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  :دهيچک

هـا انـسان را      ايـن بـاكتري مـي توانـد ميليـون         .  تغييرات ژنتيكـي اسـت     يل بالا يهليكوباكترپيلوري پاتوژني با پتانس    :نه و اهداف  يزم

. بيماران مبتلا استعوامل مهم زخم هاي پپتيك و سرطان معده در        هليكوباكترپيلوري از . بصورت مزمن در سراسر جهان آلوده كند      

ک، سـرطان  ي ـ پپتيهـا  ک از سويه هاي هليكوباكتر پيلوري جدا شده از بيماران مبتلا به زخـم          يژنوتيپ هر    نييهدف از اين مطالعه تع    

  . مي باشد RAPD-PCRبا استفاده از روش   بدون زخميهاضمه هاء معده و سو

 ي آندوسـکوپ  خصص تشخيص داده شده بود از بخـش        پزشک مت   که توسط  ي از بيماران با مشکلات معد     ي بيوپس ۸۰ :يروش بررس 

 روز کـشت داده  ۵ الـي  ۳ تحت شرايط ميکروآئروفيليک طي ي محيط اختصاصيرو  بري بيوپسينمونه ها.  بدست آمد  ها بيمارستان

  .ژنوتيپ مورد استفاده قرار گرفت نيي براي تعRAPD-PCRسپس ژنوم باكتري استخراج گرديد و . شد

 B:۶،  %)۹۸/۱۶( ايزولـه    A :۱۰ يالگـو : ن الگوهـا عبارتنـد از     ي ـا. با استفاده از اين روش بدست آمـد       ) A-F(الگوي مختلف    ۶ :افته ها ي

ــه  ــه C :۵، %)۳۳/۱۱(ايزول ــه D  :۳، %)۴۳/۹( ايزول ــه E  :۲، %)۶۶/۵( ايزول ــه F:۲و %) ۷۷/۳( ايزول ــه ۲۶  ضــمنا%).۷۷/۳( ايزول  ايزول

چ ين ه ـي بيارتباط معني دار. بودندنگر  ي د يگر و با شش الگو    يکدي با   يداراي الگوي واحد و مشابه ا      ايزوله ۵۴ از    باقيمانده %)۰۶/۴۹(

  ). P>0.05(   و بيماري خاص معدي در اين مطالعه ديده نشدRAPD يکدام از الگوها

مـورد بررسـي در ايـن       ق نشان مي دهد كه تغييرات ژنومي زيـادي در سـويه هـاي هليكوبـاكترپيلوري                 ينتايج اين تحق   :يريجه گ ينت

  .  بكار رودRAPD-PCR همراه باروش ين ترادف ژنومي بعنوان روش مکملييمطالعه وجود دارد و بهتر است تع

  نگي، ژنوتايپRAPD-PCR هليكوباكترپيلوري، : ها واژهکليد
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 ...تعيين ژنوتيپ ايزوله هاي هليكوباكترپيلوري جداشده از/     

 

٢٢

  :مقدمه

طور ه چي است كه بـارپيـوري باكتري گرم منفي و مـاكترپيلـهليكوب

عفونـت  . رده استـ از ساکنان جهان را آلوده ك     ر از نيمي  ـمزمن بيشت 

،  با گاستريت مزمن، زخم هاي پپتيـك       رپيلوري همراه ـا هليكوباكت ـب

 (Mucosa-Associated Lymphoid Tissue)سرطان معده و

MALT ــد ــي باشـ ــاي   ). ۱-۳ ( مـ ــويه هـ ــي سـ ــاليز ژنتيكـ آنـ

اكترپيلوري نـــشان داده اســـت  كـــه ايزولـــه هـــاي     هليكوبـــ

ان ـي را نـش   ـه بالايي از تغييـرات ژنتيك ـ     ـري درج وـرپيلـاكتـهليكوب

  ).۴(مي دهند

ــ ــست ـگوناگـ ــي گـ ـــوني ژنتيكـ ـــرده اي ميـ ـــان سويـ اي ـه هـ

 ـ ـهليكوباكترپيلوري جدا شده از فردي در مق       ــايـسه ب ه جـدا  ـا سوي

شواهدي وجود دارد كـه     ).  ۵،۶( ري وجود دارد  ـرد ديگ ـده از ف  ـش

قـش مهمـي را در   هاي ژنتيكي ممكن اسـت ن    نشان مي دهد تفاوت   

روش هـاي گونـاگوني بـر    ). ۷-۹( نتايج كلينيكي عفونت بازي كنند  

 بــراي تــشخيص و شناســايي گونــاگوني DNAاسـاس اســتفاده از  

ايـن  . ژنتيكي هر سويه هليكوباكترپيلوري تاكنون بكـار رفتـه اسـت          

ها شامل بررسي اندازه پلاسميد، الگوهاي بدست آمده حاصل  روش

ايزوله هاي  .  مي باشد  RFLPرن بلاتينگ و    از برش كروموزوم، سات   

ـــرار  ي ق ـاي ــاسـورد شن ـا م ـ ـه ـ ن روش ـا اي ـولا ب ـاوت معم ـفـمت

 ـ   ـه خ ـ ـرند ك ـي گي نم  ـ ـود مـي توان  ـ ـا نـش  ـد ي  ـ ـان دهن ار ـده ساخت

وري شـبيه بـه     ـپيل ـيتي كلــون هــاي حاصـل از هليكـوبـاكتر        جمع

 رفتــه در ا محــدوديت در روش بكــارـاي ديگــر و يـــهــ اكتريـبــ

ــد    ــا باش ــويه ه ــك از س ــر ي ــايي ه  RAPD-PCR)۱۰ (شناس

(Random Amplified Polymorphic DNA) روشي است 

پيلوري بسيار  وني و انتقال ژنتيكي هليكوباكتر    ه براي مطالعه گوناگ   ـك

اين روش بسيار حساس و با كارايي و سرعت بالا . قابل ارزش است

ه مـشخص   قطع ـ۱۰تـا   ۳بطـور تيپيـك تقريبـا       ). ۱۰-۱۲(مي باشد   

DNA و  )۱۰(  ازاء هر سويه هليكوباكتر پيلوري بدست مي آيد         به ،

پيلوري بطور تيپيك يك الگو مـشخص توليـد         ترهر ايزوله هليكوباك  

 .مي كند كه بطور قابل تكراري از ايزوله هاي ديگـر متفـاوت اسـت     

 ـ ا يري در ارتباط با بکارگ    يکنون مطالعه خاص  ـانه تا اسفـمت ن روش  ي

 از يکيشمار ژنتيرات بييل تغـيدله  ـب. گرفته است ران صورت ن  ـيدر ا 

 ـ ـگ ـيه د ـي ـه سو ـ ب يه ا ـيسو ک ـي ـت ژنومين وضـع يـي ن تع ير همچن

 يي روشـها  يرـيزوم بکارگ ـ ل يرانياران ا ـمي منتشره در ب   ياـه ه ـيسو

 ـ .ت اسـت يز اهمـن دست حائ  ياز ا  ن ـي ـپ اي ـتن ژنويـي  شـک تع يب

ک و درمان  يژنوم ي نقشه ها  ي در روشن ساز   ير مناسب يها تاث  نپاتوژ

هدف از اين مطالعـه     ن لحاظ   يبد.  بهمراه خواهد آورد   يکيوتي ب يآنت

پيلوري بدست آمده از بيمـاران      يكوباكترپ سويه هاي هل   ين ژنوت ييتع

 بـدون   ي، سرطان معده و سو هاضـمه هـا        کي پپت يها مبتلا به زخم  

ود ارتباط  ـ وج ي و بررس  RAPD-PCRاده از روش    ـا استف ـب زخم

ن الگوهـا   ي ـ حاصله از ا   يماريب  با يکيژنت منحصر بفرد  يان الگو ـيم

  .مي باشد

  :مواد و روش ها

 ۸۰تعداد   حجم نمونه    يبا توجه به مطالعات قبل     : و کشت  يجداساز

 از بيماران با مشکلات ي بيوپسينمونه در نظر گرفته شد و نمونه ها    

ط پزشـک متخـصص تـشخيص داده شـده بـود از             ـه توس ـ ک يمعد

ــا  و مطــب پزشــك ي بيمارســتان شــريعتي آندوســکوپيبخــش ه

 کشت با استفاده از سرم      ي ها برا  ياين بيوپس . متخصص تهيه گرديد  

 دانشکده بهداشـت دانـشگاه      ي به آزمايشگاه ميکروبشناس   فيزيولوژی

  سـريعا بـر    ي بيوپـس  ينمونه ها . تهران انتقال داده شد    يعلوم پزشک 

 درصـد   ۱۰ ي بروسلا آگار و کمپيلوباکتر آگار حاو      ي محيط ها  يرو

 ـ     وانکومايـسين، تريمتـوپريم و      يهـا   بيوتيـک  يخون گوسفند و آنت

 ي بدست آمده کـه حـاو      ي ها يکلن. ، تلقيح گرديدند  Bآمفوتريسين  

 شکل، کاتالاز، اوره از و اکسيداز مثبـت بودنـد،    S،يباسيل گرم منف

سـپس  .  تـشخيص داده شـدند     يپيلور هليکوبـاکتر  ي ها يبعنوان کلن 

 گرديـد و    ي م يب مقطر استريل جمع آور     مورد نظر در آ    ي ها يکلن

ــراگرادي درجــه ســانت-۲۰ يدر دمــا  ي مولکــولي انجــام کارهــاي ب

  .  شدي مينگهدار

   :RAPD-PCR و DNAآماده سازي 

 بعمـل  DNA اسـتخراج  -۲۰ شده در ي نگهداري ابتدا از نمونه ها  

در ايـن مطالعـه از کيـت اسـتخراج           DNAبمنظور اسـتخراج    . آمد

DNA )Qiagen , Hilden, Germany ( استفاده شد كه مطابق

حاصـل   ژنوم.  انجام گرديدDNAبا دستورالعمل كارخانه استخراج 

 يگراد نگهداري درجه سانت-۲۰زري در فر PCRازهر نمونه تا انجام 

  .گرديد

  :پرايمرهاي بكاررفته در اين مطالعه شامل

1281: 5´-AACGCGCAAC-3´ 

1290: 5´-GTGGATGCGA-3´ 

  .ند بود

PCR ميکروليتـر آب    ۳۵: لـام ــ ميکروليتـر محـصول ش     ۵۰ يراـب 

Mg ميکروليتــر ۲ر، ـ ميکروليتــر بافـ ـ۵ل، ـر استريـــمقطــ
+2 ،۱ 

 ميکروليتـر   ۳/۰, ميکروليتر از مخلـوط پرايمـر،      dNTP،۲ميکروليتر  

Super Tag polymerase ميکروليتـر از  ۵ و DNA  اسـتخراج 

 :استفاده از برنامـه   تکثير قطعات در دستگاه ترموسايکلر با       . شده بود 

گراد ي درجه سـانت   ۳۶ دقيقه،   ۵گراد به مدت    ي درجه سانت  ۹۴ سيكل   ۴
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٢٣ /         امير قاسمی و همکاران                                             )              ۱۳۸۶ تابستان ۲ شماره ۱سال ( مجله ميکروب شناسي پزشکي ايران 

 ۳۰سـپس   دقيقـه،  ۵گراد بمـدت  ي درجه سانت ۷۲ دقيقه و    ۵به مدت   

گراد ي درجـه سـانت    ۳۶قيقـه،   د ۱گراد بمـدت    ي درجه سـانت   ۹۴سيکل  

بعـد  . انجـام گرديـد    دقيقـه    ۲ درجـه بمـدت      ۷۲ دقيقـه و     ۱ بمدت

ول بدست آمده در ژل آگارز ران شد و بـا            محص RAPD-PCRاز

تور بانـدهاي حاصـله مـشاهده گرديـد          ترانس الميني  UVاستفاده از   

  ).۱شكل (

  :فته هااي

  زن  ۲۶ مرد و ۲۸  کشت مثبت متعلق به۵۴، ي نمونه بيوپس۸۰از 

 ۲۴، سوءهاضمه نمونه مربوط به افراد مبتلا به ۱۴بدست آمد که 

 نمونه مربوط به ۱۰ عشر، يبه زخم اثننمونه مربوط به افراد مبتلا 

افراد مبتلا به ه ـونه مربوط بـ نم۶ه زخم معده و ـافراد مبتلا ب

 در بيشتر از يك ايزوله RAPDاوت ـوي متفـالگ. سرطان معده بود

، %)۹۸/۱۶( ايزوله A :۱۰الگو : اهده گرديد كه عبارتست ازـمش

B:۶) ۳۳/۱۱(% ،C :۵)۴۳/۹(% ،D :۳)۶۶/۵(% ،E :۲)۷۷/۳ (% و

F:۲)۷۷/۳ .(%۲۶ ايزوله )ونه، داراي الگوي ـ نم۵۴از %) ۰۶/۴۹

گر ي ديوـا شش الگـگر و نه بيا همدـ نه بيه اـواحد و مشاب

 و يك بيماري RAPDاط معني دار ميان يك الگو ـارتب. دـبودن

).P>0.05( معدي خاص در اين مطالعه ديده نشد

  

علامت ستاره بيانگر (درصد۲بروي ژل آگاروز  ايزوله هاي هليکو باکتر پيلوري RAPD-PCR الگوهاي شش گانه حاصل از  :١ شكل

Ladder100bpمي باشد(  

                         A           B          C             D            *           E             F 
  

  

  

  

  

  

  

  

  

         

  

  

500bp  
  

  

  

  

  :بحث

 ايزولـه هـاي   DNAت كه انگـشت نگـاري   امروزه شناخته شده اس 

و پروفايـل   ) ۱۱و۱۰( كلينيكي هليكوباكترپيلوري بسيار متنوع اسـت     

شده از قسمت هاي متفـاوت       انگشت نگاري حتي براي ايزوله جدا     

رانـدوم پرايمـر ابتـدا بوسـيله        . متغيير است  معده يك شخص بسيار   

Akopyanz  براي انگشت نگاري توصـيه شـد  ) ۱۰( و همكاران .

 اسـت   GCر داراي نسبت بـالايي      ـاد كردند چون پرايم   ـا پيشنه ـنهآ

پيلوري متفـاوت بكـار     مي تواند براي تمايز ايزوله هاي هليكوبـاكتر       

 وقتي اين نوع پرايمر بكار گرفنـه شـود امكـان بـسيار              در واقع . رود

د ولـي   يزيادي خواهد داشت كه قطعات تكثير شده زيادي بدست آ         

 ـ تنها تعداد كمي از آ     رروي ژل آگـارز بعـد از رنـگ آميـزي بـا             نها ب

اين موضوع ارتباط زيادي با نحوه      . د قابل ديدن است   ياتيديوم بروما 

اگر دقيقا متصل شـده باشـد بانـدهاي         .  دارد DNAاتصال پرايمر با    

قابل ديدن و اگر بصورت نسبي متصل شده باشد بانـدها غيـر قابـل            

بطـور عمـده   ر رفته معمولي، ويژگي  هاي بكاPCRدر  . ديدن است 

با اين وجود، در    . ارتباط با مشخصات پرايمرها و دماي آنالينگ دارد       
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 ...تعيين ژنوتيپ ايزوله هاي هليكوباكترپيلوري جداشده از/     

 

٢٤

RAPD-PCR      نوكلئوتيـد اسـت و      ۱۰ پرايمر تصادفي فقط داراي 

در . بنابراين، ويژگي تكثير نسبتا پايين است     .  درجه ۳۶دماي آنالينگ   

 در سـنگاپور    ۲۰۰۳ و همكاران در سـال       Hanمطالعه اي كه توسط     

نشان دادند كه سويه هاي جداشـده از افـراد مختلـف            انجام گرفت،   

آنهـا همچنـين نـشان دادنـد كــه     . داراي الگوهـاي متفـاوتي هـستند   

RAPD            براي ژنوتايپ كردن در يك مقياس وسيع مفيد مـي باشـد  

 ۲۶ و ي الگوي متفاوت تکرار۶ما توانستيم    در اين مطالعه نيز   ). ۱۲(

بـا ايـن    . ست بيـاوريم   متفاوت بد  يزوله ها يالگوي بدون تکرار از ا    

حال بنظر مي رسد كه اين روش نتواند قطعات كوتاه را تكثيـر كنـد           

 كه بدليل كوچك بودن نمي تواننـد در ژل آگـارز            يين باندها يهمچن

 نيـز در مطالعـه خـود     Govorun.با اتيديوم برومايد رنگ بگيرنـد 

ــل از   ــات حاصـ ــه اطلاعـ ــشان داد كـ ــاي RAPDنـ ــويه هـ  سـ

ارتباطي با اطلاعات بدست آمده از بررسـي        هليكوباكترپيلوري هيچ   

 يان نـوع خاص ـ ي ميچ ارتباط يز ه يدر مطالعه ما ن   ). ۱۳(ژنومي ندارد   

ن در اين مطالعه ما بـه ايـن تجربـه           يهمچن. ديافت نگرد ي يمارياز ب 

 وابـستگي زيـادي بـه كيفيـت و كميـت       RAPDدست يـافتيم كـه      

DNAل از  اگــر مــا مقايــسه اي ميــان الگوهــاي حاصــ.  الگــو دارد

RAPD ،يــك ايزولــه مــشخص هليكوبــاكترپيلوري انجــام بــدهيم 

 RAPDنتايج  .  الگو را بايد مد نظر داشت      DNAغلظت ، خلوص    

 ژنـومي بوسـيله دو روش       DNAنسبتا متفـاوت خواهـد بـود اگـر          

ه هـا   ي سو يابين روش رد  يگر ا يکاربرد د . متفاوت بدست آمده باشد   

همكـاران در سـال   و   Konno كـه توسـط  يدر مطالعه ا.  باشديم

 صورت گرفت نشان داده شد كه   RAPD با استفاده از روش      ۲۰۰۵

اده از اين روش آنها توانستند انتقال هليكوباكتر پيلـوري را           ـا استف ـب

  ). ۱۴( از مادر به فرزند بعد از سال اول زندگي نشان دهند

   :نتيجه گيری

فـاوت   مت ياگرچه ما در اين مطالعه الگوهاي اختصاصي از سويه ها         

سـي تغييـرات   رم اما استفاده از اين روش را براي بر    يرا بدست آورد  

ه هاي مختلف براي يـافتن ارتبـاط ميـان سـويه و             ـژنومي ميان سوي  

هـايي ماننـد     در عوض تكنيـك   . بيماري خاص را پيشنهاد نمي كنيم     

Sequencing       ا مکمل روش   ي مي تواند انتخاب بهتري وRAPD 

 رديـابي    را بمنظور  RAPDتوان روش    يز م يدر اين مورد باشد و ن     

  .همانطور كه در مطالعات متفاوت بكار رفته است بكار بردسويه ها 
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