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در بيماران  يهليكوباكتر پيلورباكتري  vacAژن  يو آللها cagAتشخيص همزمان ژن 
 Multiplex PCRبا روش  يالتهابات دستگاه گوارش مبتلا به

  2دقاق زادهحامد  و 1اصفهاني زركشسيد حميد ، 2آزرمطالب ، *1انيروغنرسول  ،1يمباركمحمد 
  يست شناسيز ، دانشكده علوم، گروهاصفهان، دانشگاه اصفهان 1

 يگروه داخل، يپزشك دانشكدهاصفهان،  يدانشگاه علوم پزشكاصفهان،  2

  27/4/89: تاريخ پذيرش     2/9/87: تاريخ دريافت

  دهيچك

. كند ها را آلوده ميانسان زيادي از جمعيت است كه در سراسر جهان ميكروآئروفيليكي يگرم منف باكتري يلوريباكتر پكويهل
در  و ينيتواند همراه با علائم بال ياز افراد م يدر برخ ياست ول ينيرچه در اكثر موارد بدون علائم بالگ ين باكتريبا ا يآلودگ
مورد  ين باكترياز ا يرولانس متعدديو يفاكتورها. معده گردد ينوما و لنفومايآدنوكارس هايي ماننديميمنجر به بروز بدخ يموارد
ريزي تست  لاوه بر پايهع ،هدف از اين مطالعه .اشاره نمود vacAو  cagA يبه ژنها توان ياند كه از آن جمله م قرار گرفته بررسي

Multiplex PCR هاي ويرولانس با  حضور اين فاكتور، بررسي ارتباط دو ژن در يك نمونه زمان اينجهت تشخيص سريع و هم
كه تست سريع  يتلا به التهابات دستگاه گوارشمب ماريب 66 يبررون مطالعه يا .باشد التهابات دستگاه گوارش انسان مي بروز شدت
كشت   طيمح يبر رو معده يوپسينمونه برشد هليكوباكتر پيلوري از  مورد 21از اين تعداد . انجام گرديد ،آز مثبت داشتند اوره

باكتري جدا  DNAبرروي  Multiplex PCRانجام  با .ييد شدأتشناسايي كلنيهاي باكتري با تستهاي بيوشيميايي  .مشاهده گرديد
كه نيضمن ا .گرديد ژل شناسايي يبررو  s2m2مورد   5و  s1m2مورد  s1m1  ،12 ژنوتيپمورد  cagA ، 9مورد ژن  15در شده 

بيشتر بيماران مورد مطالعه . بود m2و  s1بيشترين فراواني آللي مربوط به آللهاي  .ن مطالعه مشاهده نشديدر ا s2m1 ژنوتيپ
آن اين تحقيق نشان دهندهي  .بود s1m2ژنوتيپ با  cagAو در اكثر موارد حضور ژن  داشتندآنتروم معده ناحيه  التهاب منتشره

  .اي وجود دارد رابطه يدستگاه گوارش اتدو و شدت بروز التهاب بين حضور همزمان اين احتمالاًاست كه 

  .يالتهابات دستگاه گوارش ،PCR سپلك يمولت ،vacAژن  يآلل ها ،cagAژن  ،يلوريكوباكتر پيهل :يديكل ه هايواژ
  rasoul_roghanian@yahoo.co.uk :يكي، پست الكترون 0311-7932458 :سنده مسئول، تلفنينو*

  مقدمه
در كوباكتر يهلهاي  گونهنخستين بار حدود صد سال پيش 

هليكوباكتر  .گرديدو ساير حيوانات مشاهده  معده انسان
 4-6داراي  و ميكروآئروفيليك ، پيلوري باكتري گرم منفي

درصد  80و  50 حدودب ياست كه به ترت تاژك غشادار
افته و در حال توسعه را آلوده يتوسعه  يدر كشورها افراد

 ها آز ترين اوره داراي يكي از قوياين باكتري  .كند يم
ز ني يسيدازو اك يكاتالاز فعاليت ضمن اينكه. است

  .)14 و 12 ،6 ،2( داراست

 يمنيستم ايك سيبه بدن سبب تحر يگرچه ورود باكترا
منجر فعاليت دستگاه ايمني در اغلب موارد  يگردد ول يم

تواند  يم يباكتر بدين ترتيب. گردد ينم باكتري به حذف
 بماند يمزمن باق مادام العمر در بدن به شكل يسالها و حت

گونه در اكثر موارد بدون هيچ  باكتري نيبا ا يآلودگ). 2(
ي از علائم از افرادصد كمي ه و تنها دربود ينيعلامت بال

دوازدهه، ناحيه التهاب  ،، التهاب معدهقبيل سوزش سر دل
از خود كم خوني ناشي از فقر آهن زخم معده و دوازدهه و
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به در صد از افراد مبتلا  2- 3حدود . دهند بروز مي
وكارسينوما و لنفوماي امكان ابتلا به آدن هليكوباكتر پيلوري

 يدر ارتباط با فاكتورها متعددي يهايبررس). 5(معده دارند 
توان  يآن جمله م كه از ن علائم انجام شده يبروز ا ثر درؤم

رولانس يو يو فاكتورها يطيزبان، عوامل محيك ميبه ژنت
 ).12و  5( اشاره نمود vacAو  cagA يهامانند ژن يباكتر

cagA   كيلو دالتوني  128 – 145نام ژني است كه پروتئين
درصد  50-70اين ژن در  .كند ميدهي  به همين نام را رمز

پس از  cagAن يپروتئ .شود هاي باكتري مشاهده مي سويه
به سيتوزول سلول ميزبان و فسفريله شدن، فعال  ورود

درون گشته و تغييرات عملكردي و مورفولوژيكي زيادي را 
  . )20 و 17( شود باعث ميزبان يسلول م

داراي ژن  يهليكوباكتر پيلور هاي تمام سويه ،در مقابل
vacA  بوده كه پروتئينvacA  ژن داراي اين  .كند مي رمزرا

ناحيه   .باشد ميسيگنالينگ و ناحيه مياني ي متغير  دو ناحيه
آميني پپتيد سيگنالي انتهاي بخش رمزكننده  ينگسيگنال

 s2 و s1اصلي توالي سيگنالي  تيپ 2ت و استوكسين بالغ 
يك انتهاي آميني آب گريز s1 شكل  ).21و  8( .دنباش مي

از . باشد سين ضروري ميدارد كه براي فعاليت كامل توك
دو شكل آللي . نيز تنوع دارد خود mدر ناحيه  vacAطرفي 

 .)21( باشند مي m2و  m1اند كه  قابل تشخيص mدر ناحيه 
بوده كه به صورت  به خودخود ناقل ك ي  vacAپروتئين
سپس به فرم  .گردد مي كيلو دالتوني توليد 140ز پيش سا

كيلو دالتوني پردازش گرديده و طي  95بالغ منومريك 
اين پلي پپتيد  .شود اي از باكتري ترشح مي مرحله يند دوآفر
انتهاي آميني و در  اي اسيد آمينه 33ي يك سيگنال پپتيد دارا

كه باعث  باشد كيلو دالتوني مي 45 كربوكسيلييك انتهاي 
  ). 7( شود تليومي مي تشكيل واكوئل در سلول اپي

ي مختلف جهان و مناطقي از مطالعات متعددي در نواح
 هاي ميان آلودگي با سويه در مورد بررسي ارتباط ايران

 vacAو همچنين اشكال آللي متفاوت ژن  cagA داراي ژن
صورت  يو بيماريهاي دستگاه گوارش انواع التهاباتبروز با 

عات مشاهده نتايج ضد و نقيضي در اين مطال. گرفته است
برخي محققين بر اين باورند كه  كه مي شود، به طوري

همراه  s1m2مثبت و با ژنوتيپ  cagAآلودگي با سويه هاي 
با افزايش شدت التهابات و زخمها و همچنين افزايش 

كه نتايج  در حالي .باشد مي شانس ابتلا به سرطانهاي معده
گروههاي ديگري از پژوهشگران وجود چنين ارتباطي را 

 ابتدادر اين تحقيق ). 19 و 18 و 16 ،10 ،1( كند تأييد نمي
 66 ي تهيه شده از ناحيه آنتروم معدهنمونه بيوپسكشت 
ه ب .تگاه گوارش انجام شدبا التهابات بخش فوقاني دس بيمار

 ، Multiplex PCRكتري و انجام با DNAدنبال استخراج 
با  vacAو  cagAميان حضور ژنهاي ويرولانس  ارتباط

 .بررسي گرديد دت التهابات دستگاه گوارشانواع و ش
نمايد كه بين ژنوتيپ  نتايج اين بررسي پيشنهاد مي

هليكوباكتر پيلوري و شدت التهابات ايجاد شده در دستگاه 
  .گوارش ارتباط وجود دارد

  :تحقيق عبارتند از اهداف اين

جهت تعيين  Multiplex PCR گذاري يك تست پايه - 1
  vacA مختلف و آللهاي cagAژنهاي  سريع و دقيق

 و ارتباط آنها با vacAو  cagA هايبررسي فراواني ژن - 2
  .در دستگاه گوارش انواع التهابات مورد بررسي

  روشها و مواد
 66معده  بيوپسي ، از ناحيه آنتروم  نمونهدو : تهيه نمونه 

مراجعه  Helicobacter pyloriمشكوك به عفونت  بيمار
تان نور اصفهان گرفته كننده به بخش آندوسكوپي بيمارس

آزي و نمونه  يك نمونه جهت بررسي وضعيت اوره .شد
. استفاده گرديد ديگر جهت كشت بر روي محيط كشت

 آنها مثبت بود آز سريع كه تست اوره نمونه دوم افرادي
، در )محصول شركت شيم آنزيم آز اوره تست كيت(

دار حاوي سرم فيزيولوژيك استريل به  پيچ هاي در لوله
بلافاصله روي و  شناسي منتقل شد زمايشگاه ميكروبآ

با رعايت  Helicobacter pyloriمحيط كشت اختصاصي 

www.sid.ir


www.SID.ir

Arc
hive

 of
 S

ID

 1390، 6، شماره 24جلد                                            مجله زيست شناسي ايران                                                                       

897 

 

مورد بررسي  بيماران. )13( كشت داده شدشرايط آسپتيك 
عليه درمان آنتي بيوتيكي  گونههفته هيچ  2حداقل به مدت 

هليكوباكتر پيلوري يا داروي مهاركننده پمپ پروتوني 
براي ايجاد شرايط ). 10( بودند مصرف نكرده

جار  رشد باكتري، از ك مناسب جهتيليميكروآئروف
استفاده  )C )Merk Germany پك نوع گازهوازي و  بي
درجه  37 روز در انكوباتور 5الي  3جار به مدت  . دش
مورد اختصاصي كشت محيط  .گراد قرار داده شد نتيسا

يك ليتر براي تهيه  .بود محيط با پايه بروسلا آگار  ،استفاده
گرم  3گرم بروسلا آگار،  41مقدار  محيط كشتاين از 

گرم فرو  5/0گرم عصاره گوشت،  5عصاره مخمر، 
درصد خون  10به همراه  گرم اسيد پيروويك 5/0سولفات، 

 6ونكومايسين گوسفند و سه آنتي بيوتيك  دفيبرينهتازه 
 B 2ميلي گرم و آمفوتريسن 5تري متوپريم  ميلي گرم،
  .)15( استفاده گرديدميلي گرم 

بيوپسي پس از انتقال به آزمايشگاه  هاي نمونه :طريقه تلقيح
بر روي تحقيقاتي گروه زيست شناسي دانشگاه اصفهان 

توسط  رفت وگكه قبلاً استريل شده بود قرار پليتهايي
 كار اين. گرديداستريل شده به خوبي له و لامهاي  سرسمپلر

كه در لابلاي نمونه تا باكتريهايي  شدظور انجام من بدين
تر با محيط  نتيجه راحت در اند آزادگشته و هدام افتاد به يبافت

 بدين ترتيب شانس بالاتري جهت كشت در تماس باشند و
  .رشد داشته باشند

روز پس از كشت  5تا  H. pylori: 4 ي شناسايي باكتر
 .Hهاي آندوسكوپي روي محيط كشت اختصاصي  نمونه

pylori،  كلنيهاي بسيار ريز خاكستري ، شفاف و محدب
و از نظر مورفولوژي رنگ آميزي گرم  كه توسط .كردرشد 
ييد أآن مورد ت شناساييآز ، كاتالاز و اكسيداز  ي اورهتستها

  .قرار گرفت

  از كلني باكتري DNAاستخراج 

 به مقداري از كلنيها  در روش جوشاندن: جوشاندن روش
هاي اپندورف  درون لولهآرامي از سطح محيط كشت به 

با توجه به اينكه محيط كشت حاوي خون و . ديگرد منتقل
استخراج  باشد و اين مواد در مراحل ين ميهسته پورفير

DNA  و انجامPCR عمل توانند به عنوان بازدارنده مي 
شوي شستابتدا  DNAقبل از استخراج  رو از اين ،كنند

آب دوبار  سپس. انجام شد كلنيها با فسفات بافر سالين
در بن  دقيقه  15اضافه شد و سپس به مدت به آنها تقطير 
 آنگاه تمام .گراد قرار داده شد درجه سانتي 100 ماري
انتريفيوژ س دور 10000 دقيقه در 10به مدت  ها نمونه
منتقل دورف استريل هاي اپن لولهمحلول رويي به  .ديدگر
تا زمان اشد ب مي DNAحاوي قطعات كه  اين محلول .شد

  .نگهداري شددرجه سانتي گراد  - 20 فريزر در PCRانجام 

 

  مشخصات پرايمر هاي مورد استفاده در اين تحقيق - 1جدول 
DNA regions             Primer Name                  Primer Sequence                                Amplicon Size(bp) 
Amplified                       

 
vacA s1/s2                  VAI-F                 5' ATGGAAATACAACAAACACAC 3'              259-286 
                                   VAI-R                5' CTGCTTGAATGCGCCAAAC 3'                 

vacA m1/m2               VAG-F                  5' CAATCTGTCCAATCAAGCGAG 3'               567-642   
                                   VAG-R                 5' GCGTCAAAATAATTGAAGG 3' 

cagA                          cag5c-F                 5' GTTGATAACGCTGTCGCTTC 3'                     350 
                                  cag3c-R                 5' GGGTTGTATGATATTTTCCATAA 3' 
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پرايمر توالي دو جفت :  Multiplex PCR انجام
و يك جفت پرايمر اختصاصي براي  vacAاختصاصي براي 

cagA ه شده ئارا 1جدول در  كه بر اساس مقالات قبلي
 در نمونه مورد بررسي cagAدر صورت حضور ژن  .است

جفت باز به دست  350  با اندازه اي قطعه پس از تكثير،و 
و  s1/s2اشكال آللي در صورت وجود همين طور . آيد مي

m1/m2  ژنvacA 286هاي  به ترتيب قطعاتي با اندازه - 
  .)4( آيند مي دسته ب 567 -642و  259

به  سيكل 34براي تعداد  PCRبرنامه دهي ترموسايكر 
درجه  95دقيقه در دماي  5 صورت دناتوره اوليه

درجه،  94دقيقه در دماي  1 ، دناتوره ثانويهگراد سانتي
 1درجه، بسط و گسترش  55اتصال يك دقيقه در دماي 

مدت  درجه و بسط و گسترش نهايي به 72دقيقه در دماي 
  .انجام شددرجه  72دقيقه در دماي  10

از  Multiplex PCRمواد مورد نياز جهت انجام  حجم
در   cagAو ژن  vacAمربوط به ژن  s1/s2و m1/m2آللهاي 
  .ه شده استئارا 2جدول 

  Multiplex PCR حجم مواد مورد نياز براي انجام - 2جدول 
 مواد مورد نياز  حجم به ميكروليتر

 بار تقطيرآب دو  6/16
 PCRبافر  5/2

7/0  dNTP 

8/0  MgCl2 

2/0  Forward m1/m2:P1 

2/0  Reverse m1/m2P2:  

2/0  Forward s1/s2:P3 
2/0  Reverse s1/s2P4: 

2/0  Forward cagA:P5 
2/0  Reverse cagA:P6  

 پليمراز Tagآنزيم  2/0
3  DNAالگو 
 حجم نهايي  25

حجم  با جفت پرايمر به مخلوطبعد از افزودن همزمان سه 
محلول الكتروفورز ،  PCR ميكروليتر و انجام 25نهايي 

PCR  دقيقه 90 تقريبي به مدت در صد 5/1روي ژل آگارز 
  .انجام شد

  نتايج
 ع اوره آزيتست سرداراي  كه هايي كشت نمونه جهينت

 21 مثبت ع اوره آزيمار با تست سريب 66از  :مثبت بودند
بر روي محيط كشت  يلوريباكتر پكويمورد رشد هل

ميزان بازيابي باكتري  عبارتيه ب .ديمشاهده گرد اختصاصي
)Recovery Rate(  در صد بود 8/31از نمونه بيوپسي .  

مشخص شده در نماي گوارشي  انواع التهابات
در بررسي آندوسكوپي انجام شده از بيماران  :آندوسكوپي

آندوسكوپي التهابات تشخيص داده شده توسط متخصص 
 Diffuse( التهاب منتشره ناحيه آنتروم معدهموارد  شامل

Antral Gastritis, DAG ( ،  التهاب منتشره و خفيف
،  )Mild Diffuse Antral Gastritis, Mild DAG( آنتروم
، التهاب  ) Gastroduodenitis(دوازدهه - معده التهاب

 )Erosive Gastroduodenitis(  دوازدهه - فرسايسي معده
 EFG  Erosive( التهاب فرسايشي ناحيه فوندوس معده و

Fundal Gastritis, (بودند  ) فراواني بيشترين  .)3جدول
اعتقاد . بود آنتروم معده التهاب منتشره ناحيه مربوط به

 براين است كه باكتري تمايل بيشتري به استقرار در اين
  .معده دارد  ناحيه

وير يك ژل تيپيك تص 1شكل  : PCR Multiplex جينتا
بر روي چند نمونه را  Multiplex PCRحاصل از انجام 

 يم 100bp چاهك دوم مربوط به ماركر .دهد نشان مي
در نظر گرفته  يكنترل منفعنوان   به 10چاهك شماره . باشد
 s2و  s1، دو باند 11و در چاهك ، بوده DNAكه فاقد شده 

شود  ده ميدر مواردي مشاهحداقل باند . شود يمشاهده م
حضور نداشته باشد و فقط دو باند مربوط به  cagAكه 

در اين بررسيها  .ناحيه سيگنال و مياني وجود داشته باشد
، s1 ،s2فراواني آللهاي  .بودند vacAها داراي ژن  تمام سويه

m1  وm2  ول اجد( درصد بود 77و  23، 38، 62به ترتيب
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فراواني مطالعه  دست آمده در اينه نتايج بهمچنين . )5و  4
 23و  57 ،43به ترتيب را  s2m2و  s1m1 ،s1m2ژنوتيپهاي 

 s2m1 كه ژنوتيپلازم به تذكر است . دهد درصد نشان مي
باكتري رشد يافته بر مورد  21از . نشد در اين بررسي ديده

ژن مورد  H. pylori 15روي محيط كشت اختصاصي 
cagA ن با دو در دو مورد آلودگي همزما .مشاهده گرديد

) Mixed infection(آلودگي مخلوط سويه يا اصطلاحاً
همراه با شكل  cagAبيشترين حضور ژن . مشاهده گرديد

  .بود s1m2آللي 

 
 .Multiplex PCR تصوير ژل آگارز حاصل از -1شكل 

: هاي مورد بررسي  تعدادي از نمونه Multiplex PCR 1شكل 
. رل منفي، استكنت 10جفت بازي، چاهك  100ماركر  2چاهك 
و  259هاي  ، آمپليكون cagAجفت بازي مربوط به ژن  350آمپليكون

. ،ناحيه سيگنالينگ است s2و  s1به ترتيب مربوط به آللهاي 286
ناحيه مياني  m2و  m1به ترتيب مربوط به  642و  567هاي  آمپليكون

  .باشند مي

  

  بحث
در يك مخلوط واكنش چند ژن ع و همزمان يسر تكثير

دنبال  Multiplex PCR تست است كه در ياز اهداف يكي
ع و يعلاوه بر سرروش محاسن استفاده از اين . شود يم

به حداقل رساندن احتمال آلودگي  ،مقرون به صرفه بودن
بيشترين  در اين تحقيق. باشد نمونه مورد بررسي مي

آنتروم   افراد با التهابات منتشره ناحيهدر  cagAژن  فراواني
بدون در نظر   cagAفراواني ژن در مجموع  .شدمشاهده 

با مطالعاتي كه  بود كهدرصد  4/71گرفتن شدت التهابات 
ميلادي  2006و همكاران در سال توسط كمالي سروستاني 

اين  .باشد درصد گزارش شده نزديك مي 76و انجام شده 
ع با انوابيمار  289 محققين در بررسيهاي خود كه بر روي

، زخم از التهابات معده و دوازدهه (اختلالات گوارشي 
سال  4در مدت ) معده و دوازدهه و آدنوكارسينوماي معده

نشان دادند كه  بود يمارستان نمازي شيراز انجام شدهدر ب
 cagAهاي مختلف بيماري حضور ژن در ميان گروه اولاً

و  s1m1 ،s1m2فراواني ژنوتيپهاي  ثانياًباشد و معنادار نمي
s2m2  از نظر  در صد بود كه 7/27و  7/41، 7/30به ترتيب

دست آمده توسط ه ب s2m2و  s1m1 ،s1m2ژنوتيپهاي فراواني 
تحقيق تفاوتهايي هاي حاصل از اين  اين محققين با يافته

با اين وجود در بررسي اين محققين نيز  .وجود دارد
هده مشا s2m1بود و شكل  s1m2بيشترين فراواني مربوط به 

نوع تواند ناشي از  دليل تفاوت در اين نتايج مي. )10( نشد
اختلالات گوارشي مورد بررسي و نيز تعداد كم نمونه مورد 

و شكوهي زاده در مطالعه ديگري كه توسط  .بررسي باشد
اي  نمونه 54تهران بر روي ... ا در بيمارستان بقيه همكاران

فراواني ژن  دانجام ش مثبت بودندآزي  كه تست سريع اوره
cagA  81/35 شد كه با فراواني حاصله از تحقيق  درصد
تواند به دليل  اين تفاوت مي .)1( تفاوت زيادي دارد حاضر

شدت التهاب نوع عوارض ايجاد شده توسط باكتري و 
كه توسط  يبررسي ديگر همچنين. ايجاد شده باشد

در معده  نمونه بيوپسي 280جعفري و همكاران بر روي 
بوده كه درصد  cagA 3/74ژن فراواني  ن انجام شدهتهرا

به  m2و  s1آلل فراواني و  ،با مطالعه حاضر تطابق دارد
از طرف ديگر جعفري و . شد 2/61و  5/63ترتيب 
ميزان بازيابي باكتري از نمونه بيوپسي  همكاران

)Recovery Rate (سرطان معده  تهيه شده از افراد مبتلا به
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در صد گزارش  1/15و  5/4ترتيب و زخم دوازدهه به 
كه با نتايج حاصل از تحقيق حاضر تفاوت قابل  كردند

  .)9( دهد اي نشان مي ملاحظه

 

 

  انواع اختلالات گوارشي مشخص شده در نماي آندوسكوپي -  3جدول 
يافته آندوسكوپي     

   
 

 تعداد

التهاب منتشره در 
  ناحيه آنتروم

التهاب منتشره و 
 خفيف آنتروم

-ب معدهالتها
 دوازدهه

 -التهاب فرسايسي معده
 دوازدهه

التهاب فرسايشي 
ناحيه فوندوس 

 معده
21 10431 3 

  
  در انواع التهابات مورد بررسي cagAفراواني ژن  -  4جدول 

نتايج                                                          

 
ع اختلالنو                                            

 
  مثبت cagAموارد

 
  منفي cagAموارد

 
 جمع

 درصد تعداد درصد تعداد درصد تعداد

 DAG( 8 80 2 20 10 100(التهاب منتشره آنتروم معده

 Mild DAG( 2 50 2 50 4 100(التهاب منتشره و خفيف آنتروم
 Gastroduodenitis( 2 66 1 33 3 100(دوازدهه -التهاب معده

  Erosive(دوازدهه-معده التهاب فرسايشي
Gastroduodenitis(  

- - - - 1 100 

 EFG(  3 100 - - 3 100  (التهاب فرسايشي فوندوس معده
  

DAG ( Diffuse Antral Gastritis) 

EFG ( Erosive Fundal Gastritis) 

GD ( Gastroduodenitis) 

EGD ( Erosive Gastroduodenitis) 

 

  در انواع التهابات مورد بررسي vacAفراواني آللي ژن  -  5جدول 
 نتايج          

 انواع التهابات

 mفراواني  sفراواني 

S1 s2 m1 m2 

  DAG( 6 4  2  8(التهاب منتشره آنتروم معده
  Mild DAG( 2 2  1  3(التهاب منتشره و خفيف آنتروم معده

  Gastroduodenitis( 2 1  1  2( دوازدهه  -التهاب معده
  Erosive Gastroduodenitis(  1 0  0  1(دوازدهه-معده شيفرساي التهاب

  EFG( 2 1 1  2 (التهاب فرسايشي فوندوس معده
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ه ب 8/31لازم به ذكر است كه ميزان بازيابي در اين مطالعه 
نوع محيط  تواند ناشي از علت اين تفاوت مي. دست آمد

اختلالات گوارشي نوع  كشت مورد استفاده و همچنين
تا ها  نمونه انتقال يزمان فاصله بعلاوه .باشدمورد بررسي 

ثر ؤتلقيح برروي محيط كشت نيز بر ميزان بازيابي م
و همكاران نيز در بررسيهاي خود كه  بر سياوشي  .باشد مي

بيمار با زخم دوازدهه، سوء هاضمه غير زخمي  137روي 
درصدي و  44انجام دادند فراواني  و آدنوكارسينوماي معده

گزارش كردند  s1و  cagAا به ترتيب براي درصدي ر 78
ه تواند ب و مي تحقيق حاضر تفاوت زيادي داردكه با نتايج 

رفي اين محققين از ط. دليل نوع اختلال مورد بررسي باشد
مشاهده ) درصد m1m2 )09/0 مورد آلودگي مخلوط 13در 

 .)18( تحقيق حاضر مطابقت دارد ايجكردند كه با نت
Ashour  در  7/81فراواني  در برزيل 2002سال و همكاران
 بيماران در صد 6/86 .گزارش كردند cagAرا براي  صدي

ه تفاوت ك فقط با يك سويه آلوده شده بودند در اين مطالعه
از . دارد اي با نتايج حاصل از اين مطالعه قابل ملاحظه

 s1به  مربوطدر گزارش آنها آللي طرفي بيشترين فراواني 

در تحقيق كه  در حالي. )3( ه استبود) 3/80( m1و ) 1/83(
از طرف  .از فراواني بالاتري برخوردار است m2 حاصل
در و همكاران  .Kieran Aدر مطالعه ديگري كه توسط ديگر
بيمار با انواع اختلالات گوارشي در  43بر روي  2000سال 
درصد  93كه در  همشخص گرديد ه استانجام شد اتريش

ناحيه سيگنالينگ  به  و دارد جودو cagAبيماران ژن 
 28م موارد و ناحيه مياني به صورت در تما s1صورت 
ديگر در اين  به عبارت. بود m2درصد  82و  m1 درصد

اختلاف . )11( گزارش نشده است s2تحقيق شكل آللي 
ز ا تواند ناشي مي vacAو  cagAچشمگير در فراواني ژن 

نوع ژنتيكي به جهت تغيير و تاين باكتري  توانايي بالاي
با توجه  .تناسب نواحي مختلف جغرافيايي برخوردار باشد

هاي مورد بررسي در اين مطالعه  كم نمونه به تعداد نسبتاً
 با همكاري چند مركز آندوسكوپيشود كه  پيشنهاد مي

در  vacAو  cagAفراواني و وضعيت آللي ژنهاي تعيين 
در اين ماري ايران انجام شود تا الگوي ژنتيكي و آلليك بي

  .منطقه از جهان تعيين گردد
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Simultaneous detection of caga gene and vaca alleles in 
Helicobacter pylori isolated from patients with gastrointestinal 

inflammations using multiplex PCR. 
Mobaraki M.1, Roghanian R.1, Azarm T.2, Zarkesh-Esfahani S.H.1 and Daghaghzadeh 

H.2 
1 Biology Dept., Faculty of Science, University of Isfahan, Isfahan, I.R. of IRAN 

2 Internal Medicine, School of Medicine, Isfahan University of Medical Science, Isfahan, I.R. of IRAN 

Abstract 

Helicobacter pylori  is a gram negative and microaerophilic bacterium which infects a 
lot of people all over the world. Although in most cases the infected individuals usually 
show no symptoms of infection, but seldom its infection leads to gastrointestinal 
inflammation, peptic ulcer and even malignancies such as gastric adenocarcinoma and 
lymphoma. Several virulence factors of this bacterium including cagA and vacA 
adequately have been investigated by numerous researchers in this field. The aim of this 
study was to establish the multiplex PCR test for a simultaneous and rapid detection of 
the above mentioned genes as well as determining any relationship between the 
virulence factors and the severity of the gastrointestinal inflammations. In this study, 
gastric biopsies of 66 patients with positive rapid urease test were collected for further 
studies. From these samples, only 21 could grow on standard culture media. All the 
bacterial isolates were confirmed by biochemical tests. Chromosomal DNA was 
extracted from bacterial isolates and further examined by multiplex PCR. In 15 cases 
cagA, 9 cases s1m1, 12 cases s1m2 and 5 cases s2m2 were seen. No s2m1 genotype was 
found. The most frequent allelic forms were related to s1 and m2 alleles. Most of the 
patients in this study had diffuse antral gastritis. In most cases cagA and s1m2 were 
accompanied together. These data indicate that probably there is a relationship between 
simultaneous presence of these factors and the severity of the gastrointestinal 
inflammations.  

Keywords:Helicobacter pylori, Multiplex PCR, cagA gene and vacA alleles, Gastrointestinal 
inflammation. 
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