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  چكيده
باعث بروز  ،هليكوباكترپيلوري ارگانيسم گرم منفي خميده شكل است كه در دستگاه گوارش انسان مستقر شده

يكي از . شود هاي معده مثل آدنوكارسينوما  عوارض مختلف دستگاه گوارش از جمله زخم اثني عشرو گاستريت 
هاي خاصي از اين باكتري  فاكتورهايي كه توجه متخصصين را زياد به خود معطوف كرده است، امكان ارتباط ژن

 هاي مختلف در اين تحقيق فراواني ژنوتيپ. باشد  يمباليني گوناگون  ميبا علا iceAو  vacAو  cagAيعني 
)m2s2 ،m1s2 ،m1s1a ،vaca ،m1s1b1 ،m2s1a  وm2s1b( هاي جدا شده از بيماران مبتلا  سوش در

  .هاي مذكور مورد بررسي قرار گرفته است آن با بيماري رتباطهاي اثني عشر و آدنوكارسينوما و ا به گاستريت و زخم
 يبخش آندوسكوپي بيمارستان الزهرا هاي مذكور دربيمار مبتلا به بيماري100حاضر ازيدر مطالعه :ها روش

هاي بيوشيميايي،  پس از جداسازي هليكوباكترپيلوري و انجام تست. ي تهيه گرديداصفهان بيوپس) س(
  .مورد بررسي قرار گرفت PCRتوسط  vacAهاي مختلف ژن   آللوجود 

هاي  در شرايط ميكروائروفيليك جداسازي و مورد آزمايشهليكوباكترپيلوريصد بيمار باكترياز :ها يافته
نفر زخم اثني عشر  40 نفر مبتلا به گاستريت، 40كصد بيمار با كشت مثبت از ي. بيوشيميايي قرار گرفت

، %5/27، %25فراواني  يدر بيماران مذكور دارا m1s1aهاي  وجود آلل. نفر آدنوكارسينوما بودند 20و
% m2s1b ،25% ،7/5% ،1و % 10و % m2s1a ،30% ،30 ،%30و % m1s1b 20% ،25% ،25و % 35
  .هاي فوق مشاهده نشد   كدام از باكتري نيز در هيچ S2بود و آلل % 30و 

  .هاي مذكور ديده نشد و بيماري vacAهاي مختلفبين ژنوتيپيادر اين مطالعه رابطه :گيري نتيجه
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  مقدمه
ــي و    ــرم منفــ ــم گــ ــاكترپيلوري ارگانيســ هليكوبــ

طـور   توانـد بـه   اين باكتري مـي . ستميكروآئروفيليك ا
بـا وجـود   هـا سـال،    جالبي موكوس معـده را بـراي ده  

اكتسـابي و التهـابي و نيـز جـايگزيني      يهاي ايمن پاسخ
). 1(تليال معـده آلـوده نمايـد     اپي (turn over)پيوسته 

 ـ    ه هليكوباكترپيلوري عامل مهم زخـم معـده اسـت و ب
ن معـده  عنوان ريسك فاكتوري براي ابـتلاء بـه سـرطا   

شيوع عفونت با اين بـاكتري در  ). 2(شود  محسوب مي
سـاله در   40-50افـراد  % 80جهان بالاسـت و حـدود   

طور كلي نيمي از جمعيت جهان به ايـن    و به) 3(ژاپن 
گرچه تنها در تعـداد معـدودي از   ). 2(اند  باكتري آلوده

زايـي   كنـد، بيمـاري   افراد فوق، زخـم معـده بـروز مـي    
. طور كامل شـناخته نشـده اسـت    ي بههليكوباكترپيلور

ولي فاكتورها ويرولانس مهـم در ايـن بـاكتري يافـت     
هـاي   رسد با وخيم شدن زخم نظر مي  شده است كه به

ــد   ــه باش ــده در رابط ــوس مع ــن  ). 3(موك ــي از اي يك
. زايي، سيتوتوكسين واكوئلينگ است فاكتورهاي بيماري

يك در اين توكسين قادر به القاء واكوئليشن سيتوپلاسم
و  in vitroهاي سلولي پستانداران در شـرايط   انواع رده

هاي اپيتليال و اولسراسيون موكـوزال   نيز تخريب سلول
ايـن توكسـين   . موش در مـوارد تجربـي اسـت    ي معده

. در هليكوبـاكترپيلوري اسـت   vac Aمحصول بيان ژن 
هــاي  ســويه اتفــاق اكثريــت قريــب بــه ژن مزبــور در

دارد ولي تنهـا نيمـي از ايـن     هليكوباكترپيلوري وجود
هاي اپيتليالند  ها قادر به القاء واكوئليشن در سلول سويه

(tox+) )4 .(هـاي مختلفـي از    ژنوتيپvac A   شـناخته
و  signal sequenceايـن ژن بـه دو ناحيـه    . شده است

mid region  ــي ــيم م ــود تقس ــه. ش ي اول داراي  ناحي
 هـاي  يـپ ي دوم داراي تا و ناحيـه  S1و  S2 هاي تايپ

m2  وm1 هاي جدا شـده تنهـا    هر يك از سويه. است
هـاي ناحيـه اول و    تواند حاوي يكي از انواع تايـپ  مي

عبارت ديگر يكي از چهار حالت ممكـن    به. دوم باشد
نشـان داده   البته مطالعـات بيشـتر  . تواند دارا باشد را مي

 S1bو  S1aهـاي   داراي ساب تايپ S1است كه ناحيه 
هـايي بـين    دهد كه تفـاوت  رك نشان ميمدا). 3(است 
ها  هاي مناطق جغرافيايي مختلف از نظر اين تايپ سويه

مطالعــات فراوانــي در جهــت يــافتن ). 2(وجــود دارد 
عمـل    ها و پيامد نهـايي عفونـت بـه    رابطه بين ژنوتيپ

آمده كه البته برحسـب موقعيـت جغرافيـايي متفـاوت     
  ).5(است 

ــا    ــه هليكوب ــه ب ــي ك ــه عوارض كترپيلوري و از جمل
ــپ ــه شــود مــي هــاي آن نســبت داده مــي ژنوتي ــوان ب  ت

Duodental ulcer ،Normal/gastritis  وGastric cancer 
شناخت كامـل خصوصـيات ژنتيكـي ايـن     ). 3(اشاره كرد 

ي اين خصوصـيات ژنتيكـي بـا عـوارض      باكتري و رابطه
هاي تشـخيص   ي روش ي عطفي در ارايه ايجاد شده، نقطه

. معــده و ســرطان معــده خواهــد بــود و پيشــگيري زخــم
هاي اين باكتري برحسـب   طور كه اشاره شد ژنوتيپ همان

لــذا شــناخت  . موقعيــت جغرافيــايي متفــاوت اســت   
هاي موجود در ايران و نيز ژنوتيپ غالـب جهـت    ژنوتيپ

ــن هــدف لازم و ضــروري اســت  ــه اي ــق . حصــول ب طب
هاي  هاي انجام شده تاكنون در جهت تعيين ژنوتيپ بررسي

اي در ايـران و   مطالعه vac Aليكوباكترپيلوري از نظر ژن ه
كـه در    در حـالي . حتي خاورميانه صـورت نگرفتـه اسـت   

ــن، چــين، ســنگاپور و   كشــورهاي شــرق آســيا مثــل ژاپ
كشورهاي اروپايي و آمريكـايي مطالعـات كـاملي در ايـن     

المللي   بينكه آژانس  اين با توجه به . زمينه انجام شده است
هـاي معـده را بـه     از سرطان % 55روي سرطان، تحقيق بر 

بـــدين دليـــل ). 6(دهـــد  ايـــن بـــاكتري نســـبت مـــي
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هاي معـده   هليكوباكترپيلوري را در كلاس يك كارسينوژن
  ).7(دهند  قرار مي
  ها روش

 .بود Diagostic-testingتحقيق ما از نوع توصيفي تحليلي 
مـورد مطالعـه، بيمـاران داراي ديسپپسـي يـا        ي جامعه
وك به داشتن دئودنال اولسر يـا آدنوكارسـينوم از   مشك

نظر باليني بود كـه بـه بخـش آندوسـكوپي بيمارسـتان      
گيري توسـط پـنس    نمونه . مراجعه كردند) س( الزهرا

در . مخصوص از كانال آندوسـكوپ صـورت گرفـت   
ــا   ــه ك ــاراني ك ــورد بيم ــاي    م ــر نم ــده از نظ ــر مع نس

، آندوســكوپيك داشــتند يــا داراي زخــم معــده بودنــد
ي زخـم گرفتـه    نمونه از محل توده يا حاشيه 6حداقل 

پاتولوژي ييد أتبيماران مبتلا به كانسر معده پس از . شد
ي بيمـاران از ناحيـه    در مورد كليـه . وارد مطالعه شدند

incisura  ــا ــت   prepyloricيـ ــراي كشـ ــه بـ ، نمونـ
در صورت گرفتاري اين . هليكوباكترپيلوري گرفته شد

تومـورال ناشـي از كانسـر معـده     ي  نواحي توسط توده
بيوپسي از نواحي ديگر معده گرفته  شـد و معيارهـاي   
ورود به مطالعه، بيماران داراي نمـاي بـاليني ضـايعات    

  :زير بود
بيماران بـا آدنوكارسـينوم معـده كـه     : (CA)كانسر  -1

. قـرار نگرفتـه بودنـد   ) شيميوتراپي(تحت درمان  پيشتر
  .وژي ثابت شدكانسر اين افراد از طريق پاتول

بيماران با اولسرهاي پپتيـك،  : (DU)دئودنال اولسر  -2
ــه      ــاس يافت ــر اس ــن ب ــال لوكوليزيش ــك دئودن ــا ي   ب

 .آندوسكوپيك

نرمـال   ي بيماران با معده: (NUD)گاستريت /نرمال -3
 .يا گاستريت مزمن نان آئروفيليك يا سوپرفاشيال

بيمـاري كـه    100. گيري از نوع آسان بـود  روش نمونه
راي كشت مثبت هليكوبـاكترپيلوري بودنـد بـه سـه     دا

  :گروه تقسيم شدند
  (DU)بيمار مبتلا به دئودنال اولسر  40 -1
 (NUD)گاستري /بيمار مبتلا به نرمال 40 -2

 (CA)بيمار مبتلا به كانسر  20 -3

هاي بيوپسي شـده جهـت انجـام تسـت      يكي از نمونه
)RUT (rapid urease test يط هاي حـاوي مح ـ  به لوله

ي حاصـل از روي تغييـر    كشت اوره وارد شد و نتيجه
بيوپسي ديگر در شرايط اسـتريل  . رنگ محيط ثبت شد

و به سرعت بـه محلـول نرمـال سـالين منتقـل شـد و       
ــدت  ــداكثر در م ــگاه   2ح ــه آزمايش ــه ب ــاعت نمون س

در شرايط استريل له  نمونه . شناسي منتقل شد ميكروب
بــــر روي محــــيط كشــــت اختصاصــــي  ،شــــده

كوباكترپيلوري كـه حـاوي محـيط غنـي و مكمـل      هلي
شــــرايط . و كشــــت داده شــــد) بيوتيــــك آنتــــي(

براي  Gaspackبه كمك % CO2 10ميكروآئروفيليك با 
جار مربوط به انكوباتور منتقل . رشد باكتري فراهم شد

گراد انكوبه  درجه سانتي 35ساعت در دماي  48-96و 
هـاي بيوشـيميايي    كشـت خـالص تهيـه و تسـت    . شد
آميـزي   از و  نيز رنگ فتراقي مثل كاتالاز، اكسيداز، اورها

 -80و فريـزر   BHIها در محيط  باكتري. گرم انجام شد
در اولين مرحلـه بـه   . گراد نگهداري شدند درجه سانتي
  Pure PCR Template Preparation kitكمـك كيـت  

 DNAميــزان خلــوص . ژنــوم بــاكتري اســتخراج شــد
روفتومتر اپنـدورف و  استخراج شده بـه كمـك اسـپكت   

  .نانومتر تعيين شد 260و  280ميزان جذب نور در 
بـــراي ) 1جـــدول (پرايمرهـــاي اختصاصـــي  

و  m1 ،m2 ،s1aيعنـي   vac Aهـاي مختلـف    ژنوتيـپ 
s1b يي بـراي انجـام    سيكل دما). 4(كار رفت  بهPCR ،

ــد  ــوال اعمــال گردي ــن من ــه دي ــاي : ب  ي درجــه 95دم
 ي درجــه 52اي دقيقــه، دمــ 1گــراد بــه مــدت  ســانتي
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 ي درجــه 72دقيقــه، دمــاي  1گــراد بــه مــدت  ســانتي
پـس از  . سـيكل  35دقيقه بـراي   1گراد به مدت  سانتي

ل ژمحصــول مربــوط توســط آگــارز     PCRانجــام 
آميزي با اتيـديوم برومايـد بررسـي     الكتروفورز و رنگ

ي بانــدهاي ايجــاد شــده در  بــر مبنــاي انــدازه. گرديـد 
هـا از نظـر    نوتيپ سويهژي مقايسه با ماركر وزن ملكول

vac A بي قرار گرفتمورد ارزيا .  

  

  هليكوباكتر پيلوري VAC aپرايمرها آلل هاي . 1جدول 
Size and location 
of PCR product 

Primer sequence  Primer designation Region amplified 

290  bP  5' GGTCAAAATGCGGTCATGG 3' VA3- F m1:   
  5' CCATTGGTACCTGTAGAAAC 3' VA3- R  

352 bp  5' GGAGCCCCAGGAAACATTG 3' VA4- F m2: 
  5' CATAACTAGCGCCTTGCAC 3' VA4- R   

190 bp  5' GTCAGCATCACACCGCAAC 3' SS1- F s1a: 
  5' CTGCTTGAATGCGCCAAAC 3' VA1-R   

187 bp 5' AGCGCCATACCGCAAGAG 3' SS3-F s1b: 
  

199 bp 
 

5' CTGCTTGAATGCGCCAAAC 3' 
5' GCTAACACGCCAAATGATCC 3' 
5' CTGCTTGAATGCGCCAAAC 3' 

VA1-R 
SS2- F 
VA1-R  

  
s2: 

 

  
  ها يافته

ــه ــويه   مطالعـ ــر روي سـ ــده بـ ــام شـ ــاي  ي انجـ هـ
هليكوباكترپيلوري حاكي از آن است كه چهار ژنوتيـپ  

مربوط به  m1s1aو  m2s1b ،m2s1a ،m1s1b مختلف
vac A ي ها وجود دارد و قطعه در ميان اين باكتري s2 
  .كدام از موارد فوق مشاهده نشد در هيچ

هــاي  ، توزيــع فراوانــي ژنوتيــپ2جــدول شــماره 
هاي  هاي جدا شده از نمونه را در سويه vac Aمختلف 

ــاري   ــه بيم ــوط ب ــده مرب ــي مع ــف   بيوپس ــاي مختل ه

نشــان ) عشــر، آدنوكارســينوما اثنــيگاســتريت، زخــم (
هـاي   دهد كه بـين ژنوتيـپ   نشان مي χ2آزمون . دهد مي

اي وجـود   هاي ياد شده رابطه و بيماري vac Aمختلف 
دهـد كـه    ا نشـان مـي  ي م ـ مطالعـه . )P=  64/0(ندارد 

ژنوتيپ غالب در مورد گاستريت و زخـم اثنـي عشـر    
m2s1a كه در خصـوص آدنوكارسـينوما    است در حالي
m1s1a طوركـه ذكـر شـد ايـن      البتـه همـان  . باشـد  مي

  .دار نيست اختلاف معني

  
  هاي معده هاي جدا شده از نمونه در هليكوباكترپيلوري vac Aهاي مختلف  توزيع فراواني ژنونيپ .2جدول 

  ها بيماري گاستريت  عشر اثنيزخم  آدنوكارسينوما حالت كلي 
 تعداد درصد تعداد درصد تعداد درصد تعداد درصد ها ژنوتيپ

28 28 35 7 5/27 11 25 10 M1s1a 

23  23  25  5  25  10  20  8  M1s1b 

26  26  10  2  30  12  30  12  M2s1a 

23  23  30  6  5/17  7  25  10  M2s1b 

 جمع  40  100  40  100  20  100  100  100
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  بحث
ــي و    ــوارض گوارشـ ــاط عـ ــف ارتبـ ــان كشـ از زمـ

گـذرد ولـي در    هليكوباكترپيلوري بيش از دو دهه نمي
اين مدت، مطالعات بسـيار زيـادي در ايـن خصـوص     

برخـي از ايـن مطالعـات در مـورد     . انجام گرفته است
 ي هاي مختلف برحسـب منطقـه   تعيين فراواني ژنوتيپ
 ـ مي جغرافيايي است كه  رايتواند اطلاعات مفيدي را ب

هاي پيشگيري و  روش ي هيارا به ويژهتحقيقات بعدي، 
اي كه ما انجام داديم حـاكي   مطالعه. درمان فراهم نمايد

 در S2 ي اصـفهان ناحيـه   ي از آن است كـه در منطقـه  
در مقابـل   شـود و  ها ديده نمـي  ژنوم هليكوباكترپيلوري

ــواحي ــه m2و  m1 ن و  s1aو  mid region ي از منطق
s1b ــه ــوم  signal sequence ي از ناحيــــ ژنــــ

  .شود هليكوباكترپيلوري مشاهده مي
فراوانـي   van Doornانجام گرفته توسـط   ي مطالعه
را به  m1s1aو  m2s1b ،m2s1a ،m1s1bهاي  ژنوتيپ
اين مقـادير  . دهد درصد نشان مي 5و  5، 2، 30ترتيب 

درصد است  23و  26، 23، 28ترتيب  ما به ي در مطالعه
هـاي مختلـف بـر     كه حاكي از تفاوت فراواني ژنوتيپ

  ).8( تجغرافيايي اس ي حسب منطقه
در و همكاران  Strobelانجام شده توسط  ي مطالعه

هـاي جـدا    سـويه % 96آلمان نيز حاكي از آن است كه 
و  s2حـاوي ژن   s1، 4%شده در اين كشور حاوي ژن 

 ي مطالعــه). 9(ند هســت m1 هــا حــاوي ژن ســويه% 51
انجام شد و همكاران  Hanديگري كه در آلمان توسط 

نشان داد كـه نشـان از   % 51و % 16، %83اين مقادير را 
  ).10(دو مطالعه انجام گرفته در آلمان است  هتشبا

انجـام   لنـد يدر تا) 2007(  به تـازگي كه  يا لعهمطا
 بي ـترت را به S2 و S1 يها ژنوتيپ يگرفته است فراوان

انجـام   ي كه مطابق با مطالعه دهد ينشان م% 0و % 100

  ).11(شده در شهر اصفهان است 
ــه حــاك مطا ــات انجــام گرفت ــه  يلع از آن اســت ك

در هليكوبـاكترپيلوري   vac Aمرتبط بـا   نيتوتوكسيسا
و كـد شـونده    الي ـباكتر يهـا  فـاكتور  ريهمانند سـا  زين

در  Babو  Cag PAI ،AIP ،oiP ،Sab يتوسـط نـواح  
  ).12(كوباكترپيلوري دخالت دارد هلي ييزايماريب

 و همكـاران  Con توسـط  به تازگيكه  يا مطالعه در
 ـ  كايدر كاستار  s1b ژنوتيـپ  يانجام گرفته اسـت فراوان

گـزارش شـده    %74/2نيز  m1 ژنوتيپ يو فراوان 75/2%
 ـ يدار يمعن ـ ي رابطـه  نيمطالعه همچن نيدر ا. است  نيب

ــپ ــتر m1 ژنوتي ــت  تيو گاس ــده اس ــاهده ش در . مش
 تيدر گاسـتر  m1 و S1b پي ـژنوت يما فراوان يا مطالعه

فـوق   ي دست آمد كه به نسـبت مطالعـه   به% 45كدام  هر
 ـ. دهـد  يم ـ ليرا تشـك  يدرصد كمتـر  بـر خـلاف    يول

 ــ ي مطالعـه   ـ يدار يفــوق رابطـه معن و  m1 پيــژنوت نيب
  ).13(مشاهده نشد  تيگاستر

ــه ــه  يا مطالع در كشــور  2006در ســال  Garciaك
 ـ زيداده است نانجام  يليش ، m1 يهـا  پي ـژنوت يفراوان

s2 ،s1b ،s1a  وm2 26، 21، 42حـدود   بي ـترت  را به ،
 نيدر ا يريگ البته نمونه. دهد يدرصد نشان م 44و  32

شده انجام نشـده   جاديا ي مطالعه بر اساس نوع عارضه
، 0، 46، 54 بي ـترت به ريمقاد نيما ا ي در مطالعه. است

طور كـه مشـاهده    همان. ددست آم  درصد به 49 و 51
%) 26( يفوق درصد قابـل تـوجه   ي در مطالعه شود يم

 ي در مطالعـه  يهستند ول S2 پيژنوت يها دارا از نمونه
  ).14(نشد  افتي پيژنوت نيما ا

در سـال  و همكـاران   Linpisarnكـه   يا مطالعه در
مـورد   28 ت،يمورد گاستر 58 يور بر لنديدر تا 2007
مـورد   4رد دئودنـال اولسـر و   مو 45اولسر،  تيگاستر

و  S1a ،81% پي ـژنوت ي، فراوانندكانسر معده انجام داد
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 گزارش شده اسـت % 21 زين S1a/m1 پيژنوت يفراوان
نسـبت   بـه ما  ي در مطالعه S1a پيژنوت يفراوان. )15(
 ـ  نياز ا تر نييپا  ـ يمقـدار ول  S1a/m1پي ـژنوت يفراوان
  .باشد يم%) 28(مورد فوق  هيشب اريبس

گرفت  جهينت توان يه به مطالعات ذكر شده متوج با
 باشد يم نييدر اكثر مطالعات پا S2 پيژنوت يكه فراوان
. موضـوع اسـت   ني ـا يبـرا  يدييتأ زيما ن ي كه مطالعه

در  زي ـن m2و  m1 ،S1b ،S1a يعن ـي هـا  پي ـژنوت ريسا
است كه  يقابل توجه يها تفاوت يمناطق مختلف دارا

  .دارد ها پيوتژن نيا ينشان از تنوع پراكندگ
ــه در  2006در ســال و همكــاران  Erzin ي مطالع
 ـ  دهـد  ينشان م هيكشور ترك  يهـا  پي ـژنوت يكـه فراوان

S1m1  وS1m2 باشـد  يم% 48و % 41حدود  بيترت به 
 ،Ulcer Dyspepsiaدر زمان  S1a پيژنوت يفراوان زيو ن

ِDuodenal Ulcer 67حـدود   بي ـترت  و كانسر معده به ،
  ).16( باشد يدرصد م 88، 97

و  Chomvarin توسط به تازگيكه  يا مطالعه در
 ي انجــام شــده اســت، رابطــه لنــديدر تا همكــاران

 يهـا  ژن ريو سا vac A يها پيژنوت نيب يدار يمعن
 ي و نوع عارضه bab و ice ،cag Aمثل  رولانسيو
 ي كننـده  ديي ـنشده كـه تأ  افتي ماريشده در ب جاديا

  ).11(مطالعه است  اين جينتا
توان دريافت كه نوع ژنوتيـپ   يك نگاه كلي مي در

vac A اي با نوع بيماري آنهـا   هليكوباكترپيلوري رابطه
لذا در بيماران مختلف ممكن است هر كـدام از  . ندارد

ــپ ــاي  ژنوتي ــاد   vac Aه ــاكترپيلوري ايج در هليكوب
  .عارضه مشاهده شود ي كننده
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Abstract 
Helicobacter pylori (H. pylori) is a gram negative curved bacilli 
colonized in the human stomach. It causes duodenal ulcer, gastritis 
and is associated with adenocarinoma. There might be a possible 
relationship between cagA, vacA and ice a genes and clinical 
outcomes. The aim of this study was to identify the frequency of vacA 
genotypes of H. pylori isolated from the upper gastrointestinal. 

Background: 

One hundred H. pylori strains were isolated from patients with 
different gastrointestinal disease who admitted to Isfahan Al-zahra 
hospital. Vac A alleles were typed using PCR with specific primers. 

Methods:  

There were four Vac A mosaicsms, including 28 for s1a/m1 (28%), 23 
for s1b/m1 (23%), 26 for s1a/m2 (26%) and 23 for s1b/m2 (23%), s2 
form was not found. 

Findings: 

The results showed there is no significant relationship between 
different genotypes of vacA and the related diseases. 

Conclusion: 

Helicobacter pylori, vac A, Adenocarinoma, Duodenal ulcer, 
Normal /Gastritis, PCR 
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