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  پروردگارم؛
  

هزاران بار سپاس كه لياقت شناخت حرفي هرچند كوچك، از          
  ...الفباي خلقت را به من ارزاني داشتي



أ  

  
  
  
  
  

  :كنم به اين مجموعه كوچك را تقديم مي
  شد؛پدر و مادر هميشه همراهم، به پاس طراوتي كه از حضور سبزشان، به من ارزاني 

   وجودشان؛عاطفه سرشار و گرماي اميدبخشمهدي و رضاي عزيزم، به خاطر 
  ؛كند دريغشان كه هرگز فروكش نمي هاي بي  به پاس محبتدوستان صميمي و مهربانم؛

  ام؛ تك تك اساتيد بزرگواري كه تا امروز از ايشان درس معرفت و انسانيت آموخته
  اند؛ ها برداشته ر اعتلاي زندگي انسانيكايك افرادي كه، گامي هر چند كوچك در مسي

  ...و

  . كه لياقت طي اين مسير را به من اعطا كردحضرت دوست



أ  

  
  
  
  
  

  :كنم به ام را تقديم مي ها و سپاس قلبي ترين قدرداني صميمانه
اش  جانبـه  هاي همـه    سركار خانم دكتر اشرف محبتي مبارز، استاد راهنماي نازنينم، به خاطر حمايت           

  . كه تنها مختص اوست و بسهايي وخوبي
جناب آقاي دكتر محسن اميني، استاد مشاور محترمم، به خاطر راهي كه به واسطه حضور موثر وي                 

  .بر من هموار شد
شناسي، سركار خانم دكتر پيرايه، جناب آقـاي دكتـر سـتاري، و جنـاب                 اساتيد محترم گروه باكتري   

  .ر اختيارم نهادندبهايشان را د آقاي دكتر بهزاديان كه تجارب گران
شناسي، خصوصاً جناب آقاي دكتر جليل فلاح، جناب آقاي دكتـر             دوستان بزرگوارم در گروه باكتري    

نيما خرم آبادي، خانم دكتر بهاره حاجي خاني، جناب آقـاي دكتـر داوود اسـماعيلي، جنـاب آقـاي دكتـر                      
ر راه پيـشبرد ايـن پـروژه دريـغ          رغم مشغله زياد، از هيچ كمكـي د         محمد حقيقي، و ساير عزيزاني كه علي      

  .نكردند
  ...و 

  .هايشان حقيقتاً لذت بخش شد لگرميعزيزان همراهي كه لحظات دشوار كار با د



أ  

  چكيده
وخامت علايم كلينيكي ايجاد شـده توسـط هليكوبـاكتر پيلـوري بـا حـضور شـماري از فاكتورهـاي                 

ي به عنوان دومين مخزن اين باكتري يـاد         امروزه از پلاك دندان   .  مرتبط است  cagAويرولانس، بالاخص ژن    
 كنـون سـويه     امـا تـا   . شود و شواهدي دال بر انتقال هليكوباكتر پيلوري از ايـن راه نيـز در دسـت اسـت                    مي

cagA+        بر همين اسـاس مطالعـه فعلـي بـا هـدف            .  هليكوباكتر پيلوري از پلاك دنداني رديابي نشده است
 طراحـي   PCRمونه پلاك دنداني و بيوپسي معـده بـا روش            در ن  +cagAبررسي حضور هليكوباكتر پيلوري     

  .گرديد
االله نمونـه پـلاك دنـداني و بيوپـسي معـده بـا روش                  بيمار مراجعه كننده به بيمارستان بقيه      100از  

ها روي محيط بروسلا آگار غني شده كشت داده،           نمونه. اندوسكوپي اخذ شده و به آزمايشگاه منتقل گرديد       
پس از مشاهده رشد، حضور هليكوباكتر پيلـوري        . شرايط ميكروآئروفيليك انكوبه شد    روز در    5 -7به مدت   

هـا     روي نمونه  cagA و   ureCهاي     براي  ژن   PCRچنين آزمايش     هم. با آزمايشات بيوشيميايي تأييد گرديد    
  .انجام شد

 نفـر   30ان  زمان بيوپسي و پلاك دنداني بودند كه از اين مي           داراي نمونه هم  ) 65(% بيمار   65در كل   
 cagAداراي ژن در    ) 23(% نفـر    15 و   ureCداراي ژن   ) 83(% نفـر    54زمان،    داراي كشت مثبت هم   ) 46(%

در ضـمن پـس از انجـام    .  بودنـد Direct PCRزمان بـه روش   در نمونه پلاك دنداني و بيوپسي به طور هم
PCR  داراي ژن  ) 46%( بيمـار    30هاي حاصل از كشت روي محيط بروسلا آگـار مـشخص شـد                 روي كلني
ureC   داراي ژن   ) 3/15(% بيمار 10 وcagA از بيمـاراني كـه ژن        75%در ضـمن    .  بودند cagA    در بيوپـسي 

رسـد پـلاك دنـداني        به نظر مي  . معده و پلاك دنداني آنها شناسايي شد داراي علايم وخيم كلينيكي بودند           
زي مجـدد معـده بيمـار پـس از          سـا   سازي هليكوباكتر پيلـوري بـوده، در آلـوده          مخزن مناسبي جت ذخيره   

  .بيوتيك درماني موثر واقع شود آنتي
  cagA هليكوباكتر پيلوري، حفره دهاني، پلاك دنداني، :واژگان كليدي
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 ATCC 53726................................................................................................80  هيسو

 با DNAماركر : M ،يكنترل منف: 2كنترل مثبت، چاهك: 1چاهك . ureC ژن مري پراset up. 27-3  شكل
 ATCC 26695..................81  هي استاندارد سو يلوري پكوباكتر يه هلنمون:  4 و 3، چاهك bp 100 زيسا



و  

 DNAمـاركر  : M ،يكنترل منف: 2كنترل مثبت، چاهك : 1چاهك . cagA ژن مري پراset up. 28-3  شكل
 يلوري پ كوباكترينمونه هل : 8، و   7،  6چاهك   ،ي منف cagA استاندارد   يها  نمونه: 5و  4،چاهك  kbp 1 زيبا سا 

 ATCC 53726.....................................................................81ه  ي مثبت سوcagAاستاندارد  
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  مقدمه و
 مروري بر مطالعات انجام شده

  مقدمه و مروري بر مطالعات انجام شده: فصل اول .1
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  تاريخچه .1- 1
تـا سـال    . در معده پستانداران گـزارش كـرد  ارپيچي رهاي ما  وجود ارگانيسم1 بوچر،1874در سال 

هـا و    هاي مارپيچي كه سـگ      نشان داد كه باكتري    2 اين مطلب توسط ديگران نيزثابت شد و سالمون        1900
سـازي در     در تكامل ايمنـي    اًاين پديده اخير   .ها نيز متقل شوند    توانند به موش    مي ،كنند ها را آلوده مي    گربه

  .]1[ ا مورد استفاده قرار گرفته استه يباكتر برابر هليكو
 در معده انسان ديده شـد و تـا پايـان سـال              3ها توسط كرينيتز    باكتري  براي اولين بار اين    1906ر  د

افـراد در   % 40 كـه حـدود      ها نشان داد    گزارش اين. گر نيز در اين زمينه منتشر گرديد       دو گزارش دي   1940
  ].2 [شد نوعي اسپيروكت است  در آن زمان گمان ميمعده خود حامل اين نوع باكتري خاص هستند كه

مريكا چنين نتـايجي در      و متاسفانه نخستين مطالعات در ا       مطالعات در اروپا انجام شده بود      همه اين 
 يـادآور شـد كـه نتوانـسته اسـت           “گاسترو انترولوژي ” در كتاب    1954 در سال    4 پالمر كه  چنان ؛بر نداشتند 

  . پيدا كند،دست آورده بود   بيمار از طريق مكش به1180ز معده هايي كه ا باكتري را در نمونه
 بودنـد   تـه  درياف 6 و وست  5چنين موضوع ديگري مطرح شد و آن اين بود كه لوك            هم 1924در سال   

  ].2 [كه در معده انسان اوره آز به مقدار فراوان فعاليت دارد
رود و در نتيجـه      ها از بين مـي     كبيوتي  مشخص شد كه اين فعاليت بر اثر تجويز آنتي         1959در سال   

هاي مـارپيچي معـده تـا        به هر حال ارتباط بين اوره آز معده و باكتري          . باكتري باشد  ،بايد منشاء اين آنزيم   

                                                 
1 Botcher 
2 Salomon 
3 Kreinitz 
4 Palmer 
5 Luck 
6 West 
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اعتقادي عمومي به اين موضوع و نيز ناتواني در كـشت            در اين مرحله به علت بي      . مشخص نشد  1984سال  
  . پيشرفت كار متوقف شد،باكتري

اولـين   امـا    ،لعات اسـترالياي غربـي كـشت داده شـد         ر پيلوري براي اولين بار در مركز مطا       هليكوباكت
  ].4 ،3 [كننده نبود ان اميدواردچن اين مركز اتگزارش

هـاي بافـت    هـا بـه سـلول     با استفاده از ميكروسكوپ نوري و الكتروني ديده بـود كـه بـاكتري        1فانگ
 روي  2 وارن ،رغم اين  به. ها پاتولوژيك نيستند   ن باكتري كنند و چنين نتيجه گرفت كه اي       پوششي حمله نمي  

كرد و مشاهدات جالبي داشت مبني بر اينكه بسياري از بيماراني كـه ورم يـا زخـم                   اين مساله پافشاري مي   
  .باكتر آلوده شده بودند هاي مارپيچي شكل يا شبيه كمپيلو معده داشتند با ارگانيسم

بـرداري كـرده و بـا         از بافـت معـده نمونـه       ، از طريق اندوسكوپي    تشويق كرد كه    را 3 مارشال ،اينبنابر
ايـن  .  را كـشت دهـد      آنهـا  ،باكتر كه آن زمان در دسترس بود       هاي مخصوص كشت كمپيلو    استفاده از روش  

 كـشت مثبـت      روز 5اما با افزايش انكوباسيون به مـدت        .  منفي بود  ، ساعت 48كشت در مدت زمان معمول      
 ،شـوند   بـه علـت عفونـت ايجـاد مـي          اثني عـشر  هاي معده و     ن را كه ورم و زخم     مارشال اين نظريه وار    .شد

  ].1 [پذيرفت و آن را كامل كرد
 اسـتير از بيمارسـتان    از يك بيمارستان در بيرمنگهـام و 6رادزو ، 5 استون ،4 رولاسون ،1984در سال   

كتري  بـه بـا  ،به ورم و زخم معده بيش از گروه كنترل سـالم ساتمپتون نيز گزارش كردند كه بيماران مبتلا   
 رابطه هليكوباكتر پيلوري را با ايـن        ،گونه ارتباطي با هم    گروه بدون هيچ   سه   ،اينبنابر. مارپيچي آلوده بودند  
  ].5 [بيماري ثابت كردند

شـود و    ميباكتر است كه در ناحيه دهانه معده ديده           يك كمپيلو  ،كرد باكتري جديد   مارشال فكر مي  
 پيلوريديس به پيلوري اصلاح     ،سپس با توجه به دستور زبان     . ميد نا 7باكتر پيلوريديس   كمپيلو ين آن را  ابنابر

 كلمـه   ، كمپيلوبـاكتر نيـست    16srRNA ايـن بـاكتري مـشابه        16srRNAشد و زماني كـه متوجـه شـدند          

                                                 
1 Founge 
2 K.Warren 
3 B. Marshall 
4 Rolason 
5 Stone 
6 Rodz 
7 campylobacter pyloridis 
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ن يك گونه مجزا در فهرست اسامي        به عنوا   تغيير يافت و اين گونه جديد رسماً       1 هليكوباكتر كمپيلوباكتر به 
  ].6 ،4 [ها ثبت شد باكتري

  مورفولوژي و فيزيولوژي .2- 1
هـا از   ولشـكل سـل  . وجـود دارد  H. pylori هـاي  تـوجهي ميـان انـواع گونـه     تنوع مورفولوژيكي قابل

ر هـستند تـا اشـكالي بـا پيچيـدگي      پيلوباكتم شبيه كاهاي ساده با فلاژل قطبي فاقد غلاف كه كاملاً  باسيل
  .دار متفاوت است اي چندتايي غلافه ژلپلاسميك فلا هاي پري لند با فيبرهاي مارپيچي ب  سلول ؛بيشتر

ل  از اين جهت با بقيه متفاوت است كه بـه جـاي فـلاژ              2اكتر فليس بهاي معدي، هليكو   از ميان گونه  
  ].7 [پلاسميك است فيبرهاي پريواجد 

صـورت   دار اسـت كـه غالبـاً بـه      قطبي غلاف داراي چهار تا هشت فلاژلH. pyloriه طور كلي گون به
 ميكرومتـر عـرض دارد و   سـه متر عرض و   ميكرو6/0 -5/0  شكل و گرم منفي كه    Sهاي خميده و يا      باسيل

  ].8 [ ميكرومتر است6/2پهناي آن نيز 
 هـا يـك حبـاب      رخي از فـلاژل   ب.  ديواره سلولي است    اين ارگانيسم ادامه غشاي خارجي     غلاف فلاژل 

اي مـشابه گليكـو كـاليكس گـاهي در اطـراف             حين مطالعه با ميكروسـكوپ الكترونـي مـاده        . انتهايي دارند 
صـورت   ها بـه   هاي مارپيچي كمتر معمول هستند و سلول        فرم   آگار، يروبر  در كشت    .شود ها ديده مي   سلول

  .شود خميده بيشتر ديده مي
H. pylori ساعت در هواي اتاق به فرم كوكوئيد دو تا يك پس از  ن در معرض هوا،پس از قرار گرفت 

 H. pylori هاي كوكوئيـد  فرم رسد نظر نمي در ضمن به . در اين حالت قابل كشت دادن نيستمبدل شده و
  .زا باشند بيماري

H. pylori3 -5 (% نياز بـه  براي رشد( CO2    هـاي جـنس     سـويه از كـدام  هـيچ . داردو رطوبـت بـالا
كنند و براي رشد نياز بـه فـراهم آوردن شـرايط ميكـرو آئروفيليـك              ليكوباكتر به صورت هوازي رشد نمي     ه

  .باشد مشابه چنين، سرم و نشاسته هاي خون، هم مكمل  حاويمحيط كشت اين باكتري بايد .دارند

                                                 
1 helicobacter 
2 helicobacter felis 



 5

 در .خون اسـب اسـت   5 -10% آگار، به همراه كلمبيا ، بروسلا آگار،H. pylori بهترين محيط كشت
  .شود  رشد بهتري مشاهده مي باشد، FCS(1(صورتي كه محيط واجد سرم جنين گوساله 

  .]9 [ روز زمان نياز دارند3 -5 درجه سانتيگراد رشد و براي توليد كلني به 37ها در تمامي سويه
 ـكه بيش از يك هفته ا گرد كوچك و خاكستري بوده و در صورتي H. pyloriهاي  كلني ه شـوند  نكوب

آگـار بـا خـون اسـب           محيط بلا  ها خاصيت هموليتيك كمي روي     اين كلني . شوند متر مي   ميلي دور از   بزرگت
  .شود  حركت روي آگار ديده نميدارند،

 از ديگـر    .ز هـستند   مولـد كاتـالاز و اكـسيد آ        تـوجهي  صـورت قابـل    بههاي هليكوباكتر پيلوري      سويه
  اوره،  هيـدروليز   يـدروليز آلكـالين فـسفاتاز،     ه   مشخصات كليدي اين باكتري احيـاي نيتـرات بـه نيتريـت،           

هـاي ايـن بـاكتري      سويهتمامي   . و فعاليت گاما گلوتاميل ترانس پيپتداز است       ،هيدروليز ايندوكسيل استات  
  ].10 [ مثبت هستنددي ان آز

 است و حـداكثر فعاليـت آن در          اوره آز   اين باكتري   و بهترين راه تشخيص    هاي كليدي  يكي از آنزيم  
  ].12، 11 [ است:pH 2 -8  وگراد درجه سانتي 45 دماي

  
  
 

   
 

  تصوير هليكوباكتر پيلوري با ميكروسكوپ الكتروني. 1-1  شكل

                                                 
1 Fetal Calf Serum 
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  كشت هليكوباكتر پيلوري  فرم زنده ولي غير قابل .3- 1
H. pylori هاي محيطي مانند فراواني اكسيژن، قرار گرفتن در مقابل مـواد    مواجه با برخي شوكدر

رايـن حالـت قابـل    شـود كـه د   مبدل به فرم كوكوئيد مي  از فرم باسيلي و خميده خود        غيره و ،د ميكروبي ض
  .كشت دادن نيست

 ناميـده   VBNC(1 (زنـده ولـي غيـر قابـل كـشت           فـرم  باكتري اصطلاحاً  اين حالت دورمنت يا خفته    
  ].13 [ميت قابل توجهي داردزايي اه شود و از لحاظ عفونت ها نيز ديده مي شود كه در شماري از پاتوژن مي

هـاي روتـين باكتريولوژيـك و تـشكيل كلنـي        قادر به رشد روي محـيط  VBNC ها در فرم  باكتري
  .شود هاي متابوليك در آنها ديده مي باشند، اما در عين حال زنده هستند و درجات خفيف فعاليت نمي

نهـا كـه در زمـان كـاهش      آ2 از گرسـنگي  بـاكتري كـاملاً  VBNCگرچه بايد به ياد داشت وضـعيت   
 قابـل   كاملاًگرسنگي  ها در حالت     ، متفاوت است؛ زيرا باكتري    شود  و كمبود مواد غذايي ايجاد مي     متابوليسم  

  .كشت هستند
كمبـود  : نـد از  ا  شوند عبارت   مي VBNCها به فرم     ترين شرايطي كه باعث فرورفتن اغلب باكتري       مهم

اوت از طيف دمايي نرمال رشد باكتري، غلظت افزايش يافتـه  شديد مواد غذايي، انكوباسيون در حرارتي متف  
  .ر گرفتن در معرض نور سفيد و قرا،، غلظت بالاي اكسيژن) آب دريامثلاً(اسموتيك 

يت  قادر به ايجاد عفونـت كامـل در انـسان باشـند يـا نـه، ايـن وضـع                    VBNCها در فرم     چه باكتري 
 قادر بـه  VBNCها، باكتري در حالت  ر شماري از پاتوژن  زيرا ديده شده د   فيزيولوژيك اهميت فراواني دارد،     

 ، سازمان بهداشـت جهـاني     اخير بيانيه   بر اساس چنين   همابتدايي عفونت در ميزبان خود است،       آغاز مراحل   
 بايد با باكتري در ايـن فـرم ماننـد بـاكتري ويـرولان      ،ها در غذا  باكتريVBNCمبني بر اهميت وجود فرم    

  .برخورد كرد
يـن بـاكتري در آب رودخانـه، آب     اDNAحاكي از وجـود   H. pyloriصورت گرفته برروي مطالعات 

ق آب بـه     و آب زير زميني بوده و گمان بر اين است كه ارگانيسم مزبور قابليت انتقال از طري                 ،ضلابا، ف چاه
  . و راه اصلي انتقال آن هنوز شناخته نشده استH. pyloriمخزن . مدفوعي را داراست -فرم دهاني

                                                 
1 Viable But Non-Culturable 
2 starvation 
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شـود بـه فـرم      اثبات شده است كه اين باكتري زماني كه با محيط آبي مواجه مـي    با اين وجود كاملاً   
VBNC14 [رود و اين وضعيت ارتباط مستقيمي با دماي محيط نيز دارد  فرو مي.[  

.  هـستند  DNAهـاي    رونوشـت  قادر به توليد     VBNCورود به وضعيت      ساعت پس از   26ها تا    سلول
هـايي كـه    بيوتيـك  هليكوباكتر پيلوري در مقابل آنتـي VBNC نيز تاييد شده است كه فرم  اين نكته نهايتاً

  ].15 [ مقاوم استشوند كاملاً  در موارد زخم معده تجويز ميمعمولاً
 تا زماني كه وارد بدن يك ميزبان مناسب شـود و موفـق بـه ايجـاد دور كامـل      H. pyloriدر ضمن 

  ].16 [ماند  كرده و در محيط باقي ميعفونت گردد، حالت دورمنت خود را حفظ
  

  
  

  فرم زنده ولي غير قابل كشت هليكوباكتر پيلوري در نمونه آب. 2-1  شكل

  محل زندگي .4- 1
، ماننـد   دارهـاي پـستان     در مخاط معده انسان و شمار كثيـري از ميزبـان           باكتر غالباً   هليكوگونه  انواع  

  .كنند ا زندگي ميه و دام ا،ه خوك  ،هاها، گوسفند ها، گربه سگ
 امـروزه محققـان قـادر بـه         اما  گيرد،  صورت مي   ندرتاً  نقاط خارج از معده،   سازي اين ارگانيسم از     جدا

  . و مدفوع هستند، بزاق جداسازي اين باكتري از پلاك دنداني،
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H. pylori ،از آنجـا   امـا  شـود،  ها نيز يافت مي، و آب دريا آب رودخانه در محيط طبيعي شامل خاك 
پـذير اسـت، هنـوز از احتمـال زنـده             امكان PCRهايي تنها توسط     كه جداسازي اين باكتري از چنين مكان      

  .ماندن آن در طبيعت مطمئن نيستيم
موكـوس  هـا درون و زيـر لايـه     باكتري. است H. pyloriترين محل زندگي   اصلي سطح مخاط معده،

هـاي   درسـطح سـلول   H. pylori هـاي  اكثر سوش. ثي است تقريباً خنpH در اين موقعيت .كنند زندگي مي
  ].17 [اي از معده شانس آلوده شدن با اين باكتري را دارد اما هر نقطه. شوند تليال يافت مي اپي

شـوند در    دچـار متـاپلازي مـي     گوارشي   يا هر نقطه ديگري در مجاري        دوازده،   در معده،  مناطقي كه 
  . هستندH. pyloriخطر آلوده شدن با 

هاي مخـاط معـده انـسان چـسبيده و           ررسي با ميكروسكوپ الكتروني گوياي آن است كه به سلول         ب
هـا را صـاف     سـلول  ها را از كـار بياندازنـد،   قادر است مژك H. pylori. شود گاهي موجب ايجاد پداستال مي

  .ير دهدهاي درون سلولي را تغي  و كمپلكس، ماده تشكيل دهنده اسكلت سلولي را تخريب نمايد كند،
  
  

  

  
  

  هاي كلونيزه شده در مخاط معده باكتري. 3-1  شكل


