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زمینه و هدف:
مدل های حیوانی ابزار مناسبی برای بررسی اندرکنش باکتریهای بیماریزا با میزبان انسانی و همچنین مطالعه اثر ترکیبات درمانی و واکسن ها هستند. در 

این مطالعه استقرار هلیکوباکترپیلوری)H.pylori( در معده خوکچه هندی در طول مدت شش ماه مورد بررسی قرار گرفت.
روش بررسی:

سوسپانسیونی مخلوط  ازچهار سویه H.pylori جدا شده از بیماران مبتلا به زخم معده  تهیه  و سه بار در طول یک هفته به پنج خوکچه 
هندی ماده خورانده شد.  به یک خوکچه هندی به عنوان شاهد تنها سرم فیزیولوژی خورانده شد.  نمونه مدفوع حیوانات به فواصل دو هفته و 
به مدت شش ماه جمع آوری شد. حضور H.pylori در نمونه های مدفوع به روش PCR، تست آنتی ژن مدفوع و رنگ آمیزی ایمونوفلورسنس 

غیر مستقیم  بررسی شد. دو حیوان در هفته 8 و 24 به وسیله کلروفرم کشته شدند و معده آنها از نظر بافت شناسی مورد بررسی قرار گرفت.
یافته ها: 

 ژن 16S rDNA مربوط به H.pylori از نمونه مدفوع هر پنج  حیوان تکثیر شد. تست آنتی ژن مدفوع در هر پنج حیوان مثبت شد. رنگ 
آمیزی ایمونوفلورسنس غیر مستقیم حضور آنتی ژن های H.pylori را در نمونه های مدفوع نشان داد. ارتشاح سلول های لنفوسیتی بالغ و 

پلاسماسل ها در معده دو حیوان کشته شده مشاهده شد.
نتیجه گیری:

 حضور ژن 16S rDNA و آنتی ژن های مربوط به  H.pylori در نمونه های مدفوع نشان دهنده استقرار پایدار H.pylori  در معده خوکچه های 
هندی بود. بررسی بافت شناسی وجود التهاب متوسط تا شدید را در معده حیوانات کشته شده نشان داد. معده خوکچه هندی ازنظر استریل 
بودن، داشتن بافت اپی تلیوم غده ای، فقدان سیستم سنتز ویتامین C و تولید سیتوکین اینترلوکین -8 با معده انسان شباهت دارد. بنابراین، 

خوکچه هندی می تواند مدل مناسبی جهت مطالعات دراز مدت عفونت H.pylori و همچنین بررسی اثر آنتی بیوتیک ها و واکسن ها باشد.
 PCR ،کلید واژه: هلیکوباکتر پیلوری، خوکچه هندی، استقرار، آنتی ژن مدفوع، ایمونوفلورسنس
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زمینه و هدف:� 
هلیکوباکترپیلوری )H.pylori(یک باکتری گوارشی بیماریزا است 
که به طور طبیعی تنها در معده انسان مستقر شده و با التهاب مزمن 
معده، زخم های معده و دوازدهه، سرطان معده و لنفومای مالت در ارتباط 
است.)1( نوع و شدت تظاهرات بالینی عفونت H.pylori در افراد مختلف 
ژنی  مورفیسم  پلی  باکتری،  بیماریزایی  فاکتورهای  به  و  بوده  متفاوت 
میزبان و عوامل محیطی وابسته است.)2, 3( با اینکه در مورد اندرکنش 
باکتری با میزبان انسانی مطالعات گسترده ای انجام شده ولی بسیاری 
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از جزئیات مهم در این ارتباط همچنان ناشناخته باقی مانده است. یکی از 
روش هایی که به پیشبرد این مطالعات کمک می کند استفاده از مدل های 
حیوانی است. امروزه استفاده از مدل های حیوانی به منظور مطالعه چگونگی 
بیوتیک های  آنتی  اثر  بررسی  باکتریها و همچنین  بیماریزایی  و  استقرار 
جدید برای درمان عفونت های میکروبی اهمیت قابل توجهی پیدا کرده 
است.)4( یک حیوان زمانی مدل مناسبی برای مطالعه بیماریزایی باکتری 
به شمار می رود که بتوان عوارض ناشی از پاسخ ایمنی میزبان نسبت به 
عفونت را شبیه آنچه در انسان اتفاق می افتد مشاهده کرد. همچنین باید 
امکان جداسازی باکتری از حیوان و مقایسه بیان فاکتورهاي بیماریزای آن 

در مراحل مختلف عفونت وجود داشته باشد.)5(
موش يکي از رايج ترين مدل های حيواني براي مطالعه سیر عفونت 
زایی H.pylori و سایر باکتريها می باشد. نشان داده شده در صورتی که 
ترکيبات سرطان‌زاي شيميايی  يا  پرنمک  غذايي  رژيم  تأثير  تحت  موش 
قرار گیرد مستعد ابتلا به سرطان معده شده و عفونت H.pylori تشکیل 
دارای  از موش  استفاده  وجود  اين  با  کند.)6(  تسریع می  را  این سرطان 
به  منجر  اغلب  ها  موش  در   H.pylori عفونت  است.  هایی  محدودیت 
کند. نمی  پیشروی  معده  يا سرطان  و  به زخم  و  معده می شود  التهاب 

)9-7(، همچنین معده موش برخلاف معده انسان استريل نیست و ممکن 
است وجود باکتري هاي ديگر نتيجه عفونت H.pylori را تحت تأثير قرار 
دهند. در سال 1991 اولين گزارش مبني بر استقرار  H.pylori در مخاط 
معده جربیل)Mongolian gerbil( منتشر شد.)10( در جربیل پيشرفت 
شده  مشاهده  نیز  اي  روده  متاپلازياي  و  آتروفي  به   H.pylori عفونت 
است.)11و12( از جربيل جهت شناسايي فاکتورهاي بیماریزا و چگونگي 
استقرار H.pylori و همچنين بررسي کارآيي آنتی بیوتیک ها و واکسن ها 

استفاده‌هاي زيادي شده است.)9و13(. 
در اواخر دهه 90، خوكچه هندي براي اولين بار به عنوان مدل حيواني 
حیوانات  میان  از  شد.)14و 15(  مطرح   H.pylori عفونت  مطالعه  برای 
کوچک آزمایشگاهی، خوكچه هندي دارای معده مشابه انسان است. معده 
اين حيوان فاقد فلور میکروبی بوده و داراي بافت اپي‌تليوم غده ای است 
و بنابراین معده خوکچه هندی نسبت به موش و ساير جوندگان، شباهت 
بيشتري به معده انسان دارد.)15( خوكچه هندي ، تنها حيوان آزمايشگاهي 
است كه مانند انسان فاقد آنزيم گلونولاكتون اكسيداز بوده و در نتيجه قادر 
به سنتز ويتامين C نيست. بنابراین در دستگاه گوارش خوكچه هندي مانند 
انسان سيستم انتقال ويتامين C وجود دارد كه اين سيستم در حيوانات 
ديگر  وجود ندارد.)16و 17( مشخص شده است که در انسان ابتلا به عفونت 
از  با  كمبود ويتامين C دارد.)18( همچنین  H.pylori رابطه مستقیم 
لحاظ پاسخ ايمني شباهت قابل توجهی بين انسان و خوكچه هندي وجود 
اينترلويكن - 8   دارد. خوكچه هندي مانند انسان قادر به توليد و ترشح 
بافت معده ترشح شده  از  به عفونت  اینترلوکین- 8 در پاسخ  است.)19( 
و به عنوان كي كمويكن براي فراخوان نوتروفيل ها به محل عفونت عمل 

ميك‌ند.)20( به نظر می رسد كه اينترلويكن - 8  نقش مهمي در ايجاد 
گاستريت دارد.)21(

دانشمندان به دنبال راهکارهایی هستند که بتوان مدل حیوانی آلوده 
را به مدت طولانی مورد مطالعه قرار داد و در فواصل زمانی معین بدون نیاز 
به کشتن از حیوان نمونه تهیه کرد. همچنین با دنبال کردن سیر عفونت، 
به چگونگی بیماریزایی باکتری در انسان پی برد. مهمترین امتیاز این روش 
زنده نگه داشتن حیوان و مطالعه آن در زمان طولانی است. با این روش 
نه تنها می توان مراحل استقرار و بیماریزایی باکتری را بررسی کرد، بلکه 
این  در  بود.   پذیر خواهد  امکان  نیز  ها  واکسن  و  داروها  کارآیی  ارزیابی 
مطالعه امکان استقرار H.pylori در معده خوکچه هندی  برای مدت شش 
 PCR ماه مورد بررسی  قرار گرفت. بدین منظور از روش های غیر تهاجمی
بر روی نمونه مدفوع، تست آنتي ژن مدفوع و رنگ آميزي ايمونوفلورسنس 

غيرمستقيم مدفوع استفاده شد. 

روش بررسی: 
 H.pylori جداسازی و تعیین هویت اولیه سویه های

چه��ار نمونه بیوپس��ی از بیماران مبت�ال به زخم معده ک��ه به بخش 
آندوس��کوپی پژوهش��کده بیماریهای گوارش و کبد بیمارس��تان شریعتی 
مراجعه کرده بودند گرفته شد. بیوپسی ها بر روی محیط بروسلا آگار حاوی 
 ،)10 mg/l( 5% خون دفیبرینه گوسفند و آنتی بیوتیک های ونکومايسين
تري متوپريم )mg/l 5( و پلي‌ميکس��ين B ) 50µg/l( کش��ت داده شدند. 
پس از 5-3 روز گرمخانه گذاری در شرایط کم هوازی، کلنی های براق و ریز 
به قطر 2-1 میلی متر جداسازی و خالص شدند. هویت باکتریهای به دست 
آمده بر اساس رنگ آمیزی گرم و شکل میکروسکوپی باکتری و تست های 
بیوش��یمیایی کاتالاز، اوره آز و اکسیداز تایید شد. سویه های به دست آمده 

از 4-1 نامگذاری شدند.

 PCR با روش H.pylori تایید هویت سویه های
باکتریها به محلول بافر فس��فات نمکی )X1( منتقل ش��دند و استخراج 
 ®AccuPrep ژنومی DNA ژنومی آنها با استفاده از کیت استخراج DNA
) بیونیر، کره( انجام ش��د. س��پس با اس��تفاده از آغازگره��ای اختصاصی 
 HP-R:5´-GCAATCAGCGTCAGTAATGTTC-3´
  HP-R:5´-GCTAAGAGATCAGCCTATGTCC-3´و
تکثیر ژن 16S rDNA  مربوط به H.pylori در این سویه ها بررسی شد. 
برنامه دمایی و زمانی  PCR طی 45 سیکل به این صورت بود: سه دقیقه 
واسرش��تی اولیه در 94º C ،  یک دقیقه واسرشتی در 94º C ، یک دقیقه 
اتصال پرایمرها در 56º C، یک دقیقه مرحله تکثیر در72º C  و 10 دقیقه 
تکثیر نهایی در 72º C. محصولات PCR با استفاده از آگارز 1% الکتروفورز 
شدند. از یک سویه H.pylori  که قبلا ژن 16S rDNA آن تعیین ترادف 

شده بود به عنوان کنترل مثبت استفاده شد.

IU/ml 
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انتخاب حیوانات 
ش��ش خوکچه هندي ماده با وزن حدود 300 تا 400 گرم از انس��تيتو 
پاس��تور ايران خريداري و ب��راي انجام آزمايش ها به حيوانخانه دانش��کده 
داروس��ازي دانشگاه تهران منتقل شدند. ش��ماره گذاری حیوانات 5-1 و 6 
به عنوان ش��اهد بدون تلقیح انجام ش��د. هر کدام از حيوانات در قفس هاي 
جداگانه قرار گرفتند. انتخاب حيوان ماده به این علت بود که پاس��خ ايمني 
 H.pylori در جنس نر خوكچه هندي قوي‌تر از جنس ماده است و استقرار
در معده خوكچه ماده ساده تر صورت می گیرد. به منظور اطمینان  از عدم 
آلودگ��ی قبلی با H.pylori ، مدفوع تازه حیوانات جمع آوری و DNA با 
استفاده از کیت استخراج DNA مدفوع )بیونیر، کره( استخراج شد. سپس 
  16S rDNA با اس��تفاده  از آغازگرهای  اختصاص��ی ژن PCR واکن��ش
مربوط به  H.pylori  به روش گفته ش��ده، انجام گرفت. از کش��ت خالص 
H.pylori که قبلا تعیین هویت شده بود به عنوان کنترل مثبت استفاده 

شد.

تلقیح سوسپانسیون مخلوط باکتریها به حیوانات 
جهت آلوده سازي حيوانات از مخلوط چهار سويه H.pylori  استفاده 
ش��د. براي افزايش ش��انس اس��تقرار باکتری در معده حيوانات،  تغذيه آنها 
24س��اعت پيش از انجام تلقيح قطع شد. یک سوسپانیسون از  چهار سويه 
H.pylori در س��رم فيزيولوژي تهيه شد و کدورت آن مطابق با استاندارد 
مک فارلند ش��ماره  2 )معادل 108×6 سلول در هر میلی لیتر( تنظيم شد. 
حجم های يک ميلي‌ليتری از این سوسپانس��يون به وسيله لوله مخصوص 
پلی اتیلنی  به صورت مستقیم درون معده هر پنج خوکچه هندي)خوکچه 
5-1( ريخته شد. اين عمل سه بار در طول يک هفته و با فاصله‌هاي زماني 
هر دو روز یکبار تکرار شد. به خوکچه هندي باقي مانده )شماره 6( به عنوان 
شاهد تنها سرم فيزيولوژي خورانده شد. پس از آخرین تلقیح تغذیه حیوانات 

به صورت معمول شروع شد.  

جمع آوری و نگه داری مدفوع حیوانات 
نمونه مدف��وع تازه همه حیوانات 2، 4و 8 هفت��ه پس از انجام آخرین 
تلقیح جمع آوری و در فریزر 20º C-  نگه داری شد. پس از این که حیوان 
ش��ماره 5 در هفته هشتم برای بررسی بافت معده کشته شد،  نمونه گیری 

مدفوع از حیوانات4-1و6 در هفته های 20،16،12 و 24 ادامه یافت. 

 CR بررسی مدفوع حیوانات به روش
جه��ت انج��ام DNA، PCR ژنومی از نمونه ه��ای مدفوع نگه داری 
شده  در 20ºC- استخراج شد. کیفیت DNA استخراج شده با استفاده از 
الکتروفورز نمونه‌ها در ژل آگارز 1% و رنگ‌آميزي با اتيديوم برومايد بررسی 
ش��د . سپس تکثیر ژن اختصاصی 16S rDNA  مربوط به H.pylori در 

آنها مورد بررسی قرار گرفت.  

تست آنتی ژن مدفوع
تس��ت آنتی ژن مدفوع  ب��ر روی خوکچه های 6-1 در هفته هش��تم 
و در م��ورد خوکچه ه��ای 4-1 و 6 در هفته 24 با اس��تفاده از کیت الایزا 
)آس��ترا، ایتالیا( ومطابق دستور العمل شرکت س��ازنده انجام گرفت. جهت 
آماده‌س��ازي نمونه ها یک گرم از نمونه مدفوع در يک ويال ريخته ش��د و 
س��پس 800 ميکروليتر از محلول رقيق‌کننده به آنها اضافه ش��د. نمونه ها 
ورتکس و به مدت 5 دقيقه با دور rpm 3000 س��انتريفيوژ ش��دند. 100 
ميکروليت��ر از محل��ول رويي نمونه ها به هم��راه نمونه‌هاي کنترل منفي و 
مثبت موجود در کيت، به گوده هایی که محتوی آنتي‌بادي اول )پلي کلونال 
آنتي‌بادي عليه H.pylori در بافر پروتئيني( بودند، اضافه شد. پس از یک 
ساعت انکوباس��یون در دمای C° 37 ، 100 ميکروليتر از آنتي‌بادي ثانویه 
کونژوگه ش��ده با  آنزي��م Horseradish proxidase به گوده ها اضافه 
شد و گرماگذاری برای مدت يک ساعت تکرار شد. گوده های ميکروپليت با 
300 ميکروليتر از محلول شستشوي نمکي حاوي ) Thimerosal (1X و 
ماده سورفاکتانت، شسته شدند. اين کار شش بار تکرار شد. 200 ميکروليتر 
از سوبسترا )بافر حاوي تترا متيل بنزيدين( به گوده ها اضافه شد. سپس به 
مدت 10 دقيقه در تاريک��ي درC° 37 قرار گرفت. در انتها 100ميکروليتر 
از محلول متوقف‌ کننده واکنش )اس��يد سولفوريک 0/3 مولار( افزوده شد. 
جذب ميزان رنگ ايجاد ش��ده در طول موج 450/630mn توسط دستگاه 
ELISA reader خوانده ش��د.  در این تس��ت ميزان جذب نور مورد قبول 
در طول موج 450/630mn  براي نمونه منفي كمتر از 0/150 و براي نمونه  

مثبت بيشتر از 0/250 در نظر گرفته شد.  

رنگ آمیزی ایمونوفلورسنس غیر مستقیم  H.pylori در نمونه های 
مدفوع 

ابت��دا 100 ميلي‌گرم نمون��ه مدفوع در بافر فس��فات نمکی به صورت 
سوسپانس��يون درآم��د  و در  rpm 3000به مدت 10 دقیقه س��انتریفیوژ 
ش��د. از مایع رویی با اس��تفاده از بافر فس��فات نمکی رقت 1/4تهیه شد و 
10میکرولیت��ر از آن بر روی لام قرار گرفت. لام ها  در دمای اتاق خش��ک 
ش��دند. س��پس رقت 1/32 آنتی بادی مونوکلونال  ضد H.pylori موشی 
از ن��وع IgG1 )یو- اس بیولوژیکال، آمریکا( به عن��وان آنتی بادی  اولیه و 
رقت 1/32 آنتی بادی ضد IgG موش��ی تهیه شده در بز و کونژوگه شده با 
فلورس��ئین ایزو تیوسیانات )سیگما، آمریکا( به عنوان آنتی بادی ثانویه  در 
مراحل رنگ آمیزی اس��تفاده شدند. رنگ  Evans blue )سیگما، آمریکا( 
نيز به منظور افزایش کیفیت تصویر اس��تفاده ش��د. این رنگ در  طول موج 
490mn، رن��گ فلورس��نت قرمزي ايجاد ميك‌ند كه به تباين رنگ س��بز 
تصاوير كمك ميك‌ند. نمونه مدفوع حیوان شماره 6 )بدون تلقیح( به عنوان 
کنترل منفی اس��تفاده شد. اس�الیدها با مكيروسكوپ فلورسنت و در طول 

موج 490mn بررسی شدند. 

238
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بافت شناسی معده جهت مطالعه التهاب 
بررس��ی بافت شناسی در مورد دو حیوان به صورت تصادفی انجام شد. 
معده حيوانات ش��ماره 5 و 4 به ترتی��ب پس از 8 و24 هفته بعد از آخرین 
تلقیح مورد بررس��ی قرار گرفت. بعد از كش��تن حيوانات به وسیله کلروفرم 
معده آنها برداش��ته ش��د و از منطقه خم بزرگ برش خورد. پس از تخليه 
محتويات معده، كل بافت معده در فرمالين 10% قرار داده شد. پس از انتقال 
نمونه ها به آزمايش��گاه بافت شناسي، معده حيوانات در پارافين قرار داده و 
جهت مطالعه بافت شناس��ي برش های پنج مكيرومتري از آن تهيه ش��د. 
اسلايدها با رنگ هاي هماتوكسيلين و ائوزين رنگ آميزي و با میکروسکوپ 

نوری بررسی شدند.

يافته  ها  :  
 هویت باکتریها

اشكال مارپيچي H.pylori جدا شده از بيوپسي‌هاي معده كه به روش 
گرم رنگ آميزي شده بودند با مكيروسكوپ نوري مشاهده شدند. تست های 
کاتالاز ، اکسیداز  و اوره آز در مورد هر چهار سویه  H.pylori مثبت بود. 
الکتروفورز محصولات PCR تکثیر قطعه 519 جفت بازی اختصاصی ژن 
16S rDNA مربوط به  H.pylori را در این سویه ها نشان داد )شکل 1(.

 PCR در مدفوع حیوانات به روش H.pylori بررسی وجود
عدم تکثیر قطعه اختصاصی 519 جفت بازی در مدفوع حیوانات پیش 
از تلقیح باکتری نشان داد که هيچ كدام از حيوانات  به صورت طبیعی به   
H.pylori آلوده نبوده اند. اولين PCR نمونه مدفوع، دو هفته پس از آخرین 
تلقيح باكتري به حيوانات انجام شد. علت اين امر آن است كه جواب مثبت 

PCR، پيش از دو هفته نشان دهنده عفونت نبوده و ممكن است باكتري 
بدون استقرار و تنها به صورت گذرا از دستگاه گوارش دفع شود. تكثير ژن 
16S rDNA از مدفوع  حیوانات در هفته های 2، 4، 8، 12، 16، 20 و 24 
پس از تلقیح، وجود H.pylori را در مدفوع حیوانات  تأييد كرد. نتیجه 

PCR مدفوع حیوان شماره6 )بدون تلقیح ( منفی بود )شکل 2(.

تست آنتی ژن مدفوع 
در هفته هشتم میزان جذب نوری در طول موج 450/630mn در مدفوع 
حیوانات 5-1 آلوده شده بالاتر از 250/ 0 بود و در هفته 24 جذب نور خوانده 
شده در حیوانات 4-1به طور واضحی افزایش نشان داد. در هر دو مرحله، میزان 

جذب نور در مدفوع حیوان 6 )بدون تلقیح( کمتر از 0/150 بود )شکل 3(. 

رنگ آمیزی ایمونوفلورسنس غیر مستقیم H.pylori در نمونه های 
مدفوع 

 ،490mn در بررسی اسلایدها با میکروسکوپ فلورسنت در طول موج
نقاطي كه آنتي بادي اوليه و ثانويه به آنها متصل شده بودند، به رنگ فلورسنت 
مشاهده شد كه مربوط به فلورسئين ايزوتيوسيانات در آنتي بادي ثانويه است.  
دررنگ آمیزی ایمونوفلورسنس  H.pylori به عنوان کنترل مثبت اشكال 
مارپيچي باكتري به رنگ سبز فلورسنت مشاهده شدند ) شکل 4-الف(. اتصال 
اختصاصی آنتی بادی به آنتی ژن در نمونه مدفوع همه حیوانات  آلوده دیده 
شد ) شکل 4-ب(. رنگ آميزي ايمونوفلورسنس غيرمستقيم نمونه مدفوع در 

حيوان 6 )بدون تلقیح( منفی بود ) شکل 4-ج(.
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هلیکوباکتر پیلوری در معده خوکچه هندی 

 16S ژن   PCR محصولات  الكتروفورز   :1 شكل 
 1-3 هاي  ستون   .H.pylori به  مربوط   rDNA
 :5 ستون   ،)1-4(  H.pylori های   سویه  و4: 
منفي)بدون  كنترل   :6 ستون  مثبت،  كنترل 

 ،)DNA
M: مارکر DNA 50 جفت بازی

 16S ژن   PCR محصولات  الكتروفورز    :2 شكل 
rDNA تکثیر شده از نمونه های مدفوع حيوانات  8 
هفته پس از تلقیح H.pylori. ستون های 3-1و4و5: 
 6 حيوان  مدفوع   :6 ستون   ،1-5 حيوانات  مدفوع 
 ،)DNA بدون تلقیح(، ستون7: کنترل منفي )بدون(
ستون 8: كنترل مثبت ، :M مارکر DNA 50 جفت 

بازی
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بافت شناسی 
برش های رنگ شده از بخش آنتروم معده حیوانات 5 و 4  که به ترتیب 
پس از 8 و 24 هفته پس ازتلقیح باکتری کشته شده بودند با میکروسکوپ 
نوری بررسی شدند. تجمع سلول هاي لنفوسيتي بالغ و پلاسما سل ها در 
مخاط این ناحیه وجود التهاب متوسط تا شدید در معده این حيوانات نشان 
داد)شكل5-الف(. در برش ها زخم، گاستریت آتروفیک و یا متاپلازیای روده 
ای مشاهده نشد. هیچ کدام از این تغییرات در تنه معده دو حیوان مشاهده 

نشد)شکل5-ب(.

بحث  : 
در سال 1994 در پي اثبات ارتباط مستقيم بين عفونت  H.pylori و 
سرطان معده،  H.pylori به عنوان كيي از عوامل مهم ایجاد سرطان معده 
شناخته شد و در گروه سرطان زاهای درجه I قرار گرفت.)22( بدین ترتیب 
بررس��ی مكانيس��م اثر اين باكتري و چگونگي ايجاد سرطان اهمیت زیادی 
پی��دا کرد. از آنجا ک��ه  H.pylori به صورت طبیعی تنها در معده انس��ان 
مستقر می شود،  برای بررسی جوانب مختلف واکنش باکتری و میزبان نیاز 
به یک مدل حیوانی است که عوارض گوارشی ناشی از عفونت در آن تا حد 
ممکن شبیه انسان باشد.)4( تاکنون انواع مختلفي از مدل های حیوانی  برای 

مطالعه H.pylori مطرح شده اند. عفونت این باکتری به صورت کوتاه مدت 
در س��گ، میمون، خوک ، موش سفید و گربه ایجاد شده ولی در هیچکدام 
متاپلازیا و س��رطان دیده نشده اس��ت.)8و23و24( امروزه اکثریت قریب به 
اتفاق  مطالعات بر روی جربیل انجام می گیرد. اين حيوان  مانند موش داراي 
اندازه کوچک بوده و نگهداري از آن آسان مي‌باشد. در جربیل نه تنها از ماه 
اول پس ازاس��تقرارعفونت در معده، ارتشاح سلول های التهابی و گاستریت 
دیده ش��ده بلکه پس از گذشت 12-6 ماه ، پیشرفت به سوی ایجاد آتروفی 
و متاپلازیای روده ای هم مش��اهده شده است.)11و 12( از آنجا که جربیل 
حیوان بومی ایران نیست، در اين تحقيق به منظور طراحي مدل حيواني براي 
مطالعه اس��تقرار H.pylori  از خوكچه هندي اس��تفاده شد. علت اين بود 
كه معده خوكچه هندي ش��باهت هاي ساختاري زيادي با معده انسان دارد. 
علاوه بر اين توليد اینترلوکین-8 و عدم سنتز ويتامين C در خوكچه هندي 
خصوصياتي هستند كه باعث برتري خوكچه هندي نسبت به ساير جوندگان 
به عنوان مدل حيواني H.pylori مي‌ش��وند. به نظر می رسد افزایش تولید 
اینترلوکین- 8 وکاهش میزان ويتامين C نقش مهمی در تش��دید عوارض 
ناش��ي از عفون��ت H.pylori  ب��ازی می کنن��د.)17و 19و 25(  تاکنون از 
خوكچه هندي در بررسی اثر واكسن ها، مطالعه اثر انواع ويتامين ها از جمله 
ویتامین C و فلاونوئیدها بر عفونت H.pylori استفاده شده است.)26-28( 

صنیعی و همکاران
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هفته 0/1501/2530/1880/3250/2880/3570/3140/2988

هفته 0/1451/1770/180-0/5740/6420/7520/58424

شکل 3: مقادير جذب خوانده شده در طول موج 450/630nm در نمونه‌هاي مدفوع حيوانات. نمودارهای 1-5 
: مربوط به جذب مدفوع حيوانات5-1، نمودار 6: مربوط به جذب نمونه مدفوع حیوان 6)بدون تلقیح(، نمودار 
7: كنترل مثبت، ، نمودار 8: کنترل منفی. خط قرمز در اين نمودار نشان دهنده 0/250 مي‌باشد و نمونه‌هايي كه 

مثبت هستند، در بالاي اين خط قرار دارند.
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ب��راي بررس��ی اس��تقرار H.pylori در مع��ده خوكچه هندي از س��ه 
روش PCR ب��رروي نمونه مدفوع، تس��ت آنتي ژن مدف��وع و رنگ آميزي 
ايمونوفلورسنس غيرمستقيم مدفوع استفاده شد. PCR نمونه های مدفوع  
 DNA جمع آوری ش��ده در هفته ه��ای 2، 4، 8، 12، 16، 20 و 24 وجود
باکتری را در مدفوع حیوانات نشان داد. PCR روش حساس و دقيقي است 
و امكان رديابي كمترين ميزان از قطعه DNA هدف به وسيله آن وجود دارد 
و در نتيجه كي روش معتبر در تشخيص است. از روش PCR بر روی نمونه 
مدفوع برای ردیابی H.pylori در انس��ان )29( و یا جربيل )30( اس��تفاده 
ش��ده است. تست آنتی ژن مدفوع  بر روی هر شش حیوان در هفته هشتم 
و در م��ورد پنج حیوان در هفته 24 مثبت بود. این آزمايش در مورد حيوان 
كنترل )بدون تلقیح( منفي شد. تست آنتي ژن مدفوع در مطالعات مختلف 
برروي مدفوع انس��ان انجام شده و حساسيت بالايي را نشان داده است.)31( 
در یک مطالعه مش��ابه که بر روی خوکچه هندی انجام گرفت مشخص شد 
كه امكان رديابي آنتي ژن در مدفوع خوكچه هندي وجود ندارد که علت آن 

هضم باکتری در دس��تگاه گوارش خوكچه هندي و شكستن DNA و آنتي 
ژن هاي H.pylori در هنگام گذشتن از روده ذکر شده است.)32( در رنگ 
آمیزی فلورس��نت انجام گرفته بر روی مدف��وع حیوانات، اتصال اختصاصي 
 490mn در طول موج H.pylori آنت��ي بادي مونوكلونال با آنتي ژنه��اي
با مكيروس��كوپ فلورس��نت مش��اهده ش��د. تا کنون از روش رنگ آميزي 
ايمونوفلورسنس غيرمستقيم جهت شناس��ايي H.pylori در بيوپسي‌هاي 
معده انسان استفاده شده است.)33( البته نمي‌توان انتظار داشت كه باكتري 
در مدفوع به شكل مارپيچي و سالم ظاهر شود.گفته می شود باكتري هنگام 
گذاشتن  ازدستگاه گوارش تحت اثر نمك هاي صفراوي و آنزيم هاي مختلف 
قرار مي‌گيرد. شايد به همين علت كشت H.pylori از نمونه مدفوع تاكنون 

موفقيت آميز نبوده است.)34(
بررسی های بافت شناسی تجمع لنفوسيت هاي بالغ و پلاسماسل ها را در 
مخاط ناحيه آنتروم نشان داد.  اين شواهد نشان دهنده وجود التهاب متوسط 
تا شدید در مخاط معده حيوانات مورد مطالعه بود. گزارش ها نشان داده که 

جبالف

شکل 4: رنگ آمیزی ایمونوفلورسنس غیر مستقیم نمونه های مدفوع حیوانات. الف: اشکال مارپیچی H.pylori ) کنترل مثبت(. ب: نمونه  مدفوع حیوان آلوده. 
در محل اتصال اختصاصی آنتی بادی به آنتی ژن رنگ سبز فلورسنت دیده می شود)پیکان(. ج: در نمونه مدفوع حیوان بدون تلقیح  رنگ سبز فلورسنت مشاهده 

)125X نشد. )بزرگنمایی

بالف
شکل 5: الف: تصویر میکروسکوپی برش های تهیه شده از مخاط معده خوكچه هندي شماره پنج، 8 هفته 
پس ازتلقیح باکتری. الف:در مخاط ناحیه آنتروم سلول هاي لنفوسيتي بالغ و پلاسماسل ها مشاهده شد.ب( 

)50X در مخاط تنه معده التهابی مشاهده نشد. )بزرگ نمايي
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اس��تقرار طولاني و پایدار  H.pylori  در خوکچه هندی، تنها باعث ايجاد 
گاستريت شده و تاكنون پيشرفت بيماري به زخم، لنفوما و آدنوكارسينوماي 
معده در اين حيوان گزارش نش��ده اس��ت.)4( در مطالعه ديگري كه  جهت 
بررسي گاستريت ناشي از H.pylori  در خوكچه هندي انجام شد، با وجود 
تکثیرشدن ژن اختصاصی  H.pylori  از بافت معده، مطالعات بافت شناسي 
التهاب و گاس��تريت را نش��ان نداد. گفته می شود گاس��تريت درصورتي در 
خوكچه هندي گزارش مي شود كه تعداد باكتري هاي استقرار یافته در معده 
بيش��تر از 105 باكتري به ازاي كي گرم بافت معده باش��د. بنابراین مشاهده 
نش��دن گاستریت ش��اید به دلیل پایین بودن تعداد باكتري هاي مستقر در 

معده خوكچه هندي است.)15( 

نتیجه گیری: 
نتایج به دست آمده در این مطالعه استقرار H.pylori  را به مدت شش 
ماه در معده خوکچه هندی نشان داد. به نظر می رسد که H.pylori   می 
تواند در نقاط مختلف معده حیوان به خصوص آنتروم مستقر شده، تغییرات 

بافتی به ش��کل گاستریت متوسط تا شدید را ایجاد کند. از آنجا که باکتری 
ممکن اس��ت در نقاط مختلف معده با میزان متفاوت مستقر گردد، بنابراین 
نتایج منفی پاتولوژی نمی تواند همیشه بیانگر عدم استقرار باکتری در معده 
باشد. در این موارد کشت باکتری نیز ممکن است موفقیت آمیز نباشد. امروزه 
روش هایی ملکولی و ایمونولوژیک نتایج قابل اس��تنادی را ارائه داده اند که 
مستقل از کشت بوده و در عین حال نیاز به کشتن حیوان و تهیه نمونه های 
بافت شناس��ی نمی باش��د. در این مطالعه با استفاده از روش های ذکر شده 
اس��تقرار H.pylori در معده خوکچه هندی در دراز مدت نش��ان داده شد. 
از آنجا که در مورد اس��تقرار طولانی م��دت H.pylori   در خوکچه هندی 
مطالعات زیادی صورت نگرفته، شاید بتوان از این حیوان به عنوان یک مدل 
جایگزین جربیل برای مطالعه  H.pylori با اهداف مختلف و در دوره های 

طولانی تر استفاده کرد.

242

 REFERENCES

1.	 Peek Jr RM, Blaser MJ. Helicobacter pylori and gastrointestinal 
tract adenocarcinomas. Nature Reviews Cancer 2002;2:29- 
37.

2.	 Van Doorn LJ, Figueiredo C, Sanna R, Plaisier A, Schneeberger 
P, de Boer W, et al. Clinical relevance of the cagA, vacA, 
and iceA status of Helicobacter pylori. Gastroenterology 
1998;115:58-66.

3.	 El Omar EM, Carrington M, Chow WH, McColl KEL, Bream 
JH, Young HA, et al. Interleukin-1 polymorphisms associated 
with increased risk of gastric cancer. Nature 2000;404:398-
402.

4.	 Kusters JG, Van Vliet AHM, Kuipers EJ. Pathogenesis 
of Helicobacter pylori infection. Clin Microbiol Rev  
2006;19:449-90.

5.	 Newell DG. Animal models of Campylobacter jejuni 
colonization and disease and the lessons to be learned from 
similar Helicobacter pylori models. Symp Ser Soc Appl 
Microbiol 2001;90:57S-67S.

6.	 Fox JG, Rogers AB, Ihrig M, Taylor NS, Whary MT, Dockray 
G, et al. Helicobacter pylori-associated gastric cancer in INS-
GAS mice is gender specific. Cancer Res 2003;63:942-50.

7.	 O´Rourke JL, Lee A. Animal models of Helicobacter pylori 
infection and disease. Microbes Infect 2003;5:741-8.

8.	 Kodama M, Murakami K, Nishizono A, Fujioka T. Animal 
models for the study of Helicobacter-induced gastric 
carcinoma. J Infect Chemother 2004;10:316-25.

9.	 Pritchard DM, Przemeck SMC. How useful are the rodent 
animal models of gastric adenocarcinoma? Aliment Pharmacol 
Ther 2004;19:841-59.

10.	 Yokota K, Kurebayashi Y, Takayama Y, Hayashi S, Isogai 
H, Isogai E, et al. Colonization of Helicobacter pylori in the 

gastric mucosa of Mongolian gerbils. Microbiol Immunol 
1991;35:475-80.

11.	 Hirayama F, Takagi S, Kusuhara H, Iwao E, Yokoyama Y, 
Ikeda Y. Induction of gastric ulcer and intestinal metaplasia 
in Mongolian gerbils infected with Helicobacter pylori. J 
Gastroenterol 1996;31:755-7.

12.	 Honda S, Fujioka T, Tokieda M, Gotoh T, Nishizono A, Nasu 
M. Gastric ulcer, atrophic gastritis, and intestinal metaplasia 
caused by Helicobacter pylori infection in Mongolian gerbils. 
Scand J Gastroenterol 1998;33:454-60.

13.	 Jeremy AHT, Du Y, Dixon MF, Robinson PA, Crabtree 
JE. Protection against Helicobacter pylori infection in the 
Mongolian gerbil after prophylactic vaccination. Microbes 
Infect  2006;8:340-6.

14.	 Sturegard E, Sjunnesson H, Ho B, Willen R, Aleljung P, 
Ng HC, et al. Severe gastritis in guinea pigs infected with 
Helicobacter pylori. J Med Microbiol 1998;47:1123-9.

15.	 Shomer NH, Dangler CA, Whary MT, Fox JG. Experimental 
Helicobacter pylori infection induces antral gastritis and 
gastric mucosa-associated lymphoid tissue in guinea pigs.  
Infect Immun 1998;66:2614-2618.

16.	 Stevenson NR. Active transport of L-ascorbic acid in the 
human ileum. Gastroenterology 1974;67:952-6.

17.	 Stevenson NR, Brush MK. Existence and characteristics of Na 
positive-dependent active transport of ascorbic acid in guinea 
pig. Am J Clin Nutr 1969;22:318-26.

18.	 Sobala GM, Crabtree JE, Dixon MF, Schorah CJ, Taylor 
JD, Rathbone BJ, et al. Acute Helicobacter pylori infection: 
clinical features, local and systemic immune response, 
gastric mucosal histology, and gastric juice ascorbic acid 
concentrations. Gut 1991;32:1415-8.

صنیعی و همکاران



www.SID.ir

Arc
hive

 of
 S

ID

گوارش/ دوره 17/ شماره4/ زمستان1391

19.	 Yoshimura T, Johnson DG. cDNA cloning and expression of 
guinea pig neutrophil attractant protein-1 (NAP-1). NAP-1 is 
highly conserved in guinea pig. J Immunol  1993;151:6225-
36.

20.	 Baggiolini M, Loetscher P, Moser B. Interleukin-8 and the 
chemokine family. Int J Immunopharmacol 1995;17:103-8.

21.	 Figura N. Helicobacter pylori exotoxins and gastroduodenal 
diseases associated with cytotoxic strain infection. Aliment 
Pharmacol Ther1996;10:79-96.

22.	 Schistosomes, liver flukes and Helicobacter pylori. IARC 
Working Group on the Evaluation of Carcinogenic Risks to 
Humans. Lyon, 7-14 June 1994. IARC Monogr Eval Carcinog 
Risks Hum 1994;61:1-241.

23.	 .Krakowka S, Eaton KA, Rings DM. Occurrence of gastric 
ulcers in gnotobiotic piglets colonized by Helicobacter pylori. 
Infect Immun 1995;63:2352-5.

24.	 Fox JG, Batchelder M, Marini R, Yan L, Handt L, Li X, et 
al. Helicobacter pylori-induced gastritis in the domestic cat. 
Infect Immun 1995;63:2674-81.

25.	 Basso D, Scrigner M, Toma A, Navaglia F, Di Mario F, Rugge 
M, et al. Helicobacter pylori infection enhances mucosal 
interleukin-1, interleukin-6, and the soluble receptor of 
interleukin-2. Int J Clin Lab Res  1996;26:207-10.

26.	 Durrani Z, Rijpkema S. Orogastric vaccination of guinea pigs 
with Helicobacter pylori sonicate and a high dose of cholera 
toxin lowers the burden of infection. FEMS Immunol Med 
Microbiol  2003;36:169-73.

27.	 Sjunnesson H, Sturegard E, Willen R, Wadstrom T. High 
Intake of Selenium,-Carotene, and Vitamins A, C, and E 
Reduces Growth of Helicobacter pylori in the Guinea Pig. 
Comp Med  2001;51:418-23.

28.	 Gonzalez-Segovia R, Quintanar JL, Salinas E, Ceballos-
Salazar R, Aviles-Jimenez F, Torres-Lopez J. Effect of the 
flavonoid quercetin on inflammation and lipid peroxidation 
induced by Helicobacter pylori in gastric mucosa of guinea 
pig. J Gastroenterol 2008;43:441-7.

29.	 Monteiro L, Gras N, Vidal R, Cabrita J, Megraud F. Detection 
of Helicobacter pylori DNA in human feces by PCR: DNA 
stability and removal of inhibitors. J Microbiol Methods 
2001;45:89-94.

30.	 Nakagawa S, Osaki T, Fujioka Y, Yamaguchi H, Kamiya S. 
Long-term infection of Mongolian gerbils with Helicobacter 
pylori: microbiological, histopathological, and serological 
analyses. Clin Diagn Lab Immunol 2005;12:347-53.

31.	 Gisbert JP, Pajares JM. Stool antigen test for the diagnosis 
of Helicobacter pylori infection: a systematic review. 
Helicobacter 2004;9:347-68.

32.	 Sjunnesson H, Sturegurd E, Hynes S, Willen R, Feinstein R, 
Wadstrom T. Five month persistence of Helicobacter pylori 
infection in guinea pigs. APMIS 2003;111:634-42.

33.	 Rivera E, Lopez-Vidal Y, Luqueno V, Ruiz-Palacios 
GM. Indirect immunofluorescence assay for detection of 
Helicobacter pylori in human gastric mucosal biopsies. J Clin 
Microbiol 1991;29:1748-51.

34.	 Kabir S. Detection of Helicobacter pylori in faeces by 
culture, PCR and enzyme immunoassay. J Med Microbiol 
2001;50:1021-9.

هلیکوباکتر پیلوری در معده خوکچه هندی

243


