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  ۷۲-۷۸/ ۱۳۸۸زمستان / دوره چهاردهم/ مجله علمی دانشگاه علوم پزشکی کردستان

جاد مقاومت به يدر ا A2142C و A2143G ،A2142G يها وع جهشي شيابيارز
  ياري استان چهارمحال و بختازجدا شده  يلوريپ کوباکتريهل يها هين در سويسيترومايکلار

   ۳ي، عباس دوست۲م باقرنژاديمر ،۱محمد کارگر
  microkargar@gmail.com  ۰۷۱۱-۶۴۷۶۱۰۶: تلفن) مؤلف مسؤول(  جهرم، ايران، جهرمي دانشگاه آزاد اسلام گروه ميكروبيولوژي،ارياستاد -۱

   ، جهرم، ايران جهرميدانشگاه آزاد اسلام ،يولوژيکروبي م كارشناس ارشد-۲
  ، جهرم، ايراندانشگاه آزاد شهرکردگروه ژنتيك، ار ياستاد -۳

                                                                                        
  ده يچک

 پمپ يها ک، همراه با مهارکنندهيوتيب ي شامل دو آنتيلوريکوباکترپي هليکن شهي ري متداول براي درمانيها مي رژ:هدفزمينه و 
 در ي درمانيها مي مورد استفاده در رژهاي کيوتيب ين آنتيتر يدي از کليکين يسيترومايکلار. سموت استيبات بي و ترکيپروتون

،  A2143G متداوليا نقطه يها  نقش جهشيابين و ارزيسيتروماين مقاومت به کلاريين پژوهش، تعيهدف از ا. استران يا
A2142G و A2142Cباشد ين دارو ميجاد مقاومت به اي در ا.  

ستان ماري بيکننده به بخش اندوسکوپ مار مراجعهي ب۲۶۳ ي بر رو)مقطعی(تحليلی  -يفين پژوهش به صورت توصي ا:بررسیروش 
. دي گرديآگار کشت و گرمخانه گذار  بروسلايط انتخابي محي بر رويوپسي بيها نمونه.  انجام شد۱۳۸۶هاجر شهرکرد در تابستان 

 ي و براureC ژن يي به منظور شناساPCRداز و ياکس کاتالاز، اوره آز،  گرم،يزيآم  از روش رنگH.pyloriت ين هويي تعيبرا
 CLSI (Clinical and Laboratory Standardsوژن يفيد سکيز از روش استاندارد دين نيسيماتروي مقاومت به کلاريابيارز

Institue)يها جهش. دي استفاده گرد A2143G و  A2142Gدهنده   برشيها مي و آنزي اختصاصيمرهاي با استفاده از پراBsaI و 
MboII با روش PCR-RFLPجهش يي شناساين برايهمچن. دي گرديي شناسا A2142Cو روش ي اختصاصيمرهاي از پرا PCR 

   .استفاده شد
%) ۴۲/۶۸( مورد ۱۳ ه مقاوم،ي سو۱۹از . د قرار گرفتييمورد تا%) H.pylori) ۹۴/۳۱ه ي سو۸۴ ي، جداسازPCR با آزمون :ها افتهي

  . ديرد گيي جهش ناشناخته شناسا۱و %) ۵۳/۱۰ (A2142C مورد جهش A2142G ،۲جهش %) ۷۹/۱۵( مورد A2143G ،۳جهش 
 در ي مولکوليها ن جهش با روشيم اي مستقيابيضرورت ارز ن،يسيترومايزان مقاومت قابل توجه به کلاريل ميبه دل: يريگ جهينت

  . ر مناطق کشور وجود دارديسا
   مقاومت دارويي،.23SrRNA، PCR-RFLPن، يسيتروماي،کلاريلوريکوباکترپيهل: ها  واژهديلک
  ۸/۱/۸۹ :      پذيرش مقاله۱۲/۱۱/۸۸ :صلاحيه نهايی      ا۱۱/۹/۸۸ :وصول مقاله 

  
  مقدمه 

 دارد و در تمام ي انتشار جهانH.pyloriعفونت 
 با H.pylori عفونت .شود يجاد مي، اي سنيها گروه

ک، يت، زخم پپتي مانند گاستري گوناگونيها يماريب
 ).۱ (مرتبط است MALTسرطان معده و لنفوم 

 بعد از  معمولاًيلورياکترپکوبي مرتبط با هليهايماريب

د و به طور نرو ين مي از بيي دارويها ميدرمان با رژ
ک ي معده يمجرا که يياز آنجا. دنابي يکامل بهبود م

ک تنها به منظور يوتيب يک آنتي است، يديط اسيمح
 سه يها ميرود و رژ ين عفونت به کار نميدرمان ا

ا چند ي متشکل از دو يي و چهار داروييدارو
 درمان ي براي پمپ پروتونيها ک و مهارکنندهيوتيب يآنت
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  ٧٣     محمد کارگر

  ۱۳۸۸زمستان / دوره چهاردهم/ مجله علمی دانشگاه علوم پزشکی کردستان

 که ين عامليمهمتر). ۲و ۳(رود  ين عفونت به کار ميا
دهد  ير قرار ميثأ را تحت تي درمانيها ميت رژيموفق

ن يسيترومايمقاومت به کلار.  استييمقاومت دارو
 يم درماني در رژيزان حذف باکتريم% ۷۰موجب کاهش

 ).۴( شود يدرمان مت يجه کاهش کفايو در نت
 SrRNA۲۳ل ترانسفراز يديه پپتين به ناحيسيترومايکلار

شود و  ي متصل ميبوزوم باکترير واحد بزرگ ريز
مقاومت به . کند ي را مهار ميساز نيند پروتئيآفر

ه ين ناحي در ايرات ساختمانييجه تغين نتيسيترومايکلار
ل اتصال يرات موجب کاهش تمايين تغيا. باشد يم

ل يديه پپتيگاه هدف، ناحين به جايسيترومايکلار
جه عدم مهار ي و در نتيبوزوم باکتريترانسفراز ر

 يرات ساختاريين تغي ايل اصليدل و  استيساز نيپروتئ
 ).۵و۶(باشد  ي م23SrRNAه ي ناحيا  نقطهيها جهش
 و  2143يها تي در موقعG  بهA ينيگزي جايها جهش
 شده در يي شناسايها ن جهشيب فراوان تريبه ترت ۲۱۴۲

ن يهمچن. باشد ين ميسياتروميه مقاوم به کلارين سويب
 مقاوم يها ي در سوي با فرکانس کمترA2142Cجهش 

ن پژوهش، يهدف از ا ).۷و ۸( شده است ييشناسا
 يها هيدر سو شده داي يها  جهشيابيارز

محال و  از استان چهارا شده د جيلوريکوباکترپيهل
  . باشد ي مياريبخت

  
   يرسربروش 

مار ي ب۲۶۳ ي، بر روين پژوهش به صورت مقطعيا
 مارستان هاجري بيکننده به بخش اندوسکوپ مراجعه

 پس از انجام . انجام شد۱۳۸۶شهرکرد در تابستان 
 ني در فسفات بافر ساليوپسي بيها  نمونهياندوسکوپ

)PBS(شگاه ين به آزمايي پاي و در دمايآور  جمع
 شهرکرد يگاه آزاد اسلام دانشيولوژيکروبي ميقاتيتحق

 مربوط هر کدام از های دهاد موارد يمنتقل و در تمام
. دي ثبت گرديميه شده در پرسشنامه تنظي تهيها نمونه

 ۱۰ يط بروسلا آگار حاوي محيها بر رو سپس نمونه
ن يسينه گوسفند واجد وانکومايبريدرصد خون دف

)mg/L۶(م ي متوپري، تر)mg/L ۵ (نيسيو آمفوتر 

B)mg/L ۲ ( درجه ۳۷کشت داده شد و در حرارت 
 ليکروآئروفيط مي روز در شرا۷گراد به مدت  يسانت

 يها ي کلنيت مقدماتين هوييتع. دي گرديگذار گرمخانه
تست   گرم،يزيآم رنگ افته با آزمون اوره آز،يرشد 

 يي شناساي سپس برا.ديداز انجام گرديکاتالاز و اکس
 جدا شده استفاده يها يد کلنييو تا) ureC) ۹وجود ژن 

  ).۱جدول ( استفاده شد PCRشد از آزمون 
  

  يلوريکوباکترپين در هليسيتروماي مقاومت  به کلاريابي و ارزيي مورد استفاده به منظور شناسايمرهايپرا: ۱جدول 
  (bp)کونيآمپل  مريپرا  ژن

23SrRNA Cla 18:  5'-AGTCGGGACCTAAGGCGAG-3' 
Cla  21: 5'-TTCCCGCTTAGATGCTTTCAG-3' 1400 

23SrRNA Cla  3 :  5'-AGTCGGGACCTAAGGCGAG-3'  
Cla 18:  5'-AGTCGGGACCTAAGGCGAG-3' 700 

ureC F: 5'- GGATAAGCTTTTAGGGGTGTTAGGGG-3' 
R:  3'- GCTTACTTTCTAACAACGCGC-3' 295  
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 ...ارزيابی شيوع جهش های      ٧٤

  ۱۳۸۸زمستان / دوره چهاردهم/ مجله علمی دانشگاه علوم پزشکی کردستان

 کلر ي با استفاده از دستگاه ترموسا PCRروش

(Biometra) گراد به  يجه سانت در۹۴حرارت : طيبا شرا
گراد به مدت  ي درجه سانت۹۴، (Hot start)قه ي دق۱مدت 

گراد به مدت  ي درجه سانت۷۲، (Denaturation) قهي دق۱
قه ي دق۱ درجه به مدت ۴۷ و (Annealing) قهي دق۱

(Extension)تر يکرولي م۵/۲ن منظور ي ايبرا.  انجام شد
 ۲، )مولار يلي مMgCl2) ۵۰تر يکرولي م10X ،۱بافر 

تر از هر يکرولي م۵/۲، ) مولاريلي مdNTP) ۱۰تر يکروليم
تر آب مقطر يکروليم ۷/۱۶و )  مولاريلي م۱۰(مر يپرا

 يها يت کلنيد هويي و تاييپس از شناسا. اضافه شد
وگرام با روش استاندارد يب ي آنتيلوريکوباکتر پيهل
ت ين حساسييتع. دي انجام گردCLSI وژنيفيسک ديد

ها و با توجه به دستور   قطر هالهيريگ دازهها با ان يکلن
 ييها هيسو. دش ي بررسHimediaسک يشرکت سازنده د

 ۴شتر از ي بشانکه حداقل غلظت بازدارنده رشد
 که ييها هيتر بود به عنوان مقاوم، سويکروگرم در ليم

MIC به عنوان  داشتندتر يکروگرم در لي م۴ کمتر از
تر به يروگرم در لکي مMIC  ۴ي دارايها هيحساس و سو

 DNA استخراج .مه حساس در نظر گرفته شدنديعنوان  ن
مه حساس و مقاوم به ي حساس، نيها ياز باکتر

 DNAاستخراج ت ين با استفاده از کيسيترومايکلار
 ييبه منظور شناسا. ديناژن انجام گرديساخت شرکت س

 Cla3 و Cla18 يمرهاي از زوج پراA2142Cجهش 
 ۷۰۰ به طول يا ر قطعهيصورت تکثد که در شاستفاده 

با . باشد ين جهش ميدهنده وجود ا جفت باز، نشان
 به PCR واکنش Cla21 و Cla18 يمرهاياستفاده از پرا

 دي انجام گردي جفت باز۱۴۰۰ک قطعه ير يمنظور تکث
 و A2142G يها  جهشييبه منظور شناسا). ۸(

A2143Gبرش دهنده  يها مين قطعه با آنزي اMboII و 
BsaIي جفت باز۷۰۰قطعه جاد دو يا . برش داده شد 

 و A2142Gدهنده جهش   نشانMboIIم يتوسط آنز
م ي توسط آنزي جفت باز۷۰۰ و۳۰۰،۴۰۰جاد سه قطعه يا

BsaI)  نشان دهنده وجود جهش )۱شکل A2143G 
 مورد استفاده  يمرهاي پراي توال۱در جدول . باشد يم

  .نشان داده شده است
از مخلوط کردن با استفاده   پس PCRسپس روش 
حرارت : طي با شرا (Biometra)کلرياز دستگاه ترموسا

 ۹۴، (Hot start)قه ي دق۱گراد به مدت  ي درجه سانت۹۴
  ۷۲، (Denaturation)قه ي دق۱گراد به مدت  يدرجه سانت
 ۶۲ و (Annealing) قهي دق۱گراد به مدت  يدرجه سانت

ن يبه ا. ام شد انج(Etension) قهي دق۱درجه به مدت 
 ۲(تر يکرولي م۵۰ به مخلوط DNAمنظور پنج  نانوگرم 

 ،dNTPsکرو مولار ي م۵۰م، يزيد منيکلر)  مولاريليم
 DNAم يواحد آنز۵/۱مر و يتر از هر پرايکروليک مي

تر يکرولي م۱۰ در مرحله آخر . اضافه شدTaqمراز يپل
وم يديواجد ات% ۲ ژل آگارز ي بر روPCRمحصول 

له دستگاه  يتقل و پس از الکتروفورز به وسد منيبروما
ج يسپس نتا.  قرار گرفتيناتور مورد بررسيميترانس ال

 ،SPSS Ver14استفاده از نرم افزار بدست آمده با 
مرز . ديز گرديشر آناليق في و آزمون دقيآزمون مربع کا

  .  قرار داده شدp>۰۵/۰  ي رويدار يمعن
  

  ها  افتهي
 ط بروسلاي محي بر رويوپسي بيها  نمونهاز کشت

 اوره يها  با روشH.pylori %)۰۲/۳۸(ه ي سو۱۰۰آگار 
 يي گرم شناسايزيآم داز و رنگيآز، کاتالاز، اکس

ه يسو%) ۹۴/۳۱ (۸۴ فقط در PCRد، اما با روش يگرد
سک يبا روش استاندارد د. دش يي شناساureCژن 

 ۱۹ه حساس، ي سو۶۳ ه جدا شده،ي سو۸۴وژن از يفيد
%) ۳۸/۲ ( حساسمهيه نيو دو سو%) ۶۲/۲۲(م قاوه ميسو
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  ٧٥     محمد کارگر

  ۱۳۸۸زمستان / دوره چهاردهم/ مجله علمی دانشگاه علوم پزشکی کردستان

 ۱۹از ). ۱ نمودار( ص داده شدين تشخيسيترومايبه کلار
مبتلا %) ۵۷/۳۱(ه ي سو۶ن، يسيترومايه مقاوم به کلاريسو

ماران مبتلا به زخم ياز ب%) ۰۵/۳۱(ه ي سو۴ت، يبه گاستر
ک ي. دي گرديه از افراد سالم جداسازي سو۷معده و 

ک يت و يمار مبتلا به گاستريک بيز مه مقاوم ايه نيسو
 يمار مبتلا به زخم معده جداسازيک بيز از يگر نيه ديسو

 به حساسمه يه ني سو۲ه حساس و ي سو۶۳در . دش
  . دي نگرديي شناسايچ نوع جهشين هيسيترومايکلار

  جهش%)۴۲/۶۸( مورد ۱۳ه مقاوم ي سو۱۹از 
A2143G ،۳ جهش%)۷۹/۱۵( مورد  A2142G ، دو

جهش مورد ک ي و A2142C  جهش%)۵۳/۱۰ (مورد
ن جهش يب). ۲ نمودار(د ي گردييناشناخته شناسا

A2143Gن ارتباط يسيتروماي و مقاومت به کلار
ه حساس ي سو۶۳در  .>p)۰۱/۰ ( وجود داشتيدار يمعن
 يچ نوع جهشين هيسيترومايمه مقاوم به کلاريه ني سو۲و 

ن سن، يسيتروماين مقاومت به کلاري ب.دي نگردييشناسا
.  وجود نداشتيدار ي ارتباط معنيماريجنس و نوع ب

 مقاوم جدا شده مربوط به يها هين سويشتريب
 يب با فراواني شهرکرد و کوهرنگ به ترتيها شهرستان

  . بود% ۳۱/۲۶و % ۸۴/۳۶

  
  

  )CLSI)n=84روش  ن بايسيتروماي مقاومت به کلارن درصدزاي م:۱ نمودار
 
 

  
  

  نيسيتروماي مقاوم به کلاري در کشت ها23SrRNA ژن يها جهشسه يمقا :۲ نمودار
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 ...ارزيابی شيوع جهش های      ٧٦

  ۱۳۸۸زمستان / دوره چهاردهم/ مجله علمی دانشگاه علوم پزشکی کردستان

  
   ي جفت باز۱۰۰ز مارکر ي مربوط به سا۱ف شماره يرد. ي جفت باز۱۴۰۰ قطعه BsaIج حاصل از برش ي نتا:۱شکل 

  . نشان داده شده استA2143Gهش  جي جفت باز۷۰۰ و ۴۰۰ ،۳۰۰ قطعات ۷ تا ۲ يها فيو در رد

  
  بحث

 کار  به H.pyloriت درمان عفوني که براييها ميرژ
ا ي و دو ي پمپ پروتونيها  از مهارکنندهيبيرود، ترک يم

 از يکين يسيترومايکلار .ک استيوتيب يچند آنت
 درمان ي مورد استفاده برايي دارويها مين رژيتر ياصل

ن يل مقاومت به اين دليمبه ه. باشد ي ميلوريکوباکترپيهل
ا يت يکننده موفق نيين عوامل تعي از مهمتريکيدارو 

در مورد مقاومت به .  استي درمانيها ميشکست رژ
.  صورت گرفته استيادين مطالعات زيسيترومايکلار

ا يک در نقاط مختلف دنيوتيب ين آنتيزان مقاومت به ايم
 و همکاران در Tracchio ۲۰۰۲در سال . متفاوت است

سال  در ، (agar dilution)ا  با روش رقت در آگاريتاليا
۲۰۰۰، Cuchi ا با روش يو همکاران در اسپانE-test در ، 
م و همکاران در کره  با روش رقت در يک ۲۰۰۲سال 

ب يزان مقاومت را به ترتي م(agar dilution)آگار 
در ). ۱۰- ۱۲(گزارش کردند % ۹۰/۵و % ۹۰/۱۲ ،۴۰/۲۳%

 در کرمانشاه ۱۳۸۱و همکارانش در سال  يران مهاجريا
ه ي سو۷۲زان مقاومت در يوژن ميفيسک ديبا روش د
H.pylori  ن در سال يهمچن). ۱۳(گزارش کردند % ۸را

وژن يفيسک دي و همکاران با روش دي، محمد۱۳۸۲

ن دارو به بازار مصرف يزان مقاومت را قبل از ورود ايم
ن پژوهش ير ااما د). ۱۴(گزارش نمودند % ۱۷در تهران 

زان مقاومت يم CLSIوژن يفيد سکيبا روش استاندارد د
 و Lee، ۲۰۰۵در سال . دي گردييشناسا% ۶۲/۲۲

 يماران ژاپنيه جدا شده از بي سو۱۱۴ت يهمکاران حساس
 سوش ۲۳مقاوم و %) ۸۲/۷۹(ه ي سو۹۱.  کردنديرا بررس

سم يمکان. ن بودنديسيترومايمقاوم به کلار%) ۲/۲۰(
 ي بررسPCR-RFLPها با روش  هين سويمقاومت در ا

و جهش %) ۸۷(ه ي سو۲۰ در A2142Gجهش . شد
A2143G ۱۵(د يگزارش گرد%) ۱۳(ه ي سو۳ در .( 

Kato  با روش ۲۰۰۲و همکارانش در سال PCR-

RFLP را يماران ژاپنيه جدا شده از بي سو۵۱، مقاومت 
از .  درصد گزارش نمودند۲۴ ،نيسيتروماينسبت به کلار

اد شده جهش ين ي محققي مقاوم مورد بررسياه هيسو
A2142G ۱۶( کردند ييشناسا%) ۹۲(ه ي سو۱۱ را در.( 
 و همکارانش ين بار محمدي اولي برا۱۳۸۲در سال 

ن را در تهران با يسيترومايسم مقاومت به کلاريمکان
ن ين محققيا.  کردندي بررس PCR-RFLPروش

 ،۷۵ را در A2142C و A2143G  ،A2142Gيها جهش
). ۱۴( کردند يي مقاوم شناسايها هيدرصد از سو۱۵ و ۵
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ن يسيترومايسم مقاومت به کلارين پژوهش مکانيما در ا
ران در استان چهارمحال و ين بار در اي دوميرا برا

 ۸۴ن پژوهش يدر ا. مي قرار دادي مورد بررسياريبخت
ن از نظر وجود يسيترومايکشت مقاوم و حساس به کلار

 مرتبط با مقاومت به ياه و عدم وجود جهش
اما در .  قرار گرفتين مورد بررسيسيترومايکلار

 مه مقاوم جدا شدهيه ني حساس و دو سويها هيسو
 کشت مقاوم ۱۹از .  نشديي مورد نظر شناسايها جهش

 A2143G مورد جهش ۱۳ ن،يسيترومايبه کلار
 مورد ۷۹/۱۵(% ،۲(A2142G مورد جهش ۳، %)۴۲/۶۸(

ک ياما در . دي گرديي شناسا%)A2142C) ۵۳/۱۰جهش 
دهد  ين مسأله نشان ميا.  نشديي شناسايه مقاوم جهشيسو

ه وجود دارد که قابل ين سوي در ايگريکه جهش د
ن يدر ا. باشد ي نمي مورد بررسيمرهاي با پراييشناسا
 و A2143Gن جهش ي بيدار ي ارتباط معنيبررس

در  .دين گزارش گرديسيترومايمقاومت به کلار
 شده يين جهش شناسايتر ت انجام گرفته فراوانقايتحق

با %) A2143G) ۸۰/۶۸ن، جهش يسيترومايمقاومت کلار
ن جهش يهمچن.  درصد است۹۵ تا ۵۳وع يزان شيم

A2142G) ۷۰/۱۱ (% و جهشA2142C) ۶۰/۲ (% به
باشند  ي گزارش شده ميها ن جهشيتر ب فراوانيترت

جاد مقاومت به ين عامل در ايمهمتر). ۱۷(
ژه يدها به وي ماکرولين مصرف قبليسيترومايکلار

نسبت به % ۶۲/۲۲مقاومت . ن استيسيترومايار
دها ياد ماکروليده مصرف زهند ن نشانيسيترومايکلار

ن يا. باشد يدر منطقه مورد پژوهش من يسيترومايه ارژيبو
 ي درمانيها مي رژيي بر کاراياديزان مقاومت اثرات زيم

 نيسيترومايکلار مقاوم به يها هي سويرا فراوانيز. دارد
 موتانت يها هيشتر سويتواند موجب انتخاب و تنوع ب يم

به . ک گردديوتيب ين آنتيه نسبت به ايو بروز مقاومت ثانو
ز ين دارو قبل از تجوين مقاومت به اييل تعين دليهم
ب ين ترتيبد.  داردياديت زي اهمي درمانيها ميرژ
گردد و  يتر متر و کارآمد مناسبي  درمانيها ميرژ

ز ين دارو و نيه نسبت به ايجاد مقاومت ثانوين از ايهمچن
با . شود ي ميري درمان جلوگي اضافيها نهيل هزياز تحم

 يابين پژوهش امکان ارزيروش مورد استفاده در ا
 متداول مقاومت قبل از درمان و پس از درمان يها جهش

 يي و شناسايابيب امکان ارزين ترتيبد. وجود دارد
 با ي درمانيها مي رژيي مرتبط با عدم کارايها هشج

  . گردد ين فر اهم ميسيترومايکلار
  

   يتشکر و قدردان
 يباني خود را از پشتين مقاله مراتب قدردانيسندگان اينو

 دانشگاه آزاد ين پژوهش از معاونت محترم پژوهشي ايعلم
  .دارند يشهرکرد اعلام مواحد  ياسلام
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