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Background: 
Helicobacter pylori )H. pylori( exhibits considerable genetic diversity, which contributes to adaptation to the new host, wide 
spread, and its ability to cause various gastrointestinal diseases. In this study, the possibility of the presence of H. pylori strains 
with different genetic and antibiotic resistance patterns in a single host was investigated. 

Materials and Methods:
Gastric biopsy samples of 10 H. pylori-positive patients were cultured on selective brucella agar and incubated microaerobically. 
Four single colonies per patient were picked from the primary culture and sub-cultured to obtain pure H. pylori isolates. Antibiotic 
susceptibility/resistance of primary culture, as well as pure H. pylori, isolates to nine common antibiotics in eradication )in MIC( was 
assessed by agar dilution method. Genotyping was performed by amplification of cagA and signal (s1 and s2) and middle (m1 and m2) 
regions of vacA genes.

Results: 
Heteroresistance was observed in seven patients to tetracycline, in five patients to levofloxacin, in five patients to metronidazole, 
in three patients to ofloxacin, in five patients to rifampin, in two patients to furazolidone, in one patient to amoxicillin, and in one 
patient to clarithromycin.  Considering the cagA gene and vacA s and vacA m alleles, four patients carried H. pylori isolates with two 
different genotypes and three patients carried the isolates with three different genotypes.

Conclusion: 
The presence of heterogeneous and heteroresistance H. pylori strains in a single host can have a direct impact on the treatment outcome 
of the infection. In this regard, in order to have accurate information on H. pylori infection in each individual, sampling of several 
gastric areas along with examining of 3-10 single colonies from the primary culture is recommended.
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زمینه و هدف: 
هلیکوباکتر پیلوری1 دارای ناهمگونی ژنتیکی بالایی است که در سازگاری با میزبان جدید، انتشار وسیع  و توانایی  آن برای ایجاد بیماری های گوارشی مختلف 

نقش دارد. در این مطالعه امکان حضور سویه های H. pylori با ژنتیک و الگوی مقاومت آنتی بیوتیکی مختلف در معده یک فرد بررسی می شود.

روش بررسی:
هوازی  کم  شرایط  در  و  داده  کشت  انتخابی  دار  خون  آگار  بروسلا  محیط  روی  بر  مثبت   H. pylori بیمار   10 از  شده  گرفته  معده  بیوپسی  نمونه 
آمده  دست  به  کلونی  تک  چهار  و  اولیه  کشت  شد.  داده  مجدد  کشت  و  برداشته  کلونی  تک  چهار  بیمار  هر  اولیه  کشت  از  شد.  گذاری  گرمخانه 
سازی  رقت  روش  به   )MIC غلظت  )در  کنی  ریشه  در  رایج  بیوتیک  آنتی  نه  به  نسبت  بیوتیکی  آنتی  مقاومت  حساسیت/  تعیین  برای  بیمار  هر  از 
شد. انجام   vacA ژن   )m2 و   m1( میانی  و   )s2 و   s1( نشانه  ناحیه  و   cagA ژن  تکثیر  با   H. pylori های  سویه  ژنوتیپ  تعیین  شدند.  استفاده  آگار  در 

 
یافته ها:

در هفت بیمار نسبت به تتراسیکلین، پنج بیمار لووفلوکساسین، پنج بیمار مترونیدازول، سه بیمار اوفلوکساسین، پنج بیمار ریفامپین، دو بیمار فورازولیدون، 
یک بیمار آموکسی سیلین و یک بیمار کلاریترومایسین مقاومت نامتجانس مشاهده شد. با در نظر گرفتن همزمان ژن cagA و الل های vacA s و vacA m در 

چهار بیمار دو ژنوتیپ متفاوت و در سه بیمار سه ژنوتیپ متفاوت H. pylori دیده شد.

نتیجه گیری:
وجود سویه های H. pylori دارای تنوع ژنتیکی و مقاومت نامتجانس در معده یک فرد می تواند بر نتایج درمان عفونت تاثیر مستقیم داشته باشد. به همین 
دلیل جهت بررسی دقیق و داشتن اطلاعات صحیح از عفونت H. pylori، نمونه گیری از چند ناحیه معده به همراه بررسی تعداد 10-3 تک کلونی از کشت 

اولیه پیشنهاد می شود.

کلید واژه: هلیکوباکتر پیلوری، مقاومت آنتی بیوتیکی، تنوع ژنتیکی

1. Helicobacter pylori  
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وجود سویه های هلیکوباکتر پیلوری با خصوصیات ژنتیکی و مقاومت آنتی بیوتیکی مختلف 
در یک میزبان منفرد 
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زمینه و هدف:   
به طور  که  است  موفق  بیماریزای  باکتری  یک  پیلوری  هلیکوباکتر 
طبیعی تنها در معده انسان مستقر شده و با التهاب مزمن معده، زخم های 
است.)1(  ارتباط  در  مالت  لنفومای  و  معده  سرطان  دوازدهه،  و  معده 
بررسی ها نشان می دهد که شانس ایجاد بیماری توسط H. pylori با 
میانکنش ژنتیک میزبان انسانی و عوامل محیطی و همچنین فاکتورهای 
بیماریزای باکتری که مهمترین انها )vacuolating cytotoxin A )vacA و 
)cagA( cytotoxic-associated gene A می باشند مرتبط است.)2 و3( با 
وجودی که به نظر می رسد شیوع عفونت H. pylori در برخی مناطق دنیا 
کاهش یافته است، شیوع عفونت در مطالعات مختلف 86-25% گزارش 
حدود  آمریکا  در  ها  بیماری  کنترل  مرکز  آمار  اساس  بر  و  است  شده 
 H. آلوده هستند.)4 و 5( در ایران عفونت H. pylori 50% افراد در دنیا به
pylori در نزدیک به 90% از جمعیت افراد بزرگسال وجود دارد که این 

پرستو صنیعی 1، *، مرضیه رئوفی منش 1، فریده سیاوشی 2، سارا کدخدایی 2، گلاره پوستی زاده 2
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عفونت در سال های اولیه زندگی اتفاق می افتد و بیش از 50% از کودکان 
قبل از سن 15 سالگی دچار این عفونت می شوند.)6( آنچه مورد توافق 
درمان  نبود  در   H. pylori عفونت  که  است  این  است  دانشمندان  همه 
مناسب معمولا برای طول عمر باقی می ماند که نشان دهنده این است که 
پاسخ های ایمنی میزبان درحذف عفونت موفق نیستند .)7( به همین دلیل 
بیماران  در   H. pylori عفونت  کنی  ریشه  استانداردهای جهانی،  مطابق 
مبتلا به زخم های گوارشی، گاستریت آتروفیک و لنفومای مالت معده با 
درجه کم و همچنین افرادی که خویشاوندان درجه یک آنها به سرطان 
معده مبتلا هستند ضروری است.)8( با این وجود یک رژیم درمانی ایده آل 
که نرخ ریشه کنی بالاتر از 90% داشته باشد تاکنون به دست نیامده است 
نتیجه  در  و  بیوتیک  آنتی  به  مقاوم  افزایش جمعیت های  آن  پیامد  که 

کاهش کارایی درمان های ریشه کنی می باشد .)9 و 10(
به دنبال کشف H. pylori، مطالعات صورت گرفته بر روی ژنوم باکتری 
بالایی  اللی بسیار  تنوع  ناهمگونی ژنتیکی و  از   H. pylori نشان داد که 
برخوردار است و این سطح تنوع در هیچ باکتری دیگری مشاهده نشده 
است.)11 و 12( به نظر می رسد که این سرعت بالای تنوع و ایجاد جهش، 
 H. pylori در سازگاری با میزبان جدید و انتشار وسیع و همچنین توانایی
مطالعات   )14 دارد.)13,  نقش  مختلف  گوارشی  های  بیماری  ایجاد  برای 
صورت گرفته نشان می دهد که سویه های H. pylori آلوده کننده افراد 
مختلف با یکدیگر متفاوت بوده و H. pylori هر فرد از لحاظ خصوصات 
او است.)15( محققین صاحب  انگشت منحصر به خود  اثر  ژنتیکی مانند 
نظر معتقدند که میزان تنوع ژنتیکی H. pylori تا حدی است که به نظر 
می رسد در طول تاریخ تکامل با میزبان انسانی خود هم تکامل بوده و 
منطبق  بشری  جوامع  مهاجرت  الگوی  با  آن  ژنتیکی  پراکندگی  الگوی 
میزان  بودن  بالا  به  توان  اللي مي  تنوع  این  از مهمترین علل  است.)16( 
جهش در H. pylori نسبت به باکتری های دیگر، به علت تکامل نیافتن 
سیستم هاي ترمیم اشاره کرد.)11, 17( در یک مطالعه نرخ جهش نقطه 
ای در ژنوم H. pylori در حدود30 جهش در سال تخمین زده شده است 
)18( که این رقم در برابر نرخ جهش در سایر باکتری ها به عنوان مثال(

اشریشیا کولی1 )یک جهش در سال()19( و مایکوباکتریوم توبرکولوزیس2 
 H. 0/5جهش در سال( )20( بسیار بالا است. همچنین شایستگي بالاي(
pylori براي دریافت DNA خارجي از طریق ترانسفورماسیون و بالا بودن 
میزان نوترکیبي از دیگر عوامل تنوع ژنتیکي و اللي در سویه هاي مختلف 

H. pylori هستند.)16, 21( 
تحقیقات صورت گرفته اخیر نشان می دهد که تنوع ژنتیکی میان 
جمعیت H. pylori تا حدی است که در معده یک فرد نیز امکان حضور 
عفونت  شیوع  نرخ  دارد.  وجود  مختلف  ژنتیک  با  های  سویه  همزمان 
مخلوط H. pylori در مطالعات مختلف بین 100-0% تخمین زده شده 
باشد.)22(  می  اختلاف  این  دلایل  مهمترین  از  بررسی  روش  تفاوت  که 
همچنین برخی مطالعات نشان می دهد حتی در صورتی که سویه های 
جدا شده از معده یک فرد از لحاظ ژنتیکی یکسان باشند، می توانند دارای 

1. Escherichia coli
2. Mycobacterium tuberculosis

الگوی مقاومت آنتی بیوتیکی متفاوت باشند. در این صورت به نظر می رسد 
سویه های مقاوم و حساس از یک سویه حساس اولیه در معده یک فرد 
و تحت فشار انتخابی حضور آنتی بیوتیک تکامل یافته باشند.)24,23( این 
پدیده که تحت عنوان مقاومت نامتجانس شناخته می شود اولین بار در 
از آن  انفلوانزا3 مشاهده )25( و پس  باکتری هموفیلوس  سال 1947 در 
در باکتری استافیلوکوکوس اورئوس4 )26( و مایکوباکتریوم توبرکولوزیس 
با  های  که شیوع سویه  دهد  می  نشان  ها  بررسی  گزارش شد.)27(  نیز 
مقاومت نامتجانس در مناطقی که مصرف آنتی بیوتیک بیشتر است بالاتر 

می باشد.)28(
 H. pylori تا کنون چندین مطالعه به وجود همزمان سویه های متفاوت
در معده یک فرد اشاره کرده اند ولی نتایج در این زمینه متفاوت است. در 
ایران تا کنون مطالعه ای که وجود سویه های با ژنتیک و الگوی مقاومت 
نگرفته  کند صورت  بررسی  فرد  یک  معده  در  را  مختلف  بیوتیکی  آنتی 
کشت  مثبت   H. pylori بیمار   10 معده  بیوپسی  مطالعه  این  در  است. 
و  باکتری جدا  کلونی  بیمار چهار  هر  معده  بیوپسی  از کشت  داده شد. 
خالص سازی شدند. کشت خالص هر کلونی برای تعیین ژنوتیپ و الگوی 
مقاومت آنتی بیوتیکی ) به 9 آنتی بیوتیک رایج در ریشه کنی( استفاده 
شد. سپس نتایج در مورد کشت اولیه بیوپسی ها و چهار کلونی جدا شده 

از هر بیمار مقایسه و تفاوت ها و شباهت ها بررسی شد. 

روش بررسی:  

بیماران 
اندوسکوپی  بخش  به  کننده  مراجعه  بیمار   10 از  مطالعه  این  در 
پژوهشگاه گوارش و کبد بیمارستان شریعتی که تست اوره آز سریع وجود 
عفونت H. pylori را در آنها تایید کرده بود استفاده شد. این بیماران از 
میان 160 بیمار H. pylori مثبت شرکت کننده در طرح دیگر پژوهشی 
انتخاب شدند. از این 10 بیمار 4 بیمار زن و 6 بیمار مرد با محدوده سنی 
25 تا 60 سال و همگی مبتلا به گاستریت معده بودند. پیش از نمونه 
کمیته  توسط  مطالعه  و  شد  گرفته  نامه  رضایت  بیماران  همه  از  گیری 

اخلاق دانشگاه علوم پزشکی تهران تایید شد. 

کشت و جدا سازی باکتری ها 
بیوپسی گرفته شده از هر بیمار بر روی محیط انتخابی بروسلا آگار 
mg/( حاوی 5% خون دفیبرینه گوسفند و آنتی بیوتیک های ونکومایسین

L 10(، پلی میکسین )µg/L 50( و تری متوپریم، )mg/L 5( کشت داده 
و به مدت 7-5 روز در شرایط کم هوازی )10-5% دی اکسید کربن( در 
دمای °C 37 گرمخانه گذاری شد. سپس کلونی های شفاف و سر سوزنی 
و براق H. pylori از محیط جداسازی و هویت آنها با رنگ آمیزی گرم و 

انجام تست های بیوشیمیایی اکسیداز، کاتالاز و اوره آز تایید شد. 

3. Haemophilus influenzae   
4. Staphylococcus aureus
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جداسازی تک کلونی های باکتری 
سوسپانسیون  بیماران  از  کدام  هر  از  آمده  بدست  اولیه  کشت  از   
معادل استاندارد 2 مک فارلند )108 × 3 سلول در میلی لیتر( در سرم 
 50 µl ،فیزیولوژی تهیه شد. سپس به منظور جداسازی کلونی های تک
از سوسپانسیون باکتری بر روی پلیت بروسلا آگار انتخابی خون دار کشت 
انبوه داده شد. پس از 15-10 روز گرمخانه گذاری در شرایط کم هوازی، 
چهار تک کلونی از هر بیمار  با استفاده از سر سمپلر برداشته و به محیط 
مجددا  و  تلقیح  اسب  سرم   %10 حاوی   Brain Heart Infusion Broth
گرمخانه گذاری شد. پس از گذشت 72 ساعت، µl 100 از محیط کشت 
به صورت نقطه ای بر روی محیط بروسلا آگار خون دار غیر انتخابی کشت 
داده شد.کلونی های رشد کرده جدا سازی و با انجام 15-10 کشت مجدد 
با فاصله های زمانی 3 تا 5 روز تکثیر و جهت انجام تست آنتی بیوگرام و 

استخراج DNA در فریزر °C 80- نگهداری شدند. 

 H. pyloriتایید هویت سویه های
همچنین  و  اول  مرحله  در  جداشده  های  باکتری  تایید  منظور  به 
آنها  در   H. pylori اختصاصی   16S rRNA تکثیر  ها  کلونی  تک 
به  ها  باکتری  تازه  کشت  منظور  این  به  شد.  انجام   PCR روش  به 
با  آنها  ژنومی   DNA استخراج  و  شد  منتقل  نمکی  فسفات  بافر  محلول 
از  استفاده  با  سپس  گرفت.)29(  انجام  کلروفورم  فنل  روش  از  استفاده 
-HP  ́ 5  :GCAATCAGCGTCAGTAATGTTC اختصاصی-3́- آغازگرهای 

 16S rRNA تکثیر ژن -́ 5GCTAAGAGATCAGCCTATGTCC-3 :́HP-R
مربوط به H. pylori در این سویه ها بررسی شد. برنامه PCR طی 45 
سیکل به این صورت بود: سه دقیقه واسرشتی اولیه در°C 94، یک دقیقه 
واسرشتی در °C 94، یک دقیقه اتصال پرایمرها در °C 56، یک دقیقه 
مرحله تکثیر در °C 72 و 10 دقیقه تکثیر نهایی در °C 72. محصولات 
PCR با استفاده از آگارز 1% الکتروفورز شدند. از یک سویه H. pylori که 
پیش از این ژن 16S rRNA آن تعیین ترادف شده بود به عنوان کنترل 

مثبت استفاده شد. 

تست آنتی بیوگرام 
H. pylori های بدست آمده از هر بیمار شامل کشت اولیه و همچنین 

4 تک کلونی برای تعیین حساسیت مقاومت آنتی بیوتیکی به روش رقت 
سازی در آگار و مطابق روش استاندارد CLSI استفاده شدند.)30( به این 
( MIC با غلظت H. pylori منظور از 9 آنتی بیوتیک رایج در ریشه کنی

µgr/ml( به دست آمده در مطالعات قبلی )31( استفاه شد: لووفلوکساسین 
)1(، کلاریترومایسین )2(، اوفلوکساسین )1(، تتراسایکلین )0/5(، آموکسی 
سیلین )1(، سیپروفلوکساسین )1(، ریفامپین )4(، فورازولیدون )0/5( و 
مترونیدازول)8(. محلول آنتی بیوتیک ها در دی متیل سولفوکساید تهیه 
دفیبرینه  خون   %5 حاوی  انتخابی  غیر  آگار  بروسلا  کشت  محیط  به  و 
گوسفند، اضافه شد. مقدار lµ 10 از سوسپانسیون معادل 2 مک فارلند 
هر یک از باکتری ها بر روی محیط به صورت نقطه ای کشت داده شد. 
پس از 7-5 روز گرمخانه گذاری رشد و عدم رشد باکتری ها در حضور 

آنتی بیوتیک مورد بررسی قرار گرفت. 

تعیین ژنوتیپ سویه های H. pylori جدا شده از هر بیمار
به منظور تعیین ژنوتیپ سویه های H. pylori جدا شده، از تکثیر ژن 
cagA و ناحیه نشانه )s1 و s2( و میانی )m1 و m2( ژن vacA استفاده 
شد. پرایمرهای مورد استفاده و همچنین اندازه محصول تکثیر شده در 
جدول یک آمده است. مخلوط واکنش در حجم µl 25حاوی µl 12/5 از 
master mix PCR )Bio Fact, Korea(, l 1µ از هر پرایمر رفتی و برگشتی 
و l 2µ DNA باکتری تهیه شد. PCR به صورت سه دقیقه واسرشتی اولیه 
درC °94، یک دقیقه واسرشتی درC° 94، یک دقیقه اتصال پرایمرها در 
cagA( 56°C( و 5/53°C )vacA m و vacA s(، یک دقیقه مرحله تکثیر 
در C° 72 و 10 دقیقه تکثیر نهایی در C° 72 انجام گرفت. محصولات 
PCR با استفاده از آگارز 1% الکتروفورز شدند. از یک سویه H. pylori که 
پیش از این ژن های cagA و vacA آن تعیین ترادف شده بود به عنوان 

کنترل مثبت استفاده شد.

یافته ها:   

تست آنتی بیوگرام
بررسی نتایج آنتی بیوگرام در کشت اولیه H. pylori به دست آمده 
به  نمونه  هفت  که  داد  نشان  مطالعه  مورد  بیمار   10 معده  بیوپسی  از 
تتراسیکلین، شش نمونه به مترونیدازول، چهار نمونه به سیپروفلوکساسین، 
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ناهمگونی سویه های هلیکوباکتر پیلوری در یک میزبان منفرد

جدول 1: توالی پرایمرها جهت تعیین ژنوتیپ سویه های H. pylori و اندازه محصول تکثیر شده

ژنپرایمرتوالیاندازه محصول bp( PCR(رفرنس

)32(298
ATAATGCTAAATTAGACAACTTGAGCGAD008

cagA
TTAGAATAATCAACAAACATCACGCCATR008

)33(s1 : 259
s2 : 286

ATGGAAATACAAGAAACACACCVA1FVacA
)s1, s2( CTGCTTGAATGCGCCAAACTTTAATCVA1R

)33(m1 : 570
m2 : 645

CAATCTGTCCAATCAAGCGAGVAG-F VacA
)m1, m2( GCGTCAAAATAATTCCAAGGVAG-R
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سه نمونه به افلوکساسین، یک نمونه به کلاریترومایسین، یک نمونه به 
اولیه  بودند. هر ده کشت  لووفلوکساین مقاوم  به  نمونه  ریفامپین و یک 
بودند.  حساس  فورازولیدون  و  سیلین  آموکسی  بیوتیک  آنتی  دو  به 
حداقل  به  مقاومت  در  بیمار  ده  هر  اولیه  کشت  از  حاصل  های  کلونی 
یک انتی بیوتیک نسبت به کشت اولیه تفاوت)مقاومت نامتجانس( نشان 
بیوتیک  آنتی  به  نسبت  یک  شماره  بیمار  در  نامتجانس  مقاومت  دادند. 
لووفلوکساسین، بیمار دو: سیپروفلوکساسین، مترونیدازول، تتراسیکلین، 
سه:  بیمار  افلوکساین،  و  لووفلوکساسین  ریفامپین،  فورازولیدون، 
مترونیدازول و ریفامپین، بیمار چهار: ریفامپین و لووفلوکساسین، بیمار 
تتراسیکلین،  سیلین،  آموکسی  مترونیدازول،  سیپروفلوکساسین،  پنج: 
سیپروفلوکساسین،  شش:  بیمار  افلوکساسین،  و  لووفلوکساسین 
مترونیدازول، کلاریترومایسین، تتراسیکلین، ریفامپین، لووفلوکساسین و 
نه:  و  هشت  بیمار  تتراسیکلین،  و  مترونیدازول  هفت:  بیمار  افلوکساین، 
مشاهده  ریفامپین  و  فورازولیدن   ، تتراسیکلین  ده:  بیمار  و  تتراسیکلین 
شد. در مجموع، الگوی مقاومت سویه ها در کشت اولیه بیماران با حد 
اقل یکی از تک کلنی ها، به شرح زیر تفاوت نشان داد: هفت بیمار نسبت 
سه  مترونیدازول،  بیمار  پنج  لووفلوکساسین،  بیمار  پنج  تتراسیکلین،  به 
بیمار اوفلوکساسین، پنج بیمار ریفامپین، دو بیمار فورازولیدون، یک بیمار 

آموکسی سیلین و یک بیمار کلاریترومایسین )شکل 1(. 

تعیین ژنوتیپ سویه های H. pylori جدا شده از هر بیمار
 vacA در سه بیمار از ده بیمار مورد مطالعه، هیچگونه تنوعی در ژن
 cagA +/ ژنوتیپ هر چهار تک کلونی  اول  دربیمار  نشد؛  cagA دیده  و 
 cagA +/ بیمار سوم  و   cagA +/ vacA s2m2 دوم  بیمار   ،vacA s1m2
vacA s2m1 به دست آمد. در میان هفت بیمار باقیمانده، در دو بیمار بین 

سویه های H. pylori از نظر دارا بودن ژن cagA تفاوت وجود داشت. در 
بیمار اول دو سویه cagA مثبت و دو سویه cagA منفی و در بیمار دوم 
 vacA منفی  بود. تنوع اللی در cagA مثبت و سه سویه cagA یک سویه
s در چهار بیمار دیده شد; در دو بیمار تنها یک کلونی با بقیه متفاوت بود 
 vacA m بودند. تنوع اللی در s2 و دو کلونی s1 و در دو بیمار دو کلونی
در پنج بیمار دیده شد; در سه بیمار تنها یک تک کلونی با بقیه متفاوت 
بود و در دو بیمار دو کلونی m1 و دو کلونی m2 بودند. در مجموع و با در 
نظر گرفتن وجود همزمان اللهای vacA s و vacA m در شش بیمار دو 
ژنوتیپ متفاوت و در یک بیمار سه ژنوتیپ متفاوت از vacA s/m دیده 
شد. همچنین با در نظر گرفتن همزمان ژن cagA و الل های vacA s و 
vacA m در چهار بیمار دو ژنوتیپ متفاوت و در سه بیمار سه ژنوتیپ 
از  این، در هیچکدام  بر  H. pylori دیده شد )جدول 2(. علاوه  متفاوت 
بیماران ارتباطی بین تنوع ژنتیکی و وجود مقاومت نامتجانس در سویه های 

H. pylori مشاهده نشد.

بحث:   
مقاومت نامتجانس1 زمانی در یک جمعیت باکتریایی اتفاق می افتد 
که زیر مجموعه ای از آن پاسخ )حساسیت / مقاومت( متفاوتی به آنتی 
بیوتیک ها نشان دهند.)34( در این مطالعه کلونی های حاصل از کشت 
اولیه هر ده بیمار در مقاومت به حداقل یک آنتی بیوتیک نسبت به کشت 
اولیه تفاوت )مقاومت نامتجانس( نشان دادند. بیشترین تفاوت در الگوی 
مقاومت آنتی بیوتیکی کشت اولیه با تک کلونی ها مربوط به تتراسیکلین 
بود )هفت بیمار(. بعد از آن الگوی مقاومت به لووفلوکساسین، مترونیدازول 
و ریفامپین در پنج بیمار، اوفلوکساسین، در سه بیمار، فورازولیدون در دو 
بیمار و آموکسی سیلین و کلاریترومایسین در یک بیمار، در کشت اولیه 
و حداقل یکی از تک کلونی ها متفاوت بود. ماتئوو2 و همکاران مشاهده 
کردند که دو سویه H. pylori جدا شده از ناحیه آنتروم یک بیمار دارای 
مهار  غلظت  کمترین  بودند.  بیوتیکی  آنتی  مقاومت  متفاوت  الگوی  دو 
و   2  g/mlµ سویه  دو  این  در  سیلین  آموکسی  بیوتیک  آنتی  کنندگی 
0/06 به دست آمد که نشان دهنده اهمیت وجود سویه های با مقاومت 
نامتجانس و نیاز به ردیابی و تشخیص آنها پیش از تجویزآنتی بیوتیک 
است.)35( در مقاله دیگری از کره جنوبی70% از بیماران دارای باکتری 
های با الگوی متفاوت مقاومت آنتی بیوتیکی در آنتروم و بادی بودند.)36( 
در بررسی های مختلف اختلاف زیادی میان روش های سنجش حساسیت 
انتی بیوتیکی H. pylori در in vitro و in vivo وجود دارد. این احتمال 
هست که یکی از دلایل اصلی وجود سویه های با مقاومت نامتجانس در 
جمعیت باکتریایی موجود در معده باشد. کیم3 و همکاران در یک مطالعه 
وسیع سویه های جدا شده از ناحیه آنتروم و کورپوس 109 بیمار را مورد 
های  مورد سویه   )%38( در 41  که  کردند  مشاهد  و  دادند  قرار  مطالعه 
جدا شده از این دو ناحیه از نظر مقاومت آنتی بیوتیکی نامتجانس بودند 
و اگر تنها مانند اکثر مطالعات صورت گرفته بیوپسی های ناحیه آنتروم 
مورد بررسی قرار می گرفت 34% از نمونه های مقاوم اشتباها در گروه 
حساس طبقه بندی می شدند.)37( دیلا اوبرا4 وهمکاران در 10% بیماران 

1. Heteroreistance
2. Matteo
3. Kim
4. De la Obra
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مقاومت  الگوی  با  اولیه  کشت  در  بیوتیکی  آنتی  مقاومت  الگوی  مقایسه   :1 شکل 
بدست امده از چهار تک کلونی بدست آمده از ده بیمار مورد مطالعه. هفت دایره 
بیوتیک های تست شده، شماره  نام آنتی  از داخل به خارج:  به ترتیب  رسم شده 
سویه  در  بیوگرام  آنتی  نتایج  اولیه،  کشت  در  بیوگرام  آنتی  تست  نتایج  بیماران، 
یک، نتایج آنتی بیوگرام در سویه دو، نتایج آنتی بیوگرام در سویه سه و نتایج آنتی 
بیوگرام در سویه چهار را نشان می دهند. خانه های سفید نشان دهنده مقاومت 
و خانه های آبی رنگ نشان دهنده حساسیت به آنتی بیوتیک مورد بررسی است. 
با  بیوتیک دارای کلونی های  آنتی  بیمار مورد مطالعه حداقل در مورد یک  هر ده 
 :CLR مترونیدازول،   :MTZ بودند.  اولیه  کشت  به  نسبت  متفاوت  مقاومت  الگوی 
فورازولیدن،   :FRZ تتراسیکلین،   :TET سیلین،  آموکسی   :AMX کلاریترومایسین، 
RIF: ریفامپین، LVX: لووفلوکساسین، OFX: افلوکساسین، CIP: سیپروفلوکساسین

صنیعی و همکاران
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مطالعه شده وجود سویه های مقاوم و حساس به مترونیدازول را گزارش 
کردند.)38( در مطالعه ای دیگر سویه های H. pylori مقاوم و حساس به 
جدا  های  باکتری  در  کلاریترومایسین  و  لووفلوکساسین  و  مترونیداوزل 
شده از یک بیمار مشاهده شد.)24( در مطالعه ای در سال 2017 ایزوله 
های جدا شده از معده چهار بیمار، با وجود داشتن ژنوتیپ یکسان از نظر 
ژن cagA والل های vacA، نسبت به آنتی بیوتیک های مترونیدازول، 
بودند که  نامتجانس  کلاریترومایسین و آموکسی سیلین دارای مقاومت 

نشان دهنده تفاوت حساسیت آنتی بیوتیکی علی رغم شباهت ژنتیکی 
بین سویه های موجود در معده این افراد بود .)39( در مطالعه حاضر در 
یک بیمار هر چهار تک کلونی نسبت به فورازولیدن و ریفامپین و در یک 
با این وجود کشت اولیه  بیمار نسبت به کلاریترومایسن حساس بودند، 
نسبت به این آنتی بیوتیک ها مقاوم بود. گزارش شده است که این امکان 
وجود دارد که جمعیت با مقاومت بیشتر نسبت به یک آنتی بیوتیک از 
یک فرد جداسازی شوند ولی در کشت های مجدد مثلا بعد پنج تا ده بار  
در محیط فاقد آنتی بیوتیک، زیر جمعیتی از باکتری ها با فنوتیپ اولیه 

حساس رشد کنند.)41,40(
در چند مطالعات صورت گرفته بر روی تک کلونی هایH. pylori جدا 
شده از نواحی مختلف معده مشاهده شده است که سویه های موجود در 
معده یک فرد می توانند ژنوتیپ متفاوت داشته باشند که تحت عنوان 
عفونت چندگانه از آن نام برده می شود.)24,18( در مطالعه حاضر در دو 
بیمار بین سویه های H. pylori از نظر دارا بودن ژن cagA، در چهار بیمار 
از نظر الل های vacA s و در پنج بیمار از نظر الل های vacA m تنوع 
 vacA و الل های cagA وجود داشت. در مجموع و با در نظر گرفتن همزمان ژن
s و vacA m در چهار بیمار دو ژنوتیپ متفاوت و در سه بیمار سه ژنوتیپ 
متفاوت H. pylori دیده شد. مطالعه ای در سال 2019، با بررسی فاکتور 
های ویرولانس H. pylori نشان داد 40% بیماران با سویه های دارای الل 
 vacA m و 20% با سویه های دارای اللهای متفاوت vacA sهای متفاوت
و vacA i آلوده بودند. در این مطالعه وجود همزمان سویه های با الگوی 
ژنتیکی متفاوت به روش RAPD در 12% بیماران دیده شد. همچنین در 
مجموع در50% بیماران سویه  های H. pylori متفاوت از نظر فاکتورهای 
نشان  مطالعات  شدند.)36(  مشاهده  بیوتیکی  آنتی  مقاومت  و  ویرولانس 
می دهد که در مناطقی که H. pylori شیوع بالاتری دارد احتمال بروز 
عفونت چندگانه با سویه های متفاوت نیز بالاتر است.)22( میزان شیوع 
عفونت چندگانه H. pylori در کشورهای پیشرفته پایین تر )10-0%( و 
بالاتر و در حدود 35-20% است.)43-45(  در کشورهای در حال توسعه 
متفاوت  های  این سویه  وجود  که  است  این  که مطرح می شود  سوالی 
چه  معده  در  همزمان  طور  به  بیوتیکی  آنتی  مقاومت  و  ژنتیکی  نظر  از 
تاثیری بر نتیجه عفونت و بیماری در فرد دارد. مطالعات نشان می دهد 
که وجود مقاومت نامتجانس در باکتری ها با شکست درمان )46(، باقی 
ماندن عفونت باکتری )47( و افزایش میزان مرگ و میر )48( مرتبط است. 
از علل عمده می توان به جایگزینی جمعیت حساس به آنتی بیوتیک با 
جمعیت مقاوم تحت فشار انتخابی حضور آنتی بیوتیک اشاره کرد. دیده 
شده است که شکست درمان مننژیت ناشی از عفونت اسینوباکتر بائومانی1 
با کلیستسین2 ناشی از وجود مقاومت نامتجانس و انتخاب سویه های مقاوم به 
این ترکیب است.)49( مطالعه ای که به بررسی تغییرات پاتولوژیک معده در 
اثر عفونت H. pylori پرداخته بود نشان داد که وجود مقاومت نامتجانس 
ارتباط معنی داری با بروز متلاپلازیای روده ای دارد.)45( در مطالعه دیگر 
به طور  گوارشی  به زخم های  مبتلا  افراد  در  نامتجانس  مقاومت  میزان 
واضحی از افراد مبتلا به گاستریت مزمن بالاتر بود.)50( در رابطه با علت 
ایجاد تنوع ژنتیکی H. pylori در معده یک فرد نظریه های مختلفی وجود 
یک  عنوان  به  میزبان  معده  درون  تغییرات  که  معتقدند  محققین  دارد. 

1. Acinetobacter baumannii
2. Colistin
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جدول 2: ژنوتیپ چهار تک کلونی H. pylori )1-2-3-4( به دست آمده از هفت بیمار 
که ناهمگونی ژنتیکی در آنها مشاهده شده است 

cagA
vacA

)m(

vacA

)s(
بیمارانتک کلونی

+m1s11

1
+m1s12

+m1s23

+m2s24

+m1s21

2
-m2s22

+m2s23

-m2s24

+m1s11

3
-m2s12

-m1s13

-m1s14

+m2s21

4
+m1s12

+m1s13

+m2s24

+m1s11

5
+m1s12

+m1s23

+m1s14

+m2s21

6
+m1s22

+m1s23

+m2s24

+m1s21

7
+m1s12

+m1s13

+m1s14
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نیروی فشار انتخابی عمل کرده و H. pylori با استفاده از تنوع ژنتیکی 
با  را  خود  به سرعت  تواند  می  جدید  های  زیرگونه  ایجاد  و  خود  بالای 
این تغییرت سازگار کند. مشاهده شده است که تفاوت pH بین نواحی 
مختلف معده می تواند باعث به وجود آمدن الل های مختلف  فاکتورهای 
چسبندگی BabA وابسته به pH شود.)51( با این وجود به نظر می رسد 
که مصرف آنتی بیوتیک برای ریشه کنی H. pylori و یا درمان عفونت های 
دیگر تاثیر مهمتری را بر بروز تغییرات ژنتیکی H. pylori در معده میزبان 

انسانی می گذارد.)12(

نتیجه گیری:  
 H. pylori شواهد محکمی وجود دارد که نشان می دهد درمان عفونت
باعث بهبود گاستریت، به تاخیر انداختن و یا پیشگیری از عوارض طولانی 
منظور  همین  به  شود.)36(  می  بیماری  برگشت  از  ممانعت  یا  و  مدت 
رژیم های درمانی مختلفی متشکل از آنتی بیوتیک ها و داروهای کاهنده 
اسید مختلف جهت ریشه کنی عفونت H. pylori طراحی شده است که 
در بسیاری موارد کارایی لازم جهت ریشه کنی عفونت را ندارند. کاهش 
نرخ ریشه کنی عفونتH. pylori و افزایش مقاومت آنتی بیوتیکی لزوم 
انجام تست های سنجش حساسیت آنتی بیوتیکی در محیط in vitro و 
طراحی رژیم های درمانی با توجه به الگوی مقاومت آنتی بیوتیکی در هر 
فرد را نشان می دهد. وجود سویه های مقاوم و حساس به طور همزمان 
در معده یک فرد، تفسیر نتایج آنتی بیوگرام در محیط کشت و به دنبال 
آن طراحی یک راهکار صحیح درمانی را با چالش مواجه می کند .)52,24( 

به علاوه، این احتمال وجود دارد که دلیل شکست درمان های معمول 
آنتی بیوتیکی در بسیاری از مواقع وجود سویه های با ژنوتیپ و یا مقاومت 
آنتی بیوتیکی متفاوت باشد. به نظر می رسد که این باکتری ها می توانند 
در طول دوره درمان انتی بیوتیکی بقا خود را حفظ کنند و پس از اتمام 

دوره مجددا تکثیر شده و افزایش جمعیت داشته باشند.)53( 
امروزه کشت H. pylori از بیوپسی معده به عنوان استاندارد طلایی 
در تشخیص عفونت شناخته می شود. یه طور معمول، یک بیوپسی گرفته 
شده از ناحیه آنتروم کشت داده شده و مجموع کلونی های رشد کرده و 
یا یک کلونی از سطح پلیت برداشته شده و جهت آنتی بیوگرام و یا بررسی های 
آنتی  این روش  وجود مقاومت  با  ژنتیکی مورد استفاده قرار می گیرد. 
بیوتیکی نامتجانس و یا عفونت چندگانه ممکن است نادیده گرفته شود 
.)54( با توجه به این که وجود تنوع ژنتیکی و مقاومت نامتجانس می تواند 
بر نتایج درمان عفونت تاثیر مستقیم داشته باشد، جهت بررسی دقیق و 
داشتن اطلاعات صحیح از عفونت H. pylori، نمونه گیری از چند ناحیه 
اولیه پیشنهاد  از کشت  تعداد 10-3 تک کلونی  بررسی  به همراه  معده 
می شود. علاوه براین، انجام مطالعات تکمیلی جهت بررسی ارتباط وجود 
سویه های ناهمگون H. pylori در معده و یافته های بالینی مانند زخم و 

سرطان معده ضروری به نظر می رسد. 

تعارض منافع:   
هیچ گونه تعارضی در میان نویسندگان وجود ندارد. 
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