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  موجود در هليكوباكترپيلوري  cagE و cagAهاي  بررسي ارتباط ژن
   ماران ايرانيبا مشكلات معده در بي

  5محمدرضا زاليدكتر ، 4همايون زجاجي دكتر ، 3رضا مشايخيدكتر ، 2، مهدي بلفيون2، فرشته جعفري2، ليلا شكرزاده1كاوه بقاييدكتر 

  
 ، دانشگاه علوم پزشكي شهيد بهشتي ، مركز تحقيقات گوارش و كبدمولكولي سلولي  دكتراي زيست شناسيمحقق،  - 1

 ، دانشگاه علوم پزشكي شهيد بهشتي ، مركز تحقيقات گوارش و كبدبيولوژيكارشناس ارشد ميكرومحقق،  - 2

 ، دانشگاه علوم پزشكي شهيد بهشتي ، مركز تحقيقات گوارش و كبدمتخصص پاتولوژي - 3

 ، دانشگاه علوم پزشكي شهيد بهشتي مركز تحقيقات گوارش و كبد يار،استاد - 4

 كي شهيد بهشتي، دانشگاه علوم پزش ، مركز تحقيقات گوارش و كبداستاد - 5

  چكيده
. شـود  هاي مهم بيمـاريزا و يكـي از عوامـل ايجـاد سـرطان معـده در دنيـا محسـوب مـي          هليكوباكتر پيلوري از باكتري :سابقه و هدف

ها در  ترين ژن دهند كه شناخته شده هاي اين باكتري نسبت مي بيماريزايي اين باكتري را به طور عمده به جزاير پاتوژنيك موجود در ژن
تعيين ارتباط اين جزاير پاتوژنيك با علائم كلينيكـي در ميـان بيمـاران    اين مطالعه، هدف  .باشند مي cagEو  cagAهاي  اين جزاير، ژن

  .ايراني بوده است
  cagEو cagAبـراي دو ژن   DNAتكثير تـوالي  . صورت گرفت glmMتوسط كشت و ژن يكوباكتر پيلوري لشناسايي ه :مواد و روشها

  . انجام شد (PCR) اي پليمراز واكنش زنجيره وسيله هب
بيمار هليكوباكتر پيلوري مثبت گزارش شدند كه از ايـن تعـداد    231 ،گوارش بخشهايكننده به  بيمار مراجعه 311از مجموع : ها يافته
و تظـاهرات   cagEو  cagAهـاي   داري ميـان ژن  ارتبـاط معنـي   .همراه بود cagEبا ژن  مورد%) 39( 90و  cagAبا  مورد) 7/66%( 154

  .جمله گاستريت، زخم معده و سرطان معده به دست نيامدباليني بيماران از 
ها به عنوان فاكتورهايي  به دست نيامد و اين ژنو تظاهرات باليني بيماران  cagEو  cagAهاي  داري ميان ژن ارتباط معني :گيري نتيجه

همچنـين  . ؛ اين نتايج با نتايج مطالعات قبلي انجام شده در كشـور تطـابق داشـت   به منظور افتراق منشاء بيماريها تشخيص داده نشدند
  .تشخيص داده شد cagPAIعنوان ماركر بهتري براي  به cagEنسبت به ژن  cagAبرخلاف برخي مطالعات ژن 

  .، هليكوباكتر پيلوري، اختلالات گوارشيcagA، cagE: واژگان كليدي
  :استناد نماييدبه اين مقاله به صورت زير  لطفاً

Baghaei K, Shokrzadeh L, Jafari F, Bolfion M, Mashayekhi R, Zojaji H, Zali MR. Association between 
gastric disorders and cagA or cagE in Iranian patients. Pejouhandeh 2010;15(4):137-42. 

 

  1مقدمه
ان گوارشـي  مهمي براي بيمـار هليكوباكترپيلوري پاتوژن بسيار 

در اكثر موارد ايـن بـاكتري باعـث التهابـات     . شود محسوب مي
توانـد   گردد؛ همچنـين مـي    مزمن معدي بدون علائم باليني مي

باعث ايجاد بيماريهـاي جـدي از قبيـل زخـم معـده، مالـت و       
   . )1(سرطان معده در برخي افراد گردد 

                                                 
تهران، ولنجك، خيابان يمن،  كاوه بقايي؛دكتر  :مكاتباتول نويسنده مسؤ*

اسـهال و  دپارتمـان   ،مركـز تحقيقـات گـوارش و كبـد     ،بيمارستان طالقاني
 kavehbaghai@gmail.com: پست الكترونيكاي ناشي از غذا؛ بيماريه

 
 

ته اگرچه روند بيماريزايي هليكوباكتر به صـورت كامـل شـناخ   
 cag جزايـر بيمـاريزاي  نشده است اما چندين فاكتور از جملـه  

(cag pathogenicity island (cag PAI))  مهم به عنوان عوامل
بـا   cagPAIجزاير پاتوژنيك يا ). 2( ندا شناخته شده بيماريزايي

 IVسيستم ترشحي تيپ  Kb)(كيلو باز  40اي در حدود  اندازه
د كـه از طريـق آن   ن ـكن د ميمربوط به هليكوباكترپيلوري را ك

 پـس ردد و گ ميبه داخل سلول ميزبان منتقل  cagAپروتئين 
كـه  ) EPIYAتوالي ( cagAانتهاي ژن  فسفريله شدن از آن با 

نظمـي   برروي جزاير پاتوژنيك قرار گرفته، سلول به سـمت بـي  
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در بخش فرودست يعني در ناحيه  cagAژن ). 3( رود پيش مي
cagI  و به عنوان ماركري براي اين ناحيـه بـه   قرار گرفته است

مثبـت بـا    cagAهـاي   ارتباط ميان حضور گونه. آيد حساب مي
بيماريهاي جدي گوارشي بـه خصـوص در كشـورهاي غربـي و     
همچنين كشورهاي آسياي شرقي مانند ژاپـن بـه طـور مكـرر     

اكثر مطالعـات قبلـي    ،از طرف ديگر). 4-7(ده است شگزارش 
و تظاهرات باليني در بيمـاران را   cagAن در ايران ارتباطي ميا

  ).8-13(اند  نشان نداده
قـرار   cagAدر نزديكي ژن  و cagIروي ناحيه  ز برني cagEژن 

هاي  از سلول IL-8براي تحريك ترشح  آن حضور گرفته است و
بـه   cagEژن در برخـي مطالعـات   ). 2(اپيتليال ضروري اسـت  

cagAتري نسبت به  عنوان ماركر مناسب
و  cagIبـراي ناحيـه     

همچنـين ايـن ژن را   . شناخته شده اسـت  cagPAIبيماريزايي 
 روند بيماريزايي هليكوباكترپيلوريشاخص بهتري براي بررسي 

دهد كـه نـه تنهـا حضـور      اين نتايج نشان مي ).14(اند  انستهد
cagA  بلكه همچنين وجودcagE      و بررسـي نقـش آنهـا بـراي

نجـا كـه   ضـروري اسـت، از آ   cag PAIدرك روند بيمـاريزايي  
در  cagEو  cagAهـاي   گزارشات زيـادي پيرامـون اهميـت ژن   

  cagAايران وجود ندارد، هدف از اين مطالعـه بررسـي ارتبـاط   
  .و تظاهرات باليني در بيماران ايراني است  cagEو
  

  مواد و روشها
بيمار به دليل  311 ،1387 فروردين تا دي ماه فاصله زمانيدر 

ي به بيمارستان طالقاني و مهراد تهران مراجعه مشكلات گوارش
كردند كه همگي آنها تحت آندوسـكپي قـرار گرفتنـد و بـراي     

بـر   .تهيه شدآوري اطلاعات  و فرم جمعهمگي آنها فرم اخلاق 
افرادي بـراي ايـن مطالعـه انتخـاب شـدند كـه بـا         ،اين اساس

و حـداقل تـا يـك مـاه قبـل از       آلوده بودند هليكوباكترپيلوري
  . دبودنندوسكوپي دارو مصرف نكرده آ

 زخم معده، گاستريت وشامل تظاهرات باليني در ميان بيماران 
تشخيص زخم معده هنگام آندوسـكوپي و توسـط    .سرطان بود

پزشك متخصص صـورت گرفـت، همچنـين سـرطان و ميـزان      
. پاتولوژي تشـخيص داده شـد   روشهايشدت گاستريت توسط 

در هنگـام   كي و پاتولوژي ـژنتيك ـ بررسـيهاي سپس به منظـور  
برداري شد كـه در مجمـوع از سـه بيوپسـي      آندوسكوپي نمونه

از دو بيوپسـي بـراي بررسـيهاي     ،گرفته شده از ناحيه آنتـروم 
پاتولوژيك و از يك بيوپسي براي بررسيهاي ميكروبي اسـتفاده  

پاتولوژي به مـدت يـك    بررسيدو نمونه گرفته شده براي  .شد

 .رمالين قرار داده شد تـا تثبيـت گردنـد   شبانه روز در محلول ف
ميكرومتـر بـرش داده شـدند تـا تحـت       3سپس بـه ضـخامت   

اين برشها سپس . ائوزين قرار گيرند -ميزي هماتوكسيلنآ رنگ
درجـه التهـاب   . ط دو متخصص پاتولوژي بررسي گرديدنـد توس

و اينتستينال متاپلازيا برحسـب   آتروفي گلاندولارمخاط معده، 
  ). 15( ندبندي شد قسيمسيستم سيدني ت

در محيط انتقالي شـامل   ها نمونه ،بررسي ژنتيك باكتري جهت
عصـاره مخمـر از محـل    % 3گـرم آگـار و    3/1تايوگليكولات با 

هـاي   سپس نمونـه . ندآندوسكوپي به آزمايشگاه انتقال داده شد
بـا    BHI(Brain Heart Infusion agar( روي محيط انتقالي بر

برينه و همراه بـا مكمـل كمپيلوبـاكتر    خون گوسفند دفي% 10
)(Merck Co Humbuerg, Germany پـس  . ندكشت داده شد

 7تـا   3مدت درجه به  37هاي كشت داده شده در  پليتاز آن 
ــك  ــرايط ميكروآئروفيليـــ  و% O2 5 % ،Co210(روز در شـــ

N285 (%اسـاس   سـپس بـاكتري مـورد نظـر بـر     . انكوبه شدند
آميـزي گـرم تشـخيص داده     نگهاي اكسيداز، كاتالاز و ر تست
هـا توسـط كيـت اسـتخرج      ايـن بـاكتري   DNAدر نهايت  .شد

QIAamp )Qiagen, Hilden, Germany ( براي  واستخراج شد
اي  واكنش زنجيـره  ييد مولكولي باكتري هليكوباكترپيلوري ازأت

همچنين . استفاده شد glmMجهت تكثير ژن  (PCR) پليمراز
استفاده  PCR از تكنيك cagE و cagAهاي  براي شناسايي ژن

موجـود اسـت    1هاي ذكر شـده در جـدول    پريمرهاي ژن .شد
ميكروليتــر  25همگــي در حجــم  PCRواكنشــهاي ). 17-16(

از هر پرايمر،  X PCR buffer ،500 nM 10 انجام شد كه شامل
2 mM Mgcl2 ،200 uM   از هـرdNTP،1.5 U Taq DNA 

polymerase 200 و ng  ازDNA  ــه ــونمون ــايي . دب حجــم نه
  . ميكروليتر رسيد 25واكنش با آب مقطر اتوكلاو شده به 

صورت  در دستگاه ترموسايكلر به DNAشرايط تكثير رشته 
دقيقه  5درجه به مدت  95ذوب اوليه در دماي : زير بهينه شد

درجه به  93دور شامل دماي ذوب  30گرفت، سپس صورت 
و  57، 58ب به ترتي) Tm(دقيقه و دماي چسبندگي  1مدت 

. استفاده شد  cagA ،glmM ،cagE ژنهايدرجه براي  63
دقيقه و به  1به مدت ) extension(دماي اتساع  همچنين

دقيقه  10درجه براي  72هايي در اتساع ندنبال آن دماي 
 UVتوسط %  2/1بر روي ژل  PCRسپس محصول . دنبال شد

ترل به عنوان كن H. pylori 26695سويه   DNA.مشاهده شد
  .رفت كاره ب cagPAI مثبت براي
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  ه حاضرعكار رفته در مطاله پرايمرهاي ب -1جدول 
 منابع  *PCR ازه محصولدان ('3-'5) توالي پرايمر نام پرايمر  ژن

glmM 
glmM1-R 

glmM2-F 

GCTTACTTTCTAACACTAACGCGC 

GGATAAGCTTTTAGGGGTGTTAGGGG 
296 16 

cagA 
cagA F1 

cagA R1 

AACAGGACAAGTAGCTAGCC    

TATTAATGCGTGTGTGGCTG 
349 16 

cagE 
cagE F 

cagE  R 

GTTACATCAAAAATAAAAGGAAGCG 

CAATAATTTTGAAGAGTTTCAAACG 
733 17 

*PCR: Polymerase Chain Reaction 
 

 
  

هـاي   شـيوع ژن  و ، ميانگين سنييتمتغيرهايي همچون جنس
cagA ،cagE )در اين مطالعـه لحـاظ گرديـد   ) مثبت يا منفي. 

 گروههـاي دموگرافيك در ميان  تفاوتهاي آماري در شاخصهاي
 ـ  . بررسـي شـد   Chi-squareوسـيله تسـت   ه مختلف بيمـاران ب

 ـ   ه همچنين ارتباط ميان ژنوتايپ باكتري و تظـاهرات بـاليني ب
. محاسبه گرديـد  Student’s-tو  Chi-squareهاي  وسيله تست

 p. م شـد انجـا  SPSSافـزار   وسـيله نـرم  ه آناليز كليه اطلاعات ب
  .در نظر گرفته شد 05/0 زير دار براي كليه محاسبات يمعن

  

  ها افتهي
زن بـا   136مـرد و   95بيمار شامل  231هليكوباكترپيلوري از 

تظـاهرات بـاليني ايـن    . شـد  سـال جـدا   9/43ميانگين سـني  
 2مورد دئودنال اولسر،  16مورد گاستريت،  182بيماران شامل 

د حضـور همزمـان دئودنـال    مـور  23مورد گاستريك اولسـر و  
مـورد سـرطان    8همچنـين در  . اولسر و گاستريك اولسـر بـود  

از آنجايي كـه تعـداد بيمـاران بـا حضـور      . معده گزارش گرديد
ي همزمان گاستريك و دئودنال اولسر غالب بود و تعداد بيمـاران 

، در بـود  بسـيار كـم   بودنـد مبتلا به گاستريك اولسـر   كه تنها
در گـروه افـراد مبـتلا بـه زخـم معـده        بندي كليه آنهـا  تقسيم

)PUD (بررسي شدند .  
بيمار هليكوباكترپيلوري مثبت مطالعـه شـده، در    231از ميان 
مثبـت آلـوده    cagAهـاي   بيمار با سويه%) 7/66( 154مجموع 

تمامي بيماران مورد بررسي در ايـن مطالعـه    .)2جدول (بودند 

زخـم معـده    بر اساس تظاهرات باليني به سه گروه گاسـتريت، 
(PUD)   و سرطان معـده(GC)   182از ميـان   .تقسـيم شـدند 

بيمـار   41از ميان  ،%)7/69(نفر  127بيمار مبتلا به گاستريت 
نفر مبتلا به  8، و از ميان %)6/53(نفر  22مبتلا به زخم معده 

مثبـت آلـوده    cagAهاي  با سويه%) 5/62(نفر  5سرطان معده 
و تظاهرات  cagAين حضور ژن داري ب هيچ ارتباط معني. ودندب

و همچنين ميان تظاهرات باليني بـا سـن و   ) 2جدول (باليني 
لازم بـه ذكـر اسـت مـوارد     . به دست نيامـد ) 3جدول ( جنس 

بندي گرديـد   گاستريت بر اساس دستاوردهاي پاتولوژي تقسيم
 No acuteعدم التهاب، كه به صورت -: كه شامل موارد زير بود

inflammation (Polymorph nuclear cell infiltration) 
 none to mildحالــت ميـاني كـه شــامل   -گـزارش گرديـد،   

chronic inflammation (mononuclear cell infiltration) 
كه به عنـوان   ،اي نظمي روده بي و يا عدم آتروفي معدي-بود و 

mild gastritis در نظر گرفته شد.   
دا شده از بيماران هاي ج سويه) 231/90% (39در  cagEژن 

% 39در بيماران مبتلا به گاستريت  cagEشيوع ژن . يافت شد
. بود) 41/18% (9/43و در مبتلايان به زخم معده ) 182/71(

همچنين تنها در يك مورد از بيماران مبتلا به سرطان معده 
هيچ  cagAنيز همانند  cagEژن %). 5/12(اين ژن يافت شد 

). 2جدول (لائم باليني نشان نداد داري را با ع ارتباط معني
بيمار %) 13( 30در  cagEو  cagAهمچنين حضور همزمان 

  .گزارش شد
  

 هاي محتلف در جزاير پاتوژنيك توزيع بيماران مبتلا به اختلالات گوارشي بر اساس نوع بيماري و حضور ژن - 2جدول 

 
  گاستريت

 )182: تعداد(

 زخم معده
)41: تعداد(  

 سرطان معده

)8: دتعدا(  

 مجوع
)231: تعداد(  

cagA+ 127 ( 7/69% ) 22 ( 6/53% ) 5 ( 5/62% ) 154 ( 7/66% ) 

cagE+ 71 ( 0/39% ) 18 ( 9/43% ) 1 ( 5/12% ) 90 ( 0/39% ) 

cagA+/cagE+  24 ( 2/13% ) 6 ( 6/14% ) 0 ( 0/0% ) 30 ( 0/13% ) 

cagA-/cagE+  12 ( 6/6% ) 3 ( 3/7% ) 0 ( 0/0% ) 15 ( 5/6% ) 

cagA+/cagE- 59 ( 4/32% ) 6 ( 6/14% ) 5 ( 5/62% ) 70 ( 30% ) 

cagA-/cagE- 34 ( 7/18% ) 11 ( 8/26% ) 2 ( 25% ) 47 ( 3/20% ) 
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 توزيع بيماران مبتلا به اختلالات گوارشي بر اساس نوع بيماري، سن و جنس - 3جدول 

  
  
  
  
  
  
  

  

  بحث
تنــوع بســيار زيــادي را در  cagPAIروي  اي موجــود بــرهــ ژن

گزارشـاتي وجـود دارد كـه تنـوع     . دن ـده سراسر دنيا نشان مي
اسـاس فاكتورهـاي جغرافيـايي     بـر  جزايـر بيمـاريزا را  ژنتيكي 

مختلف و دفاع سيستم ايمني ميزبان در برابر عفونـت طـولاني   
اين تغييـر ژنتيكـي در    ؛كند توجيه مي يمدت هليكوباكترپيلور

مطالعـات  ). 18(ثر اسـت  ؤتغيير فنوتيپي بيماريهاي گوارشي م
ويژه در كشورهاي اروپايي نشان داده اسـت كـه حضـور ژن    ه ب

cagA نيزه شدن اين بـاكتري  وبا كل و با تظاهرات باليني شديد
هاي حامل اين ژن  همچنين باكتري ؛در معده افراد همراه است

هـاي   اي التهابي نسبت به بـاكتري هث تحريك بيشتر پاسخباع
cagA ــا از ســوي ديگــر ايــن  ). 19-20(د شــون منفــي مــي ام

در حاليكـه   ،ييد نشده اسـت أمشاهدات در كشورهاي آسيايي ت
همچنـين  ). 21-22(در اين كشورها بالاسـت   cagAشيوع ژن 

بر اساس مطالعاتي كه به تازگي در كـره، ژاپـن و چـين انجـام     
و تظاهرات باليني  cagA ميان بيماريزايي ژناست ارتباط شده 

ماننــد ســرطان معــده پــس از آلــودگي بــا هليكوبــاكترپيلوري 
در اين مطالعه نيـز ارتبـاطي ميـان    ). 23(مشخص نشده است 

cagA دست نيامد كه البته ه با علائم باليني در بيماران ايراني ب
  هماهنـگ بـود    اين نتيجه با نتايج قبلي گزارش شـده از ايـران  

اسـاس   كه بر cagAژن  هاي تايپ سابهمچنين ). 13-12، 9(
تكــراري انتهــاي آنهــا بــه دو فــرم شــرقي و غربــي   تواليهــاي

ثرنـد  ؤشوند نيز در شدت بيماريزايي باكتريي م بندي مي تقسيم
با تكرارهاي بـالاتر تواليهـاي    cagAكه ژن  ؛ به طوري)25-24(

بيماريزايي بيشتري از تيـپ   داراي قدرت )تيپ شرقي(انتهايي 
از اينرو مطالعـات  ). 26 و 24(هستند  )با تواليهاي كمتر(غربي 

و بررسـي ارتبـاط    cagAهاي ژن  بيشتري براي تعيين زيرگونه
  . آن با شدت بيماري در بيماران ايراني كاملا ضروري است

مـاركر بهتـري    cagAنسـبت بـه    cagEدر مطالعات قبلي، ژن 
همچنين در بررسيهاي انجام  .ش شده استگزار cagPAIبراي 

 cagAاز  بيمـاري مهمتـر  نقش آن در پيشـرفت   ،شده در ژاپن
كـه   داد نشان حاضراما مطالعه ). 14(تشخيص داده شده است 

  بـه   cagPAIهمچنان به عنوان ماركر بهتـري بـراي    cagAژن 

  
  

داري  البته در اين تحقيق ارتباط معني . cagEآيد تا حساب مي
 ـ  cagEضور بين ح دسـت  ه و علائم باليني در بيماران ايرانـي ب

دسـت آمـده توسـط محققـين     ه نيامد كه اين نتيجه با نتايج ب
بـدين   ،)27(دانشگاه علـوم پزشـكي مازنـدران مشـابهت دارد     

معني كه ژن مذكور فاكتور مناسـبي بـراي تفكيـك مشـكلات     
همچنـين  . گردد گوارشي در ميان بيماران ايراني محسوب نمي

را در تعـداد   cagAو  cagEالعه حاضر، حضور همزمـان ژن  مط
دهنده عدم  نشان داد كه خود نشان %)13( 30ها  كمي از نمونه

هاي جدا شـده از بيمـاران    يكپارچگي جزاير پاتوژنيك در سويه
) 28 و 16، 14(كـه در مطالعـات زيـادي    نجـا  آاز  .ايراني است

بخـش يـا    جزاير پاتوژنيك را به صورت كامـل و بـدون حـذف   
توان يكي از  مي ،اند بيماريهاي معده دانسته قسمتي از آن عامل

 ـ دار ميـان ژنتيـك    دسـت آمـدن ارتبـاط معنـي    ه دلايل عدم ب
هليكوباكترپيلوري و بيماريزايي آن را وجود جزاير پاتوژنيك بـا  

  .آن دانست) Partial Deletion(حذفهاي بخشي 
  

  گيري نتيجه
داري ميـان  ارتبـاط معنـي   ،حاضرهاي مطالعه  ه به يافتهجبا تو

و علائم باليني بيماران بدسـت نيامـد، امـا از     cagAحضور ژن 
بهتـري بـراي    را ماركر cagAتوان ژن  سوي ديگر همچنان مي

جـدا   هـاي درسـويه  cagEدر مقايسه با  cagPAIتعيين حضور 
 .دانست   شده از بيماران ايراني

  
  تشكر و قدرداني
ه محققـين دپارتمـان بيماريهـاي    كلي ـاز  نويسندگان اين مقاله

تحقيقـات كبـد و    از غذا و همچنين دپارتمان آمار مركـز   ناشي
به ويژه آقاي دكتر   شهيد بهشتي  دانشگاه علوم پزشكي گوارش

همچنـين  . نماينـد  پور حسينقلي كمال تشكر و قدرداني را مـي 
به شـماره    حاضر نتيجه طرح تحقيقاتي  لازم به ذكر است مقاله

رش دانشـگاه علـوم   امصوب مركـز تحقيقـات كبـد و گـو     381
 .باشد مي  شهيد بهشتي  پزشكي

  )182: تعداد( گاستريت )41: تعداد( زخم معده  )8: تعداد( سرطان معده
  سن

  ردانم  زنان  مردان  زنان  مردان  زنان
1 ( 25% ) 0 3( 6/16% ) 2( 6/8% ) 13 ( 4/11% ) 6 ( 8/8% ) 15-30 

0 1 ( 25% ) 5 ( 7/27% ) 9( 1/39% ) 35 ( 7/30% ) 18 ( 4/26% ) 30-45 

2 ( 50% ) 1 ( 25% ) 8 ( 4/44% ) 7 ( 04/30% ) 27 ( 6/23% ) 21( 08/30% ) 45-60 

1( 25% ) 2 ( 50% ) 2( 1/11% ) 5 ( 7/21% ) 39 ( 2/34% ) 23 ( 8/33% ) > 60 

4 4 18 23 114 68  مجموع
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