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  مقاله پژوهشي
  

ا ي مبتلا به زخم معده سوشهاي هليكوباكتر پيلوري جدا شده از بيماران تعيين ژنوتيپ
  cagAو ureAB, vacA  ژنهايRFLP-PCR  بر اساس الگويبدون زخم معده

    
  ***مهدي كلاني، **عبدالوهاب البرزيدكتر ،  *عزيز ژاپونيدكتر  ،* شهره فرشاددكتر 

  
  26/9/87:   ،  پذيرش    18/1/87  :دريافت 

  

  :چكيده
مطالعات نشان مي دهند كه دلايل تنوع پيامدهاي كلينيكي عفونت ناشي از هليكو باكتر پيلوري ممكن است كه بـه             : مقدمه و هدف  

 بر  .شيوع يا بيان فاكتورهاي بيماريزاي وابسته به باكتري مرتبط باشند         , فاكتورهاي محيطي و ميزبان وهمچنين اختلاف در ژنوتيپ       
 در سوشـهاي  ureAB, vacA, cagA پراكندگي ژنوتيپهاي مختلف فاكتورهاي اصلي بيماريزايي مطالعه تعييناين اساس هدف از اين 

  .هليكوباكتر پيلوري جدا شده از بيماران داراي عفونت معده بدون زخم و بيماران داراي زخم معده بود
 سوش آنها از بيماران داراي عفونت معده بدون 35يكوباكتر پيلوري كه  سوش هل65توصيفي ـ مقطعي   در اين مطالعه :روش كار

  . مورد مطالعه قرار گرفتندRFLP-PCR سوش آنها از بيماران داراي زخم معده جدا شده بودند با روش 30زخم و 
، ) >05/0P ( نـي داري  در سوشهاي جدا شده از بيماران داراي زخم نسبت به بيماران فاقد زخم بصورت معvacA  شيوع ژن :نتايج

.   با سه باند در هر دوگروه بيماران فراواني بيـشتري داشـت  β الگوي .  متفاوت ديده شددوالگويcagA ژن  RFLP در. بيشتر بود
.  جداشده از بيماران داراي زخـم شـد  vacA از سوشهاي داراي % 33/83هضم آنزيمي منجر به توليد يك الگوي كاملاً يكنواخت در 

 الگوي قابل افتراق را مشخص كـرد  ureAB 10 آناليز پلي مرفيسمهاي . ا حالت زخم دار بيماري از نظر آماري مرتبط بوداين الگوب
 هيچ ارتباطي بـين الگوهـاي خـاص     ureAB, cagA براي ژنهاي %). 61/47( شايعترين الگو در تمام سوشها بود ureAB 5a كه الگوي 

DNAد و حالت كلينيكي بيماري مشاهده نش.  
 ممكن است كه فاكتور خطري براي ايجاد حالـت زخـم دار بيمـاري    cagA اگرچه در بيماران مورد بررسي حضور ژن  :نتيجه نهائي

در نهايـت عليـرغم وجـود    .  با افزايش خطر ايجاد زخم همراه استvacA نباشد اما به نظر مي رسد كه وجود يك ژنوتيپ يكسان  
  . در منطقه ما انتشار دارندDNA ، الگوهاي محافظت شده اي از ureAB درجه بالائي از تنوع ژنومي در ژن 

   

 هليكوباكترپيلوري/ واكنش زنجيره اي پليمراز / ژن هاي بيماري زا / زخم معده  : كليد واژه ها

   

  :مقدمه 
ــط            ــده توسـ ــاد شـ ــده ايجـ ــاب معـ ــروزه التهـ امـ

هليكوبــاكترپيلوري بــه عنــوان عامــل اصــلي زخــم معــده، 
وم، ادنوكارسينوماي معده و لنفـوم بافـت  لنفوئيـدي           دئودن

دلايل ايـن تنـوع     ). 1(وابسته به مخاط شناخته شده است       
پيامدهاي كلينيكي عفونت ممكن است كه به فاكتورهـاي         

 ميزبان وهمچنـين اخـتلاف در شـيوع يـا بيـان             ،محيطي  
  فاكتورهــاي بيمــاريزاي وابــسته بــه بــاكتري مــرتبط     

  
  

تغييـرات ژنتيكـي بـسيار    ، ي مختلف  تكنيكها). 2،3(باشند
 متنوعي را در سوشهاي هليكوباكتر پيلوري نشان داده انـد         

تفاوتهاي ژنتيكـي در ارگانيـسم ممكـن اسـت كـه            ). 7-4(
فاكتورهاي بيماريزا، عملكرد و خصوصيات آنتي ژني آنها را         

تنوع آنتي ژني محـصولات يـك  ژن   . تحت تاثير قرار دهد  
انيـسم فـرار از سيـستم       مشخص ممكن است كـه يـك مك       

. ايمني را براي سوشهاي هليكوباكتر در ميزبان ايجاد نمايد        
  مطالعات وسيعي براي تعيين ژنوتيپ شاخصهاي بيماريزاي      

  
  

 ــــــــــــــــــــــــــــــــــ 
  )s_farshad@yahoo.com( شيراز دانشگاه علوم پزشكي كروبشناسي باليني استاد البرزيمركز تحقيقات مياستاديار  *

  شيراز دانشكده پزشكي دانشگاه علوم پزشكي اطفالاستاد گروه  **
  كارشناس ارشد مركز تحقيقات ميكروبشناسي باليني استاد البرزي دانشگاه علوم پزشكي شيراز ***
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هليكوباكتر پيلوري انجام شده است تا بتوان با اسـتفاده از           
اساس . آنها پيامدهاي بيماري يك عفونت را پيشگويي كرد       

ــده   ــام ش ــات انج ــام مطالع ــي تم ــاي بررس  vacA ژنه

)3،8،9(،cagA  )12-10( و ureAB) 13،14 (مــي باشــد .
براساس تحقيقات گذشته سوشهاي توليـد كننـده ژنهـاي          

 در بيمـاران بـا علائـم    vacA وcagA, ureAB ويـرولانس  
كلينيكــي مختلــف ماننــد گاســتريت، زخــم معــده، زخــم 
دئودنوم و التهاب مري همراه بـا رفلكـس شـيوع بيـشتري             

با اين وجـود درمطالعـات انجـام شـده در           ). 15،16(دارند  
نواحي جغرافيايي مختلـف جهـان در زمينـه ارتبـاط بـين             
ژنوتيپ هاي مختلف با افزايش بيماريزايي و ايجاد زخم يـا           
بيماري بدون زخم ويا ايجاد كارسـينوماي معـده اخـتلاف           

  ).1(نظراتي وجود دارد 
ايـران تقريبـاً     شيوع عفونت با هليكوباكتر پيلـوري در              

بنابراين هدف از ). 17،18(گزارش شده است  درصد92-82
 ureAB, vacA, cagA  وضـعيت ژنهـاي   تعييناين مطالعه 

در سوشهاي هليكوباكتر پيلوري جدا شده از بيماران، هـم          
چنين شناسايي تنوع ژنتيكي سوشها با اسـتفاده ازتعيـين          

مختلف  هاي يپژنوت بين ارتباط و بيماريزا فاكتورهاي ژنوتيپ
  .و حالتهاي توام  با زخم و فاقد زخم بيماري مي باشد

  :روش كار
  مرد60( بيمار114توصيفي ـ مقطعي  مطالعه       در اين 

  سـال و ميـانگين سـني       16-80محدوده سني     زن با  54و  
مراجعــه كننــده بــه بخــش اندوســكوپي )  ســال14±3/41

ي شيرازدر  بيمارستان نمازي وابسته به دانشگاه علوم پزشك      
تــشخيص .  مــورد بررســي قــرار گرفتنــد84-85ســالهاي 

عفونت هليكوباكتر پيلوري و تائيـد بيمـاري معـده توسـط            
داد از اين تع  . آسيب شناس از بررسي بافت معده انجام شد       

 نفـر بـدون زخـم    77ده و  نفر مبتلا به زخـم مع ـ    37بيمار  
قسمتي از بيوپسي آنتروم معده نيز در محـيط         . معده بودند 

محيط مايع عصاره قلب و مغز غني شده با         (نتقالي مناسب ا
به آزمايشگاه ميكروب شناسي باليني اسـتاد  ) گلوكز  20%

معيارهايي مانند استفاده از آنتـي      . ارسال شد شيراز  البرزي  
بيوتيــك هــا، بازدارنــده هــاي پمــپ پروتــوني و تركيبــات 

 هفته قبل از اندوسكوپي و جراحي قبلي معده         2بسيموت،  
  .ي حذف بيماران از اين مطالعه درنظر گرفته شدبرا

نمونه هاي بيوپـسي    : جداسازي سوشهاي هليكوباكتر پيلوري     
بيماران به آرامي بين دو لام هموژن شده و در محيطهـاي            

  %10آزمايش اوره آز سريع و بروسلا آگار غنـــــي شده با 

  
   B خون اسب ليز شـده و آنتـي بيوتيكهـاي آمفوتريـسين     

)  ميكروگرم در ليتر5(تري متوپريم  ) روگرم در ليتر   ميك 2(
كـشت داده   )  ميكروگـرم در ليتـر     10(و ناليديكسيك اسيد  

اكـسيژن ،   % 6( كشتها در شرايط ميكرو ائروفيليك      . شدند
) نيتروژن% 8/79هيدروژن و   % 1/7دي اكسيدكربن،   % 1/7

ساخت شركت مارت (دستگاه آنوكسومات ايجاد شده توسط  
نگهداري  سانتيگراد درجه 37دماي در روز 5-10بمدت )هلند
ئيد ارگانيـسمهاي رشـد كـرده از تـستهايي       اجهت ت . شدند

  . كاتالاز و اوره آزسريع استفاده شد ،مانند اكسيد از
سوشـهاي هليكوبـاكتر پيلـوري را پـس از      :DNA استخراج 

  ميلـي مـولار   TE 10 [ ميكروليتر با فـر 383شستشو در 

Tris – HCl ولار  و يك ميلـي م ـ (PH=8)  EDTA  15  و 
 ميكروليتـر  2 و   ]%)10ميكروليتر سديم دود سيل سولفات      

  K  ميكروگــرم در ميلــي ليتــر محلــول پروتئينــاز 20از 
 56 سـاعت در     2بصورت سوسپانسيون در آورده و بمـدت        

با استفاده از حجم برابر     . درجه سانتي گراد قرار داده شدند     
 اسـتخراج   DNA) 25:25:1(فنل و كلروفرم در ايزوپروپانل      

 درجه  سرد ، رسوب داده و 97 حجم از اتانول 2شده و در   
 ميكروليتـر از    50 درجه شستـشو و در       70سپس با اتانول    

 مـورد  PCR  حل شده وبعنوان الگو براي واكـنش  TEبافر 
  ). 19(استفاده قرار گرفت

توالي پرايمرها كـه در مطالعـات        :واكنش زنجيره اي پليمراز     
 TIBMOLBIOL ازكمپـاني ) 9(ارش شـده بودنـد  ديگرگز

Syntheselabor GmbHتـوالي و  .  برلين آلمان تهيه شدند
  .  نشان داده شده است1مشخصات اين پرايمرها در جدول 

  

 و cagA, vacA ترادف پرايمرهاي اختصاصي ژنهاي : 1جدول 
ureAB  مورد استفاده در واكنشPCR  

  اندازه 
PCRمحصول 

)bp(  

  
  مرها ترادف پراي

)′3-′5(  

  
  

 پرايمر

  

1162  
  

GCTTCTCTTACCACCAATGC 
TGTCAGGGTTGTTCACCATG 

F 
R 

vacA

1320  
  

AGTAAGGAGAAACAATGA 
AATAAGCCTTAGAGTCTTTTTGGAAATC

F 
R 

cagA

2420  AGGAGAATGAGATGA 
ACTTTATTGGCTGGT 

F 
R 

ureAB

  
 بـافر  1x ميكروليتر بـا مقـادير       50 در  حجم     PCRواكنش  

PCR ، 200يكرومــول از هــر دزكــسي نوكلئوزيــد تــري  م
 ميلي مولار كلريـد     5/1 پيكومول از هر پرايمر،      25فسفات،  
 DNA  ميكروليتر از10پليمراز وTaq آنزيم  واحد 5 منيزيم،

  .استخراج شده از سوشهاي هليكوباكتر پيلوري انجام شد
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شامل يك مرحله دنـاتوره  PCR برنامه سيكل حرارتي       
 درجه سانتي گراد 94 دقيقه در دماي 2دت كردن اوليه بم

 vacA ،1  بـراي ژن  ; چرخه بصورت زيـر بـود  35و سپس 
  oC72 دقيقه در    1 و   oC58 ، يك دقيقه در      oC94دقيقه در 
 و oC50 ثانيه در oC94 ، 45 ثانيه در cagA  45 براي ژن 

 oC يـك دقيقـه در   ureAB  و بـراي ژن  oC72  ثانيه در45
 و دو دقيقـه     oC 50 يك دقيقـه در       درجه سانتي گراد،   94
  رــــوسايكــــ توسط دستگاه ترمDNA تكثير .  oC72 در
 در ژل آگارز PCR محصولات . انجام شد) اپندرف ، آلمان(

الكتروفورز شده و توسط اتيـديوم بروميـد رنـگ آميـزي و             
  .تصوير برداري شدند

 تكثيـر  ureAB و vacA, cagA  قطعات  PCR-RFLP: آناليز 
 و HphI،  HaeIII, HinfI به ترتيب توسط آنزيمهـاي  شده 

 MBI (در بافر مناسب توصيه شده توسط كارخانه سازنده 
 درجه سانتيگراد 37 ساعت در 4بمدت ) فرمنتاس ليتواني 

محصولات بدست آمده در ژل آگارز      . شكسته و هضم شدند   
 الكتروفورز شده و در اتيـديوم  TAE  بافر 1x همراه با % 2

  . رنگ آميزي شدندبروميد
هاي  آناليز داده براي فيشر دقيق آماري از تست :آناليز آماري

 p ارزش. آمده از روش شرح داده در بالا استفاده شد بدست
  .از نظرآماري معني داردر نظر گرفته شد 05/0كمتر از 

  :نتايج 
براساس : گروه بيماران و شيوع عفونت هليكوباكتر پيلوري              

اتولوژي و اندوسـكوپي، بيمـاران بـه دو گـروه           يافته هاي پ  
در كل با روش    . داراي زخم و فاقد زخم معده تقسيم شدند       

و از ) %80/81( ســوش 30كــشت از بيمــاران داراي زخــم 
ــم   ــد زخ ــاران فاق ــوش 35بيم ــاكتر ) %45/45( س هليكوب

  .پيلوري جداشد
  در هليكو باكتر پيلوري هـاي  ureAB, vacA, cagAشيوع ژنهاي 

نتـايج حاصـل از واكـنش زنجيـره اي           :ده از بيماران    جدا ش 
 سوش هليكو باكتر پيلـوري جـدا شـده از         65پليمراز براي   

 داراي ژن %) 69/47( سـوش  31بيمـاران نـشان داد كـه    

cagA ، 37 داراي ژن %) 92/56( سوش vacA سوش 42و 
  . بودندureAB  داراي ژن%) 61/64(

يماران داراي زخـم    در ب ureAB, vacA, cagA      ژنهاي 
نسبت به بيماران فاقد زخم     %) 73و  % 80،  %56به ترتيب   (

داراي فراوانـي   % ) 14/57و  % 14/37،  %14/37به ترتيب   ( 
بيشتر بودند، اما اين تفاوت بين دو گروه بيمار تنها درمورد           

  ). >P 05/0 (  از نظر آماري معني دار بودvacA  ژن

  
 cagA ل هضم آنزيمـي ژن   بدنبا :RFLP- PCRالگوهاي        

 αوβ ، دو الگوي مختلـف  HinfI تكثير يافته توسط آنزيم  
 در مقايـسه بـا      βالگـوي   ). 1تصوير) (2جدول(بدست آمد   

 داراي فراواني بيشتري در هـر دو گـروه بيمـاران            αالگوي  
بود كه اين تفاوت از نظر آمـاري معنـي دار بـود امـا هـيچ            

ي بدســت آمــده و ارتبــاط معنــي داري بــين ايــن الگوهــا
   ).<P 05/0 ( تظاهرات كلينيكي وجود نداشت

  
دردو گروه از بيماران  cagA ژن RFLP-PCRالگوهاي : 2جدول 

  با زخم معده و بدون زخم
  

   +cag Aبيماران 
  بدون زخم  داراي زخم  الگو

  
  جمع

α) 3) 67/9(  1) 69/7(  2) 11/11(* )بدون برش  
β) 328) 32/90(  12) 92/30(  16) 88/88(  ) باند  

  31  13  18   كلتعداد
  . اعداد داخل پرانتز درصد مي باشند*
  
  

  
  

 الكتروفورزيس نمونه اي از نتايج هضم آنزيمي قطعه : 1تصوير 
 سوشهاي هليكو باكتر پيلوري جـدا    cagA جفت بازي ژن  1320

قطعه هضم  3 و 1  رديف;%. 2شده از بيماران بر روي ژل آگاروز 
 4رديف , )β الگوي( قطعه هضم شده 2 رديف ,)αالگوي (نشده 

   قطعات نشانگر
  

 جفت باز توسط 1162  با اندازه vacA هضم آنزيمي قطعه 
 بـا  1الگوي ( به توليد الگوي كاملاً يكنواختي  HphI  آنزيم

   مثبت vacAاز سوشهاي % 33/83شد كه در  منجر)  باند3
  مــزخجدا شده از بيماران داراي ) سوش24 سوش از 20(

 4        3        2        1 

 1320 bp 
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 vacA از سوشـهاي  % 15/46با وجـود اينكـه   . مشاهده شد
جـدا شـده از بيمـاران بـدون         )  سوش 13 سوش از  6(مثبت

زخم اين الگوي يكنواخـت را نـشان دادنـد امـا ايـن الگـو                
ــصورت معنــي داري ــا وضــعيت زخــم دار >P) 05/0 (ب  ب

  ).2تصوير(بيماري مرتبط بود 
  

  

  
  

ه اي از نتايج هضم آنزيمي قطعـه        الكتروفورزيس نمون : 2تصوير  
 سوشهاي هليكو باكتر پيلوري جدا      vacA جفت بازي ژن     1162

و ) 1الگـوي   ) (2،3،4رديفهـاي   (شده از بيماران با زخم معـده        
%. 2بـر روي ژل آگـاروز       )  2الگوي  ) (5،6رديفهاي  (بدون زخم   

   قطعات نشانگر7رديف , vacA  قطعه هضم نشده ژن1 رديف
  

 سوش 42 ، تمام ureAB  مرفيسمهايز پلي بر اساس آنالي
  الگوي 10هليكوباكتر پيلوري جدا شده از اين مطالعه به 

DNA 3تصوير) (3جدول( مشخص طبقه بندي شدند .(  
  

دردو گروه از  ureAB ژن RFLP-PCRالگوهاي : 3جدول 
  بيماران با زخم معده و بدون زخم

 

   +ure ABبيماران 
   زخمبدون  داراي زخم  الگو

  
  جمع

ureAB 3a *)54/4 (1  )5 (1  )76/4 (2  
ureAB 3b )54/4 (1  )5 (1  )76/4 (2  
ureAB 4a )54/4 (1  )10 (2  )14/7 (3  
ureAB 4b )09/9 (2  )5 (1  )14/7 (3  
ureAB 4c )54/4 (1  )10 (2  )14/7 (3  
ureAB 5a )54/54 (12  )40 (8  )61/47 (20  
ureAB 5b )54/4 (1 )10 (2  )14/7 (3  
ureAB 5c )54/4 (1 )5 (1  )76/4 (2  
ureAB 6a )54/4 (1 )5 (1  )76/4 (2  
ureAB 6b )54/4 (1 )5 (1  )76/4 (2  
  42  20  22 تعداد كل

   اعداد داخل پرانتز درصد مي باشند*

  
  

  
  

 الكتروفورزيس نمونه اي از نتايج هضم آنزيمي قطعه : 3تصوير 
 ـ   ureAB جفت بازي ژن     2420 اكتر پيلـوري    سوشهاي هليكو ب

, )a5الگوي(1  رديف;%.2جدا شده از بيماران بر روي ژل آگاروز 
 قطعه هضم   4رديف  , )b 4الگوي (3 رديف   ,)a4الگوي (2رديف
   قطعات نشانگر5رديف , نشده

  
ايــن يافتــه بــر تنــوع ژنتيكــي بــسيار زيــاد ژن اوره آز در  

ايـن  . سوشهاي جدا شده از نمونه هاي بـاليني تاكيـد دارد          
.  بر اساس تعداد و تنوع اندازه باندها نامگذاري شدند         الگوها

 20.  باند با اندازه هاي مختلـف بودنـد        6 تا   3الگوها داراي   
 5 بـا  ureAB داراي الگـوي  ) %6/47( سـوش  42سوش از 

جـدا شـده از     %) 65( سوش   20 سوش از    13باند بودند كه    
بنا بر ايـن فـرض      . بيماران داراي زخم را تشكيل مي دادند      

ن است كه سوشهاي جدا شده از بيماران داراي بيماري براي
شديد گاستر و دئودنال نسبت بـه بيمـاران داراي بيمـاري            
  . خفيــف تــر الگــوي يكنواخــت تــري را بيــان مــي كننــد 

بين الگوهـاي   دارآماري معني ارتباط  هيچureAB براي ژن 
ــصاصي  ــشد  DNA اخت ــشاهده ن ــي م ــاري كلينيك   و بيم

)05/0 (P>.  
  :بحث
كه  هليكوباكترپيلوري سوشهاي ژنتيكي رباره ويژگيهاي د     

ايجاد مي كننـد اطلاعـات      را  در ايران بيماري عفوني معده      
در بررسي حاضر مشخص شـد      . كمي در دسترس مي باشد    

%  69/47 سوش هليكوبـاكتر پيلـوري جـدا شـده           65كه از   
   ureAB ژن %  61/64 و vacA ژن  %  cagA ، 92/56ژن 

7654321

 1162 bp

 500 bp

54321

 2420 bp
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درصد حمل هر سه ژن در گروه بيماران        . را حمل ميكردند  
داراي زخم نسبت به بيماران بدون زخم فراوانتـر بـود امـا             

  بين دو گروه درمورد ژن >P) 05/0 (تنها تفاوت معني دار

vacA  گزارشهاي ارائه شده از مراكز ديگر نيز       .  مشاهده شد
بيانگر ايـن مطلـب اسـت كـه در سوشـهاي جـدا شـده از                 

 بـه  vagA, cagA ، در صد مثبت بودن بيماران داراي زخم 
 ،  5/47-92،    71-100تنهايي ويا هر دوبا هم بـه ترتيـب          

در تمـامي مطالعـات     ) . 21،20( درصد مـي باشـد       75-37
در بيمـاران داراي  vacA ,cagA انجام شده ، شيوع ژنهـاي  

اگرچه , زخم نسبت به بيماران بدون زخم بيشتر بوده است        
  از نظـر آمـاري معنـي دار        در برخي مطالعات ايـن تفـاوت      

و در ديگر مطالعات بي معني گزارش شده اسـت          ) 22،23(
هــر چنــد توضــيح روشــني بــراي ايــن تفاوتهــا ). 24،25(

 وجود نـدارد بـا ايـن     vacA, cagAدرفراواني شيوع ژنهاي 
علت آنرا به ناهمگني ژنتيكي ويا اختلافـات مربـوط          , وجود

اتـصال  ). 1،26،27(به نواحي جغرافيـايي نـسبت داده انـد          
هليكوباكتر پيلوري به اپتيليوم معده و ترشح اينترلوكينهـا         
  يــك مرحلــه مهــم در القــاء التهــاب فعــال لايــه مخــاطي  
. مــي باشــد كــه مــي توانــد بــه توليــد زخــم منجــر شــود

 به كلونيزه شـدن  A)   (vacAسيتوتوكسين واكوئله كننده 
در مخاط معده كمك مي كند كه به نظر مي رسد نتيجـه             

ــد    آ ــان باش ــي ميزب ــستم ايمن ــديل سي ــي ). 28(ن تع پل
مرفيــسمهاي موجــود در ژن ســايتوكاينها ي ميزبــان نيــز 
ممكن است كـه عامـل مهمـي در مقـدار سـايتوكاينها ي              
توليــدي و در نتيجــه تفــاوت در الگــو و شــدت پاســخهاي 

براساس تنوع ژنتيكي ممكن است كـه       ). 29(التهابي باشند 
حيه جغرافيايي به ناحيه ديگر     اين  پلي مرفيسمها از يك نا      

متفاوت باشند كه مـي توانـد احتمـال حـضور ژنوتيپهـاي             
خاص در جمعيت ايران كه آنهـا را نـسبت بـه عفونـت بـا                

مي سازد  مستعدvacA سوش هليكوباكترپيلوري داراي ژن 
  . را توضيح دهد

 دو ژنوتيـپ  HinfI با استفاده از آنزيم محدود كننـده        
 در مقايسه با ژنوتيپ β ژنوتيپ . افت شد يcagA براي ژن 

 α              در تمام سوشهاي جـدا شـده شـيوع بيـشتري داشـت 
امـا هـيچ ارتبـاط آمـاري        %) 69/7در مقايسه با    % 31/92(

معني داري بين ژنوتيپهاي بيان شده بـا علائـم كلينيكـي            
 ساريبا ساك و    مطالعهاين مطالعه با    . بيماري مشاهده نشد  

 را بـراي سوشـهاي   2a نوتيـپ  كه تنهـا ژ ) 12(همكارانش 
  يـــــ يافتند همخوانcagA هليكوباكتر پيلوري داراي ژن 

  
اين ژنوتيپ به عنوان شـاخص ژنـوتيپي سوشـهاي          . داشت

بنـابراين  . جدا شده از كشورهاي غربي شناخته شده اسـت        
 مرتبط cagA به نظر مي رسد كه ارزيابي تنوع ژنتيكي ژن 

ــد   ــوري مــي توان ــاكتر پيل ــا هليكوب ــا و ب ــاط كلونه در ارتب
اپيدميولوژي هليكوباكترپيلوري در جمعيـت هـاي خـاص         

 cagA از طرفي ديگر اگر چه فراواني ژن. نقش داشته باشد
در سوشهاي جداشـده از بيمـاران داراي زخـم نـسبت بـه              
بيماران فاقد زخم بيشتر مي باشد امـا ايـن تفـاوت ازنظـر              

  بـه نظـر    آماري بـين دو گـروه معنـي دار نبـوده بنـابراين              
 در جامعه تحت بررسـي مـا   cagA مي رسد كه حضور ژن 

  ايـن مطالـب را     . فاكتور خطر مهمي محـسوب نمـي شـود        
در سوشـهاي  cagA  مي توان با نداشتن تنوع در توالي ژن 

جدا شده در اين مطالعـه توجيـه كـرد زيـرا كـه تنـوع در                 
 ممكن است كه ساختمان ، خـواص آنتـي   cagA محصول 

ــم     ــروز علائ ــش آن را در ب ــه نق ــرد ودر نتيج ــي، عملك ژن
 توسط PCR هضم محصول . كلينيكي تحت تاثير قرار دهد

آنزيمهاي محدود كننده مختلف، درجات زيادي از تنـوع را      
 در سوشـهاي هليكوبـاكتر   vacA در ساختمان ژنـومي ژن  

پسي معده را تائيد كرده     پيلوري جدا شده از نمونه هاي بيو      
 HaeIII آنزيم با PCR هضم محصول هاي ). 30،31( است 

 37 سـوش از     26موجب شناسايي ارتبـاط ژنتيكـي بـراي         
سوش هليكوباكتر پيلوري تحت بررسي شد كه نتيجـه آن          
ــا   تــشخيص وجــود يــك گــروه يكنواخــت از سوشــهايي ب

 بعـلاوه در  .  بـود  vacAالگوهاي محدود شونده مشابه از ژن       
 cagA در مقايــسه بــا ureAB ايــن سوشــها حــضور ژن  

فراوانترمي باشد كه اين فراوانـي بيـشتر در بيمـاران داراي        
در حقيقت سوشهايي كـه از نظـر        . زخم معده مشاهده شد   

بيماران داراي زخم جدا    %  33/83ژنتيكي مرتبط بودند از       
فراوانـي  % ) 15/46(شدند در حاليكه در گروه فاقـد زخـم          

بنابراين نتـايج   . اشتند و اين تفاوت معني دار بود      كمتري د 
اين تحقيق يافته هاي قبلـي ياماوكـا و همكـارانش را كـه              

 ممكن است كـه  cagA كه وضعيت ژن  توضيح داده بودند 
با اين وجود   ). 16(تنها شاخص بيماريزا نباشد را تائيد كرد        

بر خـلاف نتـايج آنهـا ، مطالعـه حاضـر مطـابق بـا نتـايج                  
تائيـد كـرد كـه تعيـين        ) 32( و همكارانش    ريان تحقيقات
ميتواند توانايي پيشگويي علائم كلينيكـي را  vacA ژنوتيپ 

  .داشته باشد
 ســوش 42 نــشان داده شــد ، نتــايجهمانطوريكــه در       

  ده در اينـــــ مثبت جدا شureAB هليكوباكتر پيلوري  
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 ـ       10ه مطالعه با استفاده از آناليز پلي مرفيسمهاي اين ژن ب
ايـن نتـايج   .  قابل تمايز طبقه بنـدي شـدند  DNA الگوي 

نشان دادند كه تنـوع ژنتيكـي قابـل ملاحظـه اي در بـين               
سوشهاي هليكوباكتر پيلوري جدا شده كه در جامعه ما در          

)  33(فاكــسل و همكــاران . چــرخش هــستند وجــود دارد
 بـراي  HaeIII محدود كننـده  توانستند با استفاده از آنزيم 

 ureAB كه از روي ژنkb 4/2با اندازه PCR صول هضم مح
 سـوش   22 الگـوي مـشخص را بـراي         10تكثير شـده بـود    

آكوپيـانز و  . كلينيكي هليكو باكتر پيلـوري گـزارش كننـد     
 براي همـان  HaeIII بااستفاده از آنزيم ) 4( همكارانش نيز

 RFLP  الگـوي  27توانستند ureAB  از ژن PCR محصول 
 مطالعه مشابه كه توسـط كاتـالونو و         در يك . را نشان دهند  

 ureAB همكارانش انجام شد با تجزيـه پلـي مرفيـسمهاي    
 الگـوي   33 سوش هليكوباكتر پيلوري جدا شده       90برروي  

در مطالعـه حاضـر اگـر    ). 14(بدست آمدDNA قابل تمايز 
 مـشخص شـد امـا    ureAB  الگوي متفـاوت بـراي   10چه 

 بـا  ureAB 5a الگوي از سوشها تنها متعلق به  % 48تقريباً 
اين نتايج با نتايج كاتـالانو و همكـارانش كـه           .  باند بودند  5

 فراوانتـرين حالـت   ureAB 4 نشان دادند يك ژنوتيپ بنام 
  . الگو  بود مطابقت دارد33بين 

  :نتيجه نهايي 
بطور كلي، با وجود اينكه به نظر مي رسـد كـه تنـوع                    

پيلوري موجـود در    ژنتيكي زيادي در سوشهاي هليكوباكتر      
 جامعه ما وجود دارد اما شاخصهاي ژنـومي خاصـي ماننـد           

ureAB         پراكندگي وسيعي دارند و تقريباً داراي توالي حفظ 
در نتيجه با استناد بـه نتـايج حاصـل از ايـن        . شده هستند 

ژنهـاي  PCR-RFLP بررسـي كـه بـروش آنـاليز الگوهـاي      
كـه  ويرولانس انجام گرفته است اينطـور تـصور مـي شـود             

ضرورتاً يـك فـاكتور خطـر بـراي ايجـاد      cagA حضور ژن  
بيماري زخم معده نمي باشد در حاليكـه بنظـر مـي رسـد              

با افزايش خطـر بيمـاري   vacA يك الگوي ژنوتيپي همگن 
در . توام با زخم در جامعه مورد بررسي ما همراه مي باشـد           

 نيز ممكن  ureAB نهايت وجود تنوع ژنومي متعدد در ژن 
در جمعيـت  urease در توليـد واكـسنهاي ضـد    اسـت كـه   

متنوع و ناهمگن انساني مشخص داراي ارزش عملي بالائي         
  .باشد

  :سپاسگزاري 
اين طرح تحت حمايت مالي پروژه تحقيقـاتي شـماره                

  ادــــــ مركز تحقيقات ميكروبشناسي باليني است82 -17

  
 بيمارسـتان نمـازي شـيراز و بـا همكـاري خـانم              ،البرزي  

 كشت و جداسازي باكتري     ،عصومه حياتي در جمع آوري      م
همچنــين از همكــاري . از نمونــه هــا انجــام گرفتــه اســت

صميمانه اساتيد محترم بخـش تحقيقـات گـوارش و كبـد            
جناب آقايان دكتـر كـامران       ،   دانشگاه علوم پزشكي شيراز   

 دكتر مهدي صابرفيروزي و سـيد عليرضـا          ، باقري لنكراني 
  .رددتقوي قدرداني مي گ
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