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Abstract 

Background: H.pylori is one of the most common chronic bacterial infections in population so 
more than 85 percent are infected in Iran. H.pylori can cause different gastrointestinal disease like 
gastritis, peptic ulcers and even cancer. One of the effective factors in pathogenesis of bacteria is 
cytotoxin associated with gene A (cagA). Strains with cagA gene are more virulent. The aim of this 
study was to determine the frequency of cagA gene of H.pylori in patients with gastric disorders who 
were admitted to Imam Hossein Hospital, Tehran. 

Materials and Methods: In this descriptive study, DNA was extracted from 84 paraffin- embedded 
tissues using QiaAmp tissue kit. H.pylori was verified with PCR of 16sRNA sequences specific for 
Helicobacter spices and cagA gene was determined using specific primer by the PCR method. The 
prevalence of cagA gene in three clinical groups; gastritis, gastric ulcer, and atrophic patients was 
compared. 

Results: Among 84 H.pylori positive isolates ,72 biopsy samples were positive for 16sRNA 
(85.7%) and 46 (63.9%) for cagA. The prevalence of cagA positive strains in peptic ulcer patients 
(43.5%) was greater than in those with gastritis (30%). 

Conclusion: Results showed that Helicobacter pylori strains with cagA are more common in 
patients with peptic ulcer and cancer.  
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 مقاله پژوهشی                                                                                                               مجله علمی پژوهشی دانشگاه علوم پزشکی اراك
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 چکیده
هاي مزمن باکتریایی در انسان است به طوري که  ترین عفونت عفونت هلیکوباکتري پیلوري یکی از شایع: زمینه و هدف

هاي متعدد  اکتري سبب بروز بیمارياین ب. باشند  درصد افراد جامعه ایران آلوده به هلیکوباکتر پیلوري می85که بیش از 
 ،زایی باکتري  موثر در بیماريعواملیکی از . شود هاي گوارشی و حتی بروز بدخیمی می گوارشی نظیر التهاب معده، زخم

هاي فاقد این ژن،  زایی بالاتري نسبت به سویه از قدرت بیماري cagAهاي حاوي ژن  سویه. باشد می cagAژن 
هاي هلیکوباکتر پیلوري در مبتلایان به اختلالات  سویه cagA ژننجام این تحقیق تعیین فراوانی هدف از ا. برخوردارند

  .باشد گوارشی مراجعه کننده به مرکز درمانی بیمارستان امام حسین می
بعد از . ت بیمار مورد استفاده قرار گرف84هاي پارافینه ناحیه انتروم معده  توصیفی، بلوك  در این مطالعه :ها مواد و روش

باکتري با استفاده   DNA.هاي هلیکوباکتر پیلوري بررسی گردید تهیه برش و رنگ آمیزي گیمسا، حضور و دانسیته نمونه
 .تعیین شد PCRپرایمرهاي اختصاصی ژن به روش  با استفاده از cagAاز کیت استخراج گردیده و حضور ژن 

 72 ،هلیکوباکتر پیلوري مثبت بودند نه که در رنگ آمیزي گیمسا از نظر نمونه بلوك پارافی84 در این مطالعه از :ها یافته
)  درصد9/63(  سویه16s rRNA ،46هاي   از بین نمونه و مثبت 16s rRNAسویه هلیکوباکتر پیلوري ) درصد7/85(

بتلایان به بیشتر از م)  درصد5/43 (زخم گوارشیمثبت در بین بیماران مبتلا به  cagAشیوع . بودند cagAداراي ژن 
  . بود)  درصد30 (التهاب معده

 زخم معده ان مبتلا به بیماردر بین cagAژن هلیکوباکتر پیلوري با  در این مطالعه نشان داده شده است که :گیري نتیجه
  .بیشتر می باشدو سرطان در مقایسه با بیماران دیگر 

  ی مورفیسمواکنش زنجیره اي پل هلیکوباکتر پیلوري،  ،CagA: واژگان کلیدي
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  مقدمه
) Helicobacter pylori(هلیکوباکتر پیلوري

باشد که اغلب در  باسیل گرم منفی و میکروآئروفیلیک می
تریت، مخاط معده کلونیزه شده و عامل اتیولوژیک گاس

 MALT (لنفوم هاي گوارشی وآدنوکارسینوماي معده، زخم
Mucosa-Associated Lymphoid Tissue( دیگر  و

میزان شیوع آلودگی به  .باشد ها می بدخیمی
پیلوري در کشورهاي در حال توسعه بیشتر است  هلیکوباکتر

 جمعیت این کشورها به این  درصد80که بیش از به طوري
  ).2، 1(شندبا باکتري آلوده می

دهد که عوامل  مطالعات متعدد نشان می
زایی باکتري، عوامل محیطی و ژنتیک میزبان در  بیماري

  ).3(هاي گوارشی نقش دارند ایجاد بیماري
ژن وابسته به  زایی از میان عوامل متعدد بیماري

 به )A) cytotoxin-associated gene A سیتوتوکسین
اثر  غرافیایی متعدد و نیزدلیل ناهمگونی ژنتیکی در نواحی ج

  . )4-6(سزایی برخوردار استه در چرخه سلولی از اهمیت ب
پیلوري به عنوان مارکر  هلیکوباکترcagAژن 

 .باشد خطر بروز بیماري زخم معده و سرطان معده می
هاي مختلف  تحقیقات اولیه در مورد واریانت

 با  cagA ها، ارتباط بین وجود  و ایزوله H.pyloriهاي گونه
زایی و قابلیت ایجاد تغییرات متعدد  افزایش بیماري

هاي معدي انسان را  مورفولوژیکی و بیوشیمیایی در سلول
ها وجود   سویه درصد50-70این ژن در . )7(کند ثابت می

وجود  دارد که در برخی گزارشات از کشورهاي آسیایی
در انتهاي . )9، 8( گزارش شده است درصد90این ژن تا 

 ،I در ناحیه )Pathogenisity  Island( اتوژنیسیتیجزایر پ
  cagA وجود دارد که محل قرار گیري ژنbp40قطعه 

  درصد35  گوانوزین آن- میزان سیتوزیندرصد باشد، می
 ) درصد39(ه تفاوتی با نواحی دیگر ژنوم باشد ک می

هاي  طی انتقال افقی به برخی سویه  cagA.دارد
 جزایر .)11 ،10(ده استپیلوري منتقل ش هلیکوباکتر

 ژن در 18 .کند  ژن را کد میPAI( 31(پاتولوژیکی 
 IV) T4SS-Type4 گیري سیستم ترشحی تیپ شکل

Secretary System ( نقش دارد که قابلیت نفوذ و
هاي باکتریایی را به سلول  ترانسلوکاسیون ماکرومولکول

 کد cagAتوسط ژن( cagAپروتئین . کند میزبان فراهم می
هاست و به عنوان      یکی از این ماکرومولکول) شود می

  .کند  عمل میT4SSسوبستراي 
cagA که باشد میهاي سطحی   یکی از پروتئین 

پس از ورود به و زایی بالایی برخوردار است  از قدرت ایمنی
تلیال معده منجر به دوکی شدن سلول میزبان  هاي اپی سلول

تواند به طور مستقیم پس  می  cagAبنابرین پروتئین . شود می
هاي پیام  هاي هدف و تداخل با سیستم از ورود به سلول

زایی باکتري و بیان  رسانی سلول، سبب افزایش بیماري
 cagAژن . شود می cag PAIزایی  هاي جزایر بیماري ژن

نقش مهمی در پیام رسانی سلول داشته و سبب تغییرات 
ها  یس در سلولموفولوژیکی متعددي نظیر تکثیر و آپپتوز

هایی نظیر زخم  با بروز بیماري cagA وجود ژن. شود می
- 14( آتروفی مخاط و سرطان معده مرتبط است،دوازدهه

توان بیشتري در بروز  cagAهاي حاوي ژن سویه .)12
 Abnormal Gastrin AGS)هاي آپپتوزیس در سلول

Secretion) 16،15(دارند.(  
 cagAژناوانی هدف از انجام این تحقیق تعیین فر

هاي هلیکوباکتر پیلوري در مبتلایان به اختلالات  سویه
  .باشد گوارشی می

  
  ها روش مواد و

 بیمار مبتلا به 84 در این مطالعه توصیفی، از
هاي  اختلالات گوارشی که نمونه بیوپسی آنها در طی سال

آوري شده بود،   به صورت بلوك پارافینه جمع88-89
 ،  H.pylori نمونه بلوك پارافینه 84همه . گردیداستفاده 

از بین . مثبت بودند که با رنگ آمیزي گیمسا تعیین شده بود
نفر مبتلا به التهاب معده  H.pylori .34به  بیمار مبتلا84

 3/33(زخم گوارشی به  بیمار مبتلا 28 ،) درصد5/40(
)  درصد4/21( بیمار مبتلا به بدخیمی و آتروفی 18، )درصد

)  درصدNUD(None Ulcer Disease)  )8/4 نمونه 4و 
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نامه از  لازم به ذکر است قبل از انجام پاتولوژي پرسش. بودند
  .بیماران تهیه شده بود

هاي پارافینه به  بلوك DNAجهت استخراج 
 میکرون برش داده شده و توسط کیت 5-8ضخامت 
 از بافت پارافینه شرکت کیاژن طبق پروتکل DNAاستخراج 

 درجه -20یت استخراج شد و در دماي گفته شده در ک
ابتدا با استفاده از پرایمرهاي . داري شد گراد نگه سانتی

 مختص گونه هلیکوباکتر، هویت 16s rRNAاختصاصی 
 در مرحله بعدي جهت تعیین ).17(ها مشخص شد سویه

حیه حفاظت  نااختصاصیاز پرایمرهاي  cagAحضور ژن 
 5-GAT AAC AGG CAAتوالی شده ژن با استفاده از 

GCT TTT GAG G-35 و  رفت به عنوان پرایمر-

GCG TCA AAA TAA TTC CAA GG-3 به 
). 18(استفاده شد cagA براي تکثیر ژن برگشتعنوان پرایمر 

در تمام این مراحل سویه هلیکوباکتر پیلوري کشت شده به 
تکثیر ژن مورد نظر در حجم . عنوان سویه کنترل استفاده شد

 20 در حجم  cagAتکثیر ژن یتر با استفاده از میکرول20
کرولیتر ی م2کرولیتر آب، ی م4/13تفاده از کرولیتر با اسیم

کرولیتر ی م4/0کرولیتر منیزیم کلراید، ی م10x، 2/1بافر 
کدام از پرایمرها کرولیتر از هر ی م5/0داکسی نوکلئوتید، 

 و Taq polymerase آنزیم 1/0، )کرولیتریم/  پیکومول25(
 با  PCRمحصولات .کرولیتر نمونه مورد نظر انجام شدی م2

 الکتروفورز شد و پس از  درصد2استفاده از ژل آگارز 

رنگ آمیزي با اتیدیم برماید زیر نور ماوراء بنفش مشاهده 
  .شد

هاي به دست آمده با استفاده از نرم افزار   داده
SPSS تجزیه و  براي .مورد تجزیه و تحلیل قرار گرفت

مجذور کاي و آزمون دقیق فیشر ها از آزمون  یل دادهتحل
  . در نظر گرفته شد05/0سطح معنی داري  .استفاده شد

  
  ها یافته

 52 سال بوده که شامل 6/56بیماران  میانگین سنی
داري  بین بیماري و سن بیمار ارتباط معنی. بود زن 32مرد و

 آتروفی و بدخیمی در افراد بالاي). >001/0p(داشتوجود 
که گاستریت در سنین  در حالی ،شد سال دیده 50

و زخم معده )  درصد5/62( بیشتر دیده شد) 50-30(میانسالی
 7/66( سال بیشتر شیوع داشت30 از تر در سنین جوانی پایین

  ).1جدول)(درصد
آلودگی به هلیکوباکتر پیلوري به روش پاتولوژي 

 84هویت همه . دخص شده بوبا رنگ آمیزي گیمسا مش
هاي مولکولی با  هاي هلیکوباکتر پیلوري توسط روش یهسو

مختص سویه  16s rRNAاستفاده از پرایمر اختصاصی 
 543اي به طول   قطعهPCRهلیکوباکتر تایید شد و محصول 

. دهد جفت باز بوده که وجود هلیکوباکتر پیلوري را نشان می
 16sاز نظر )  درصد7/85(نمونه  72 ،نمونه 84 میان از

rRNAمنفی بود)  درصد3/14( نمونه12ثبت بودند و م. 
   توزیع فراوانی بیماري هاي گوارشی بر حسب سن.1جدول

  رده سنی  جمع کل  سال51بزرگتر از    سال50-31بین   سال30کمتر از 
  درصد  تعداد  درصد  تعداد  درصد  تعداد  درصد  تعداد  گروه بیماري

 100 34 7/64 22 4/29 10 9/5 2 گاستریت
 100 28 6/77 22 1/7 2 3/14 4 زخم معده

 100 18 100 18 0 0 0 0 بدخیمی
NUD 0 0 4 100 0 0  4 100 

 100 84 8/73 62 19 16 1/7 6 جمع کل
  =001/0p:نتیجه آزمون آماري

  
 وجود سویه PCRدلیل این که با انجام روش ه ب

 نمونه مثبت شده 72باکتر تائید شد، در این مطالعه از  هلیکو
 cagA، براي بررسی وجود ژن 16s rRNAاز لحاظ 

 9/63(نمونه 46 نمونه مثبت، 72این از بین . استفاده شد

با استفاده از پرایمرهاي اختصاصی ناحیه حفاظت ) درصد
 جفت باز تولید شده 349تکثیر شده و قطعه  cagAشده ژن 

 نمونه 26 .)1شکل(بود cagAنشان دهنده حضور ژن 
میانگین سنی . منفی بودند cagA)  درصد1/36(باقیمانده 
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.  سال بود46/55 و 56 به ترتیب  cagAبدون ژن  بیماران با و
 دار در دو گروه از لحاظ آماري معنیسن بیماران اختلاف 

انحراف معیار و میانه در گروه داراي ). <05/0p(نبود
که این مقادیر   بود در حالی73 و 24/17 به ترتیب  cagAژن

در  .باشد  می52 و92/17به ترتیب  cagAدر گروه فاقد ژن 
 1/39(18مرد و )  درصد9/60(28مثبت  cagA  نمونه 46بین 

داري  معنیاختلاف زن بودند که از لحاظ آماري  )درصد
 در بیماران مبتلا به زخم  cagAژن). <05/0p(وجود ندارد

بیماران  در ). درصد4/71(ده بیشترین فراوانی را داشتمع
 4/44 هاي گوارشی این میزان دخیمیبه آتروفی و ب مبتلا

 گزارش  درصد7/41در بیماران مبتلا به گاستریت   ودرصد
 و فاقد cagAاختلاف در دو گروه حاوي ژن ). 2جدول(شد

دار  هاي گوارشی به لحاظ آماري معنی بیماريژن از نظر 
  ).p=07/0(نبود

  

  
 با CagA برروي ناحیه حفاظت شده ژن PCRنتایج . 1شکل 
  ه از پرایمرهاي اختصاصیاستفاد

  
   بر حسب گروه بیماري  cagA توزیع فراوانی مطلق و نسبی ژن .2جدول

cagA  درصد(تعداد(  
  مثبت  منفی

  ژن  جمع کل
  گروه بیماري

  درصد  تعداد  درصد  تعداد  درصد  تعداد
 100 28 50 14 50  14 گاستریت
 100 26 9/76 20  1/23 6 زخم معده

 100 14 1/57 8 9/42 6 بدخیمی
NUD 0 0 4 100 4 100 

 100 72 9/63 46 1/36  26 جمع کل
  

  بحث
هلیکوباکترپیلوري عامل اتیولوژیک التهاب معده، 

 خطر ابتلا به سرطان معده و عامل زخم گوارشی و
این مطالعه به بررسی . رود شمار میه هاي لنفوئیدي ب بدخیمی

 و ارتباط آن با cagAزایی  حضور ژن شاخص بیماري
ه هاي گوارشی پرداخته و ارزش ردیابی این ژن را ب بیماري

گري بیماران در معرض خطر بالا تعیین نموده  منظور غربال
 PCRدر محصول  cagA در صورت حضور ژن. است

. شود  جفت باز تکثیر می349طول ه حاصل قطعه ژنی ب
 از افراد  درصد9/63 حضور ژن مذکور نشان داد که بررسی

 cagAهاي گوارشی، داراي سویه حاوي ژن  دچار بیماري
هاي  در سویه cagAمقایسه فراوانی ژن . مثبت هستند

دهد  هلیکوباکترپیلوري ایرانی و کشورهاي غربی نشان می
باشد و   غربی میيکه فراوانی این ژن بالاتر از کشورها

 97(مشابه کشورهاي آسیاي جنوب شرقی از جمله کره
فراوانی ژن . )20، 19(باشد می)  درصد95( و ژاپن) درصد
cagA گزارش شده )  درصد94( در کشور برزیل نیز بالا

 ،در کشورهاي مختلف cagAتنوع فراوانی ژن . )21(است
دلیل تفاوت در جمعیت بیماران مورد مطالعه ه ممکن است ب

  .هاي مورد بررسی باشد و تنوع ژنتیکی سویه
توسط مولایی و در مطالعه صورت گرفته 

 درصد گزارش cagA، 6/79میزان فراوانی ژن همکاران 
مطالعه انجام شده توسط دوستی و همکاران در . )22(شد

شهرکرد و دورقی و همکاران در تهران میزان فراوانی ژن 
cagA  ه  گزارش نمود درصد2/84و  5/83را به ترتیب

 مطالعه دیگر انجام شده توسط شکوهی زاده و ).24،23(است
  درصد18/35زان فراوانی این ژن را ن میهمکاران در تهرا

 در مطالعه  cagAتفاوت در فراوانی ژن. )25(گزارش نمود
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کنونی با مطالعات دیگر مربوط به استفاده از پرایمرهاي 
تفاوت جغرافیایی و  متفاوت به منظور جستجوي ژن مذکور،

رغم یاین مطالعه عل. تواند باشد آوري شده می نوع نمونه جمع
ایمرهاي مشابه با دورقی و همکاران نتیجه استفاده از پر

تواند به علت استفاده از  یکسانی را نداشت که این امر می
اما با . هاي بلوك شده پارافینه در مطالعه کنونی باشد نمونه

توان نتیجه گرفت  وجود اختلاف در شیوع این باکتري می
هاي ایرانی مناطق   از فراوانی یکسانی در سویهcagAکه ژن 

  .رافیایی مختلف برخوردار استجغ
 بیماران دچار زخم معده  درصد70اگرچه بیش از 

هاي  در گروه cagA ژن  ،مثبت بودند cagAحامل سویه 
 و ارزش  فراوانی مشابهی داشتمختلف بیماران تقریباً

گري بیماران دچار اختلالات گوارشی از  چندانی براي غربال
ن مطالعه براي بررسی در ای. جمله بدخیمی و گاستریت ندارد

اثر پارافین بر روي باکتري و تاثیري که بر نتایج آزمایشات 
هاي پارافینه استفاده شد که  گذارد، اولین بار از نمونه می

رسی هاي پارافینه را بر  در نمونهCagAبتوان میزان بروز 
در هلیکوباکترپیلوري  ،با توجه به نتایج تحقیق. کرد

 به صورت فیکس باقی مانده و تاثیري هاي پارافینه شده نمونه
  .گذارد  نمیPCRدر نتایج 

که این  با توجه به محدودیت زمانی در صورتی
 vacA، sabAهاي ویرولانس دیگري نظیر  ژن با شاخص

تري از  توان پیش بینی دقیق مورد ارزیابی قرار گیرد، می
پیامدهاي پاتولوژي حاصل از عفونت هلیکوباکتر پیلوري 

زا در تعامل با  هاي متعدد بیماري ارتباط شاخصداشته و 
  .ارزیابی کردرا یکدیگر در بروز بیماري حاصل 

  
 نتیجه گیري

دهد که در  نتایج حاصل از این مطالعه نشان می
 ظهاي بیوپسی که در رنگ آمیزي گیمسا از لحا نمونه

 16sتوان از ژن  ت گزارش شده، میبپیلوري مثرهلیکوباکت

rRNAه هلیکوباکتر به جاي استفاده از  اختصاصی سوی
، براي تائید سویه  UreCروش مرسوم بررسی حضور ژن 

با   cagA این مطالعه تایید کرد که ژن  همچنین.استفاده کرد

بیماري زخم معده و سرطان در مقایسه با بیماران دیگر 
  .داري دارد ارتباط معنی

  
  قدردانی تشکر و

ید از معاونت آموزشی دانشکده پزشکی شه
پژوهش و  این مالی از پشتیبانی و علمی بهشتی براي حمایت

چنین از بخش میکروب شناسی که تجهیزات و امکانات  هم
. گردد بخش را در اختیار این پژوهش قرار دادند قدردانی می

 مصوبه 351این پژوهش نتیجه کار پایان نامه به شماره 
دانشگاه علوم پزشکی شهید بهشتی با عنوان بررسی 

هاي ویرولانس هلیکوباکتر پیلوري جدا شده از  اخصش
  .باشد  میPCRبیماران گوارشی به روش 
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