتر پيلـوري جـدا        سـويه  92 بيوپـسي     بيمـار  180ي  ها   از نمونه   در اين مطالعه   :نتايج

، التهـاب   ) درصـد  60(، التهـاب معـده      ) درصد 79(ها از زخم گوارشي       نمونه. شدهاي بيوشيميايي تعيين هويت       روش

 vacAداراي ژن )  درصد94(پيلوري  سويه هليكوباكتري 87 كه بود)  درصد30 ( و سوء هاضمه) درصد 90( دوازدهه

 را نـشان    m2/s1ژنوتيـپ   )  درصد 64 (ها  يه نمونه سو  59همچنين  .  است vacAها هم در ژن       هستند و بيشتر ژنوتيپ   

 ها يهسو)  درصد33( 31 بوده و  I هليكوباكتر پيلوري متعلق به تيپيه سو92از اين  يهسو) درصد 62 (57. داده است

  .قرار گرفتندIII نمونه در تيپ )  درصد17/2 (2 و IIنمونه در تيپ )  درصد26/3 (3 و  IVدر تيپ

 ) درصد I )62هاي تيپ     بيشتر سويه  زايي  بيماريدهنده    نشان،  IV و I، تفاوت بين فراواني تيپ       اين مطالعه  نتايج :گيري نتيجه

  .)≥01/0P(داري اختلاف دارد  طور معني  بهها، ساير عفونتايسه با ق درمزخم گوارشيتلا به بدر بيماران ماست و 
  

  .vacA cytotoxin، PCR ،هليكوباكتر پيلوري :گانكليدواژ

http://daneshresan.com/


 
vacA cytotoxin و همكاراننصرآبادي  محمدرضا بوجاري   در اختلالات دستگاه گوارش 

22 

  مقدمه -1
  

 باسيل (Helicobacter pylori: H.pylori) هليكوباكتر پيلوري

صورت    به اغلبئروفيلي است كه در مخاط معده       آگرم منفي و ميكرو   

. ]2[شـود     صورت خميده ديده مي      و در محيط كشت به     ]1[مارپيچي  

،  (Gastritis: G)هـايي ماننـد گاسـتريت    اين باكتري عامـل بيمـاري  

 معده سرطان ،(Peptic ulcer disease: PUD) هاي گوارشي زخم

 (Mucosa-Associated Lymphoid Tissue: MALT)و لمفوما 

عفونت با اين بـاكتري در سـطح جهـان گـسترده اسـت،              . ]3[است  

  درصـد  80كه در كـشورهاي در حـال توسـعه بـه بـيش از                 طوري  به

 20 تـا    10 تنهـا در     H.pyloriهاي مرتبط بـا       ، اما بيماري  ]4[رسد    مي

محققان ايـن تفـاوت در      . ]6،  5[شود    ها ديده مي    اين جمعيت درصد  

عواملي كـه بـه ميزبـان       ) 1: دانند  زايي را مربوط به دو عامل مي        بيماي

وابسته است و شامل خـصوصيات ژنتيكـي و ايمونولوژيـك افـراد،             

 اسـت التهابي غير استروئيدي و غيره       مصرف سيگار و داروهاي ضد    

عـواملي كـه بـه بـاكتري     ) 2نامند و   بيماري مي  را خطر ابتلا به    كه آن 

هـاي ژنـوتيپي و        را با توجه به تفاوت     H.pylori  كه ]7[وابسته است   

. ]3[كننـد     بنـدي مـي     هاي مختلفـي تقـسيم      ها و تيپ    فنوتيپي به سويه  

 زايي هر سويه با توجه به ميزان تبـادل علائـم بـين بـاكتري و                 بيماري

هـاي    ترين تفـاوت   مهم. ]7[ت   ميزبان متفاوت اس    پوششي هاي  سلول

كدكننــده سيتوتوكــسين  (vacAدو ژن ، H.pyloriهــاي  بــين ســويه

است ) كننده پروتئين وابسته به سيتوتوكسين     كد (cagAو  ) زا واكوئل

ــه ژن ]8[ ــه  cagA، كـ ــي از مجموعـ   31 و داراي cagPAI جزئـ

ORF (Open Reading Frame)ــت ــاير ژن.  اس ــن   س ــاي اي ه

كننـد كـه      هـا را كـد مـي         بـاكتري  IV تيپ   مجموعه، سيستم ترشحي  

ايـن  . كننـد    را پس از ورود به سلول ميزبان ترشح مي         cagAپروتئين  

پروتئين پس از ورود به سلول ميزبان، باعـث تغييراتـي در سـلول و               

 است  vacAكننده پروتئين     كد vacAژن  . ]9،  3[شود    تخريب آن مي  

د سلول شـده و      وار (Auto-transport) اتوترانسپورتصورت    كه به 

 ودش ـ  مـي هاي اسـيدي در سيتوپلاسـم سـلول           باعث تشكيل واكوئل  

هـاي     بـا توجـه بـه الـل        vacAفعاليت سيتوتوكسيك پروتئين    . ]10[

امـروزه براسـاس    . ]13-11[ اين پروتئين تفاوت دارد      s و   mمختلف  

  بـه  cagA  ،H.pyloriكنندگي و نيز حـضور ژن        خصوصيات واكوئله 
  

هـاي     كه شـامل سـويه     Iشود، تيپ     بندي مي   هاي مختلفي تقسيم    تيپ

 ، و تيپ  است vacAكسيك توسط   تو و فعاليت سيتو   cagAداراي ژن   

II   هاي فاقد ژن       كه شامل سويهcagA   انـد و    كسيكتو و فعاليت سيتو

 و فاقـــد فعاليـــت cagAهـــاي داراي ژن   كـــه ســـويهIIIتيـــپ 

 و داراي   cagAهـاي فاقـد ژن         كه سويه  IVاند و تيپ     كسيكتوسيتو

در مطالعات قبلي براي بررسـي      . ]11،  9،  8[اند   فعاليت سيتوتوكسيك 

   SDS-PAGE از vacAكــسيك پــروتئين توحــضور و فعاليــت سيتو
  

(Sodium Dodecyl Sulfate-Polyacrylamide Gel Electrophoresis)  
  

بـا اسـتفاده از      حاضـر     امـا در تحقيـق     دش   مي و كشت سلولي استفاده   

 و همكاران و همچنـين     )(Rudi  رودي دست آمده توسط    تجربيات به 

كسيك پروتئين  تو، فعاليت سيتو  ]12 ،11[  و همكاران  (Takata) تاكاتا

cagA      همين دليل در صورت     به. شدبيني    با استفاده از ژنوتيپ آن پيش

ســـويه داراي فعاليـــت  s1/m2و  s1/m1هـــاي  وجـــود ژنوتيـــپ

يــا  s2/m2 و s2/m1سيتوتوكــسيك و در صــورت وجــود ژنوتيــپ 

 سـويه فاقـد فعاليـت سيتوتوكـسيك درنظـر گرفتـه             vacAقدان ژن   ف

هـاي مختلـف      هدف از انجام اين مطالعه بررسي شـيوع تيـپ         . شد  مي

H.pylori     كننـده بـه      مراجعههاي گوارشي      در بيماران مبتلا به ناراحتي

مجتمع آموزشي، پژوهشي و درمـاني حـضرت رسـول          بخش داخلي   

  .است تهراندر   دانشگاه علوم پزشكي ايران،)ص(اكرم

  

  ها شمواد و رو -2

هاي ناحيه فوقاني دسـتگاه       در اين مطالعه، بيماران مبتلا به ناراحتي      

كننـده بـه بخـش آندوسـكوپي مجتمـع آموزشـي،             گوارش، مراجعـه  

وابـسته بـه دانـشگاه       ،)ص(پژوهشي و درماني حضرت رسول اكـرم        

يمـاران  ب. مدت يكسال تحت بررسي قرار گرفتند      هعلوم پزشكي ايران ب   

توسط پزشك متخصص تحت آندوسـكوپي قرارگرفتـه و تـشخيص           

اطلاعـات  . بيماري براساس نماي ميكروسكوپي معـده انجـام گرفـت         

بيمـاراني كـه    . دسـت آمـد     وسيله پرسشنامه بـه    همربوط به بيماران نيز ب    

سابقه جراحي معده، بدخيمي و خـونريزي فعـال در معـده و ابتـداي               

از هر بيمار دو نمونه بيوپـسي از        . دندروده داشتند از بررسي حذف ش     

 ،هـا   يكي از نمونـه   مورد  در   .معده گرفته شد   (Antrum) ناحيه آنتروم 

  بـراي و نمونه ديگر  كار رفت هب(Urease test)  آز آزمايش سريع اوره
  

http://daneshresan.com/


 
 1387، بهار و تابستان 2  و1، شماره 11دوره   مجله علوم پزشكي مدرس  

23  

بـه  گـراد     درجه سـانتي   4  در دماي  ]14[كشت در محيط انتقالي     

 ـ    نتايج اوره . دشآزمايشگاه منتقل     سـاعت پـس از      4 اآز سـريع ت

  .]15[تلقيح پيگيري و يادداشت شد 

  

  H.pyloriجداسازي اوليه  -2-1

ــه ــشگاه   نمون ــه آزماي ــسي منتقــل شــده ب در گــروه (هــاي بيوپ

شناسي و مركز تحقيقات سلولي و مولكولي دانـشگاه علـوم            ميكروب

مدت در  ) پزشكي ايران و گروه بيوتكنولوژي دانشگاه تربيت مدرس       

گيـري روي دو محـيط كـشت         ساعت پس از نمونه    6زماني كمتر از    

و   انتقال ،]17،16[  (Piccolmini)ميني     پيكول اختصاصي طبق روش  

بـا رطوبـت بـالا و شـرايط         گـراد     درجه سـانتي   37 ها در دماي    پليت

ــهآميكرو ــل ب ــدت  ئروفي ــرم7-3م ــه   روز در گ ــرار خان ــدق . داده ش

H.pylori  ــاس ــتبراس ــي  ريخ ــ(Morphology)شناس ني و و كل

آز تعيين  هاي مثبت كاتالاز و اكسيداز و اوره آميزي گرم و واكنش رنگ

ها از سـطح      باكتري.  روز منفي تلقي شد    7عدم رشد طي    . دشهويت  

در محيط نگهدارنـده در      آوري و    استريل جمع  پپليت به كمك سوا   

  .]14[ دشنگهداري  گراد  درجه سانتي-80دماي

  

  DNAجداسازي  -2-2

 پ به كمك سوا   آن را ،  H.pylori روزه از    3 پس از تهيه كشت تازه    

تـريل جم ــ  (Saline)  حــاوي ســالينلولـه آوري شــده و در ميكرو عـاس

تـريل،       هبار شستشو ب   پس از يك  . دـشق  لـاستريل مع  يـله سـالين اس وس

 ـ        DNAدرايـن روش    . دش ـزكننده معلـق    ـرسوب حاصـل در بـافر لي

  .]18[د شج استخرا، و همكاران (Van Doorn) دورن  ونوسيله روش به

  

2-3- PCR  

 اختصاصي در   (Primers) هايآغازگر  از اين مرحله با استفاده    در

ها    درايزوله cagA و   vacAهاي     جداگانه، وجود ژن   PCRهاي    واكنش

 x1PCR ، 200بافر   ميكروليتر حاوي25 حجم در PCR .بررسي شد

 Taq پليمــراز DNA  ميكروليتــرdNTP  ،25/1ميكرومــول مخلــوط 

(Taq DNA Polymerase) مولار  ميلي5/2و MgCl2 )تهيه  همگي

ــول 20  وFermentas ،(Lithuaniaشــده از شــركت   ميكروم

 پـس از تهيـه    . انجام شـد    از آغازگرها  )پيكومول در ميكروليتر  (

  روغـن معـدني     و پوشاندن آن با    (Mastermix) مخلوط اصلي 

)Cinnagenـ    بـا Master - cycler تگاه ـ دس ـ، فراينـد در )رانـ، اي

  (Denaturation)واسرشـتگي   دمـاي    -1. دماي زيـر انجـام گرفـت      

 : حرارتـي  شـامل      چرخه 35 -2  دقيقه، 5مدت   بهگراد    سانتيدرجه   95

  ، دقيقـه  1مـدت    بـه  گـراد   درجـه سـانتي    95 واسرشـتگي   دماي -الف

  آغــازگر آغــازگر مخــصوص هــر (Annealing)  دمــاي اتــصال-ب

 s-vacA  و m و بـراي   گراد  درجه سانتي  58 در دماي  cagA-Irبراي  (

ــاي ــاي - جو) گــراد درجــه ســانتي 50 دم ــسط  دم   ،)Extension(ب

  PCRواكنش سپس محصول، مدت يك دقيقه هبگراد  درجه سانتي 74

   وزن مولكـولي   (Marker) رنـشانگ در كنـار    در ژل آگارز يك درصد      

 1kb ladder Generuler (Fermentas)  طبـــق روش اســـتاندارد

  .]17[د شبررسي 

  

  آغازگرها -2-4

 جـدا  H.pyloriهـاي   در سويه cagA براي بررسي حضور ژن

اسـتفاده   cagA –Ir از آغـازگر PCR وسيله روش  ن بهاشده از بيمار

از  cagA و تـوالي   Oligo5افـزار  با اسـتفاده از نـرم      اين آغازگر . دش

 بانـك ژنـي   موجـود در  (ATCC 49503) با شماره 60190سويه 

)Gene Bank(با شماره  (AB015415) اين آغـازگر  . طراحي شد

بـراي بررسـي    . شـود   ميباز  جفت 561باعث سنتز محصولي با طول      

  vacA-sوvacA-m  از دو آغـازگر  vacA هـاي ژن  حـضور الـل  

) 1جـدول   (همكـارانش اسـتفاده شـد        و دورن  ونمربوط به مطالعه    

 250محــصول   vacA-sمربــوط بــه آغــازگر PCR، واكــنش ]18[

 را سـنتز  s2 بـراي الـل   بـازي   جفت286 وs1  بازي براي الل جفت

 و m1 بازي براي الل  جفت400 محصول vacA-m آغازگر. كند مي

  .كند مي را سنتز m2براي الل  بازي  جفت486

  

  ي آماريها شرو -2-5

ويتنـي    مـن  يها  نآزمو آمده به كمك     دست  بهدر پايان نتايج    

U (Mann-Whitney U) و X2 افـزار   وسـيله نـرم    بهSPSS 9 

  . قرار گرفتتجزيه و تحليلرد مو

http://daneshresan.com/
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  .vacA-m و cagA-Ir، vacA-s  توالي و موقعيت آغازگرهاي1جدول 
  

  آغازگر '3→'5 توالي  ORFموقعيت از   مرجع

616 - 597  TGG AGG GTC TAC TGG TGG G F افزار طراحي شده، با نرمOligo 5 با استفاده از 
 60190 از سويه cagA توالي ژن

(ATCC49503)  1158 - 1138  CGT TGT GAG CCT GTG AGT TG R 
cagA-Ir  

  ATG GAA ATA CAA CAA ACA CAC F  1 – 211و2
)14(  

2591 - 241  
2862 - 268  CTG CTT GAA TGC GCC AAA C R 

vacA-s  

14391 - 1419  
14632 - 1443  CAC AGC CAC TTT CAA TAA CGA  F 

)14(  
18431 - 1824  
18942 - 1875  CGT CAA AAT AAT TCC AAG GG R 

vacA-m 

  

  m1  وs1  يها ل براي الu05676 ي با شماره بانك ژن60190 سويه ORF شماره بازها از روي كدون شروع، -1

  m2و s2 يها لبراي الu29401  يبا شماره بانك ژن Tx.30  سويهORFشماره بازها از روي كدون شروع،  -2
  

   نتايج-3

دا شده از بيماران مبتلا بـه        ج H.pylori سويه   92در اين مطالعه    

 سويه  92اين  . شدهاي ناحيه فوقاني دستگاه گوارش بررسي         ناراحتي

 جمعيـت بيمـاران   كه ) درصد51(  بيمار جداسازي شد180از تعداد 

دامنـه  و   ندبود)  درصد 45( مذكر 81و  )  درصد 55(مونث   99شامل  

ران  در بيما  H.pylori نسبت جداسازي     و  سال داشتند  80 تا   17 سني

 درصـد   G  ،60،  ) بيمـار  24 از   19تعـداد   ( درصـد    PUD،80مبتلا به   

  (Duodenitis: DUOD) ، دئودنيــت) بيمــار105 از 63تعــداد (

  ســــوء هاضــــمه ، و ) بيمــــار12 از 1تعــــداد  ( درصــــد8

)Non ulcer dyspepsia: NUD( 23درصد )  بيمار30 از 9تعداد ( 

  . استنشان داده شده 2 و جدول 8 تا 1بود كه در اشكال 
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  . بيمار داراي التهاب معدي بر حسب جنس180 1شكل 
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:  فراواني بيماران مورد مطالعه به تفكيك جنس و بيماري سوء هاضمه2شكل 

NUDالتهاب دوازدهه ، :Duگاستريت ، :Gمعده ، التهاب گوارشيPUD :.  
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دوازدهه بيمـاران بـه       از بيوپسي معده و    H.pylori فراواني جداسازي    3شكل  

  .روش كشت
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  .ي مختلف آنها پ از بيماران و فراواني تيH.pyloriي ها هميزان جداسازي سوي 2جدول 
  

  نوع بيماري
تعداد 

  بيمار

فراواني 

جداسازي 
H.pylori  

  )درصد(تيپ 

      IV                        III                     II                  I  

PUD  24  )80(19  )95(18             -                       -                         )5(1  

G  105  )60(63  )49(31         )5 (3                  )3(2                       ) 43(27  

DUOD  12  )8(1  )100(1              -                       -                              -  

NUD  39  )23(9  )22(7               -                       -                    )   78(2  

  31)33 (                   2)2(                      3)3   (       57)62(  92)51(  180  مجموع
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  . معدي- در اختلالات گوارشيH.pylori در انواع جداسازي vacA فراواني 4شكل 
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 در اخـتلالات گوارشـي      H.pyloriا شده    در انواع جد   vacA فراواني   5شكل  

  .بر حسب بيماري
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  . جدا شده از بيمارانH.pyloriهاي فراواني انواع مختلف سويه 6شكل 
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  . به تفكيك بيماري vacAهاي  فراواني الل7شكل 

  

  

  

  

  

  

  

  
  .vacA-m F/R شده با آغازگر  تكثيرvacA PCRمحصول  8شكل 

  

 Iهاي تيپ  دهد فراواني سويه نشان مي ها كه يافته طوري به

  درصد62(ها در بيماران بيشتر است  نسبت به ساير تيپ

  درصدIV ،26/3 تيپ  درصد33 در مقايسه با Iهاي تيپ  سويه

.  قرار گرفتند)III تيپها در  نمونه  درصد17/2 و IIتيپ در 

ايسه با قم  درPUDتلا به ب در بيماران مIي تيپ ها يهفراواني سو

Gدر  درصد95(داري اختلاف دارد  طور معني  به PUD و  

رسد حضور همزمان  نظر مي هبو  ،)≥P 01/0  باG  درصد49
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كنندگي   كه داراي فعاليت واكوئلهvacAهايي از   و اللcagAهاي  ژن

مطالعات  .شوند مي H.pylori زايي بيماريباعث افزايش هستند 

   آزمايشگاهيصورت همراه مطالعاتي كه به هاپيدميولوژيك ب

(in vitro) ت، ـرفته اسـورت گـايشگاهي صـات آزمـوانيـروي ح

 كه  استIهاي تيپ   بيشتر سويهزايي  بيماريدهنده پتانسيل نشان

 را در (Interleukin-1: IL-1) 1توانند ترشح اينترلوكين  مي

  .ندهاي پوششي القاء كن سلول
  

  بحث -4

 ـ    از شـايع   H.pyloriعفونت بـا     ي ناحيـه   هـا   تتـرين عفون

 20 تـا    10 در حـدود     كـه   طوري  بهدستگاه گوارش انساني است     

 آمـده اسـت     ها  شيرد و در گزار   گ  مي را در بر     ها  ت جمعي درصد

 با اين بـاكتري از دوران       (Clonization) كه ميزان كلونيزاسيون  

. ]20،  19[يابـد    يش مـي   سـال افـزا    60كودكي تا سن بـالاتر از       

 افراد مبـتلا بـه      درصد 5 مطالعه انجام شده در ژاپن نشان داد كه       

ــا   ســال دچــار بــدخيمي معــده 10  طــي H.pyloriعفونــت ب

در ساير مطالعات نيز گـزارش شـده اسـت كـه            . ]11[وند  ش  مي

 عفونـت از     درصـد  82نماي غالب مختلف پاتولوژي در زمينـه        

ه با آمارهاي كتب مرجـع و        ك است مثبت   H.pyloriنظر وجود   

التهاب معدي به علـت ايـن       . ]21 -16[مقالات هماهنگي دارد    

  بـــاكتري، ســـطحي و در قـــسمت فوقـــاني لامينـــا پروپريـــا 

(Lamina Propria)  گاسـتريت  مبتلا بـه  ود و افرادش ميديده ،

 بدون علامت هستند بنـابراين معالجـه ايـن عفونـت در             معمولاًً

هنـد يـا بـه      د  مـي اسيد پاسخ ن   مان ضد دار كه با در    افراد علامت 

  .]3[ استدرمان طولاني مدت نياز دارند، قابل قبول 

ترين عامـل     كه در حال گسترش است و مهم       H.pyloriجنس  

ــاري ــتلالات زاي بيم ــسياري از اخ ــت(  ب ــه  ) عفون ــده از جمل مع

 و (Adenocarcinoma) معـده، آدنوكارسـينوما   ، زخـم گاسـتريت 

هاي وابسته به اين بـاكتري        يص بيماري براي تشخ . استلنفوم معده   

  در محـل  سـازي     دورگـه هاي تشخيـصي مولكـولي ماننـد          روش از

(In Situ Hybridization) ،FISH (Fluorescent In Situ 

Hybridization) ،PCR (Polymerase Chain Reaction)  و

  .]23، 22[ دوش ي سرولوژيك استفاده ميها آزمون

PCR  كيبي از   ترين شكل آن تر     در سادهDNA  ،هاي آغازگر

 (DNA Polymerase) پليمـراز  dNTPs، DNA اوليگونوكلئوتيدي

 حـرارت داده و     مقاوم به حرارت و بافر مناسب است كه مكرراً        

از . ]24[ شود كوتاه هدف سنتز     DNAوند تا مقداري    ش  ميسرد  

 ه از بيوپسي معـده، عـصار      H.pyloriاين روش براي تشخيص     

 عـلاوه بـر     .ودش ـ  مـي فوع اسـتفاده    معدي، پـلاك دنـدان و مـد       

ــراي  ــن روش ب ــينتتــشخيص از اي ــاكتري (Typing) ســويه عي  ب

كنند كـه     صورت مستقيم از بيوپسي و نيز بعد از كشت استفاده مي            به

 هدف مورد اسـتفاده قـرار       DNAعنوان    به (Locus)جايگاه  چندين  

 Aآز زير واحدهاي     هاي اوره   ، ژن rRNA s16گيرد كه شامل ژن      مي

 ناميـده  "C آز اوره"  كه قـبلاً glm Mسفوگلوكوموتاز ـ و ژن فBو 

 بـاكتري   10ايـن روش بـا حـضور       كه در اين صورت      استشد،    مي

  .]12، 11[ شود كار برده مي هبراي تشخيص ب

H.pylori ــي  بيمــاري داراي فاكتورهــاي  (Virulence)زاي

ود و همچنـين    ش ـ  مـي  آن در محيط اسيدي      ياست كه باعث بقا   

هد تا باكتري در مخـاط معـده كولـونيزه شـود و بـا               د  مياجازه  

  .ودش ميبافتي  سيستم ايمني ميزبان مقابله كند و باعث تخريب

 بـين   H.pyloriي مختلـف    هـا   پرافيايي ژنوتي غگسترش ج 

 و  ]26،  25،  4[ شرق آسيا و كشورهاي اروپايي متفـاوت اسـت        

  دليــل قرارگــرفتن در ي اپيــدميولوژيك در ايــران بــههــا يبررســ

  ارتباطي اين كـشورها داراي اهميـت فراوانـي اسـت كـه            محل  

 يهسـو زايـي     بيماريسد توسعه بيماري به فاكتورهاي      ر  مينظر   به

 )(Co-factor حساسيت ميزبـان و فاكتورهـاي كمكـي       باكتري،  

ي مختلـف   هـا   هيترين تفاوت بين سو    مهم. محيطي، بستگي دارد  

H.pylori       حضور يا عدم حـضور cagA  ـ   ي مختلـف  هـا   ل و ال

vacAاست .  

مطالعــات در ايــن زمينــه هرچنــد محــدود اســت امــا ايــن 

  انـد   هبنـدي كـرد     طبقـه  I را در تيـپ      ها  همطالعات نيز اغلب سوي   

 و  cagAي  هـا   نسـد حـضور همزمـان ژ      ر  مـي نظر   هب. ]26،  11[

كننـدگي هـستند      كـه داراي فعاليـت واكوئلـه       vacAيي از   ها  لال

ا سويه جدا شده    تنه. ندوش  مي باكتري   ييزا  يبيمارباعث افزايش   

 از بيمـاران    III و در سويه داراي تيـپ        IIاز بيماران داراي تيپ     

. جدا شده است  ) PUDتر خيم بيماري خوش  (گاستريتمبتلا به   
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 صـورت   بـه همـراه مطالعـاتي كـه        هاما مطالعات اپيدميولوژيك ب   

 روي حيوانات آزمايشگاهي صورت گرفته اسـت،        آزمايشگاهي

.  اسـت  Iي تيـپ    ها  ه بيشتر سوي  ييزا  ي بيمار دهنده پتانسيل  نشان

ي ها ب منجر به آسي   IIي تيپ   ها  ه برخلاف سوي  Iي تيپ   ها  هسوي

. وندش ـ  مـي ي آزمايـشگاهي    هـا   ششبيه به انـسان در معـده مـو        

را در   IL-1واننـد ترشـح     ت  مـي  Iي تيـپ    هـا   ههمچنين تنها سوي  

ي ها  هاز طرف ديگر سوي   . ]27،  3[ القاء كنند    پوششيي  ها  لسلو

، ]8[گيرترنـد     بـسيار سـخت    Iي تيپ   ها  هت به سوي   نسب IIتيپ  

 بـين افـراد و همچنـين        ها  نبنابراين احتمال دارد قدرت انتقال آ     

بنـابراين، مطالعـات بـراي      .  كمتر باشد  ها  نقدرت كلونيزاسيون آ  

 بيشتر روي اين دو ژن متمركـز        ويرولانسي با   ها  هيشناخت سو 

ه دو تيـپ   را ب  H.pyloriي  ها  هيشده است و برهمين اساس سو     

cagA+ I و vacA+) تيپو ) كنندگي خاصيت واكوئله cagA- II و 

vacA- نندك مي بندي تقسيم.  

  

 (vacA) كنندگي خاصيت پروتئين واكوئله -4-1

هـاي   اين پروتئين كه باعـث ايجـاد واكوئـل در كـشت سـلول          

 ـد از سوسپانـسيون فيل    وش   مي پوششي  در سـال    H.pyloriر شـده    ت

 vacAژن  . ده است ش تعيين توالي  1994تخليص و در سال      1992

توكسين   كه يك پره   استباز    جفت 3933 تا   3864اي از    داراي دامنه 

)per-toxin (14    كند اين پـروتئين در حالـت          كيلودالتوني را كد مي

. ]4[كنـد      حركـت مـي     كيلودالتون 90 صورت تقريباً  هآن ب واسرشته  

vacA  ــيون و ــسهيل كلونيزاس ــث ت ــا باع ــت H.pylori ي بق  اس

ثري عليه كلونيزاسـيون    ؤكه واكسينه كردن موش با ايمني م        طوري  به

  .]28[ دشو باكتري به موش مي كلونيزاسيون مانعتجربي 

 باعث ايجاد واكوئـل      آزمايشگاهي  در شرايط  vacAپروتئين  

 امـا از آنجـا كـه نقـش          شـود   مي Helaهاي    در سيتوپلاسم سلول  

vacAبدن در شرايط  (in vivo)تر از نقـش آن در    بسيار پيچيده

ايجاد واكوئل در نمونه بيوپسي كمتـر        (است  آزمايشگاهي شرايط

هــاي مختلــف آن در ســطح ژن  بررســي الــل). شــود ديــده مــي

ها با بيماري نـسبت بـه         و ارتباط آن  ) Genotyping: ژنوتايپنيگ(

  .تر است ارجح) Phenotyping: فنوتايپينگ(بررسي پروتئين آن 

ي هـا   ههد كه فراوانـي سـوي     د  ميي اين تحقيق نشان     ها  هيافت

 ) درصـد 62( ها در بيماران بيـشتر اسـت    نسبت به ساير تيپ   Iتيپ  

 تحقيق انجام شده نشان از فراواني اين ژن         vacAدر بررسي ژن    

 از  درصــد94ي جــدا شــده از بيمــاران دارد يعنــيهــا هدر ســوي

H.pylori        جدا شده از بيماران داراي ژن vacA مـورد  87(ند  هست  

در مطالعاتي كه در همين زمينه در ايـران         ).سويه جدا شده   92از

 يهـا   ه انجـام گرفتـه فراوانـي سـوي        SDS-PAGEبا استفاده از    

vacA+  ،60 در ايـن مطالعـه بررسـي        .]32 -29[ اسـت ) درصد

 در رفع اين نقص گام نهاده شد زيرا         vacAي مختلف ژن    ها  لال

 ـ  مـي  vacAي  ها  لكه از طريق بررسي ال     وان فعاليـت پـروتئين     ت

vacA  نتـايج حاصـل نـشان داده اسـت كـه           . بيني نمود   را پيش

ي جدا شده دارد و سويه با الل        ها  ه كاملي در سوي   ي، برتر s1الل

s2   در سـاير مطالعـات بيـشتر در          مطلـب   اين ، جدا نشده است 

ود و باعث شده اسـت كـه از ايـن الـل             ش  مي ديده   PUDبيمار  

 ]37 -33[ ياد شود    PUDطر ابتلاء به    عنوان شاخصي براي خ    به

 NUD  در  درصـد  74 با فراواني    s1در مطالعات داخلي نيز الل      

  .]38[  گزارش شده استPUD در بيماران مبتلا به  درصد79 و

عـشر    بيماران مبتلا به زخم اثنـي       درصد 90در ايالات متحده    

ند در مجموع بيماران عفـوني      هست s1هاي داراي الل      حامل سويه 

 PUD داراي اين الل خطر زيـادي بـراي ابـتلاء بـه              H.pyloriبا  

رسـد درايـران نيـز        نظـر مـي    بنابراين به ،  ]40،  39،  37،  34[ دارند

 بـسيار بـالا   H.pylori در بيماران عفوني بـا  PUDاحتمال ابتلا به    

دست  هاي به نيز يافته ،vacA ژن (m)هاي ناحيه مياني  الل از. باشد

  .]40[دهد  ساير نقاط جهان نشان ميهايي را با  آمده، تفاوت

ي هـا   ت متعددي از سراسر جهان با تفاو      يها  شتاكنون گزار 

ي مختلف منتشر شده اسـت كـه        ها  ل و ال  ها  نفاحش در شيوع ژ   

 H.pylori ييزا  ي بيمار دهنده دخالت فاكتورهاي متعدد در     نشان

  و همكـارانش )Kidd(كيد  1999 در سال .] 41، 35، 33، 32[است 

   درصــد20 و s1 الــل  درصــد80شــيوع ( و  درصــد95شــيوع 

 s2 طـرز   و به كردند  را در بيماران آفريقاي جنوبي گزارش       ) الل

  ي جدا شـده از بيمـاران مبـتلا        ها  ه تنها درسوي  s2يها  للاجالبي  

  همچنين نتايج ايـن مطالعـه نـشان از         .]32[ود  ش  مي ديده   G به  

 ـ  m2 الـل     درصـد  64( دارد   m2غالب بودن الـل        سه بـا   در مقاي
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در مطالعات داخلي در همين زمينه نيز نتـايج         ). m1 الل    درصد 31 

 غالـب   m2دست آمده است كه در آن مطالعـه نيـز الـل               مشابهي به 

  درصـد  55بـا فراوانـي      m1 اي ديگـر الـل      و در مطالعه   ]37[است  

 بـا فراوانـي     m2 در ساير نقاط جهـان الـل       ]4[ارش شده است    زگ

 ديـده   گاسـتريت ز بيماران مبـتلا بـه       شده ا  هاي جدا   بيشتر در سويه  

 در  m2 الـل    ه حاضـر،  نتايج مطالع ـ  با توجه به     اما. ]40 ،32[شود    مي

شـود كـه      ديـده مـي     كمتـر  G درمقايـسه بـا      PUDبيماران مبتلا به    

تفـاوت بـين     اين   و ، كمتر آن باشد   زايي  بيمارياي از    تواند نشانه   مي

، در ار نيـست د مختلف معنـي  در بيماران s1/m2 و   s1/m1هاي    الل

هـا معيـار مناسـبي بـراي          ايـن الـل    دهـد كـه     نشان مي صورت  اين  

البتـه  . نديست بيشتر ن  زايي  بيماريانسيل  تداراي پ  هاي  غربالگري سويه 

هاي خاصي در ايـن جمعيـت ايرانـي نيازمنـد مطالعـات               فقدان الل 

  .اين زمينه است تر در وسيع

  

   تشكر و قدرداني-5

ر سيدمرتـضي هاشـمي، دكتـر       اين مقاله با كمك آقايان دكت     

ي بـاليني و آقـاي علـي احمـدي          هـا   هاحمد نظيفي در تهيه نمون    

در تهيه مطالب آن انجام شده      ) شناسي دانشجوي دكتري باكتري  (

 .ودش ميوسيله از همكاري آنان سپاسگزاري  است كه بدين
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