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Background :   
Animal models have been proven useful in elucidating the details of interaction between pathogenic bacteria and their 
human hosts, in addition to assessing the efficacy of therapeutic compounds and vaccines. In this study, we investigate 
the colonization of Helicobacter pylori (H. pylori( in experimentally-infected guinea pigs over a six-month period.
Materials and Methods:    
A bacterial suspension was prepared by mixing four H. pylori isolates obtained from patients diagnosed with gastric 
ulcer. Within a one week period, five female guinea pigs were dosed orally with bacterial suspension for a total of three 
times. One control animal was gavaged with normal saline. Stool samples were collected at two-week intervals for six 
months. We used PCR, the stool antigen test, and indirect immunofluorescence assay (IFA) to assess samples for the 
presence of H. pylori. Stomachs obtained from two chloroform-killed animals, at 8 and 24 weeks, were investigated for 
histopathologic changes. 
Results:    
H. pylori 16S rDNA was amplified from the stool samples of five guinea pigs. The stool antigen test was also positive 
in all five animals. IFA demonstrated the presence of H. pylori antigens in the stools from all five animals. PCR, stool 
antigen test and IFA results showed no H. pylori in the stool of the control animal. We observed infiltration of mature 
lymphocytes and plasma cells in the stomachs of animals killed at 8 and 24 weeks.
Conclusion:   
The occurrence of H. pylori 16S rDNA and antigens in stool samples of guinea pigs demonstrated persistent colonization 
of H. pylori in the stomachs of guinea pigs. Histopathological findings have confirmed mild-severe gastritis induced 
by the bacterial infection. The stomach of a guinea pig is similar to the human stomach, in that it is sterile, lined by 
glandular epithelium, lacks a vitamin C synthesizing system and produces the cytokine interleukin-8. Accordingly, the 
guinea pig can be considered an appropriate animal model for long-term experiments to follow the process of H. pylori 
pathogenesis or to assess the efficacy of antibiotics or vaccines.
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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 یکي از رایج ترین مدل های حیواني براي مطالعه سیر عفونت 
زایی H.pylori و سایر باکتریها می باشد. نشان داده شده در صورتی که 
ترکیبات سرطان زاي شیمیایی  یا  پرنمک  غذایي  رژیم  تأثیر  تحت  موش 
قرار گیرد مستعد ابتلا به سرطان معده شده و عفونت H.pylori تشکیل 
دارای  از موش  استفاده  وجود  این  با  کند.)6(  تسریع می  را  این سرطان 
به  منجر  اغلب  ها  موش  در   H.pylori عفونت  است.  هایی  محدودیت 
کند. نمی  پیشروی  معده  یا سرطان  و  به زخم  و  معده می شود  التهاب 

)9-7(، همچنین معده موش برخلاف معده انسان استریل نیست و ممکن 
است وجود باکتري هاي دیگر نتیجه عفونت H.pylori را تحت تأثیر قرار 
دهند. در سال 1991 اولین گزارش مبني بر استقرار  H.pylori در مخاط 
معده جربیل)Mongolian gerbil( منتشر شد.)10( در جربیل پیشرفت 
شده  مشاهده  نیز  اي  روده  متاپلازیاي  و  آتروفي  به   H.pylori عفونت 
است.)11و12( از جربیل جهت شناسایي فاکتورهاي بیماریزا و چگونگي 
استقرار H.pylori و همچنین بررسي کارآیي آنتی بیوتیک ها و واکسن ها 

استفاده هاي زیادي شده است.)9و13(. 
در اواخر دهه 90، خوکچه هندي براي اولین بار به عنوان مدل حیواني 
حیوانات  میان  از  شد.)14و 15(  مطرح   H.pylori عفونت  مطالعه  برای 
کوچک آزمایشگاهی، خوکچه هندي دارای معده مشابه انسان است. معده 
این حیوان فاقد فلور میکروبی بوده و داراي بافت اپي تلیوم غده ای است 
و بنابراین معده خوکچه هندی نسبت به موش و سایر جوندگان، شباهت 
بیشتري به معده انسان دارد.)15( خوکچه هندي ، تنها حیوان آزمایشگاهي 
است که مانند انسان فاقد آنزیم گلونولاکتون اکسیداز بوده و در نتیجه قادر 
به سنتز ویتامین C نیست. بنابراین در دستگاه گوارش خوکچه هندي مانند 
انسان سیستم انتقال ویتامین C وجود دارد که این سیستم در حیوانات 
دیگر  وجود ندارد.)16و 17( مشخص شده است که در انسان ابتلا به عفونت 
از  با  کمبود ویتامین C دارد.)18( همچنین  H.pylori رابطه مستقیم 
لحاظ پاسخ ایمني شباهت قابل توجهی بین انسان و خوکچه هندي وجود 
اینترلوکین - 8   دارد. خوکچه هندي مانند انسان قادر به تولید و ترشح 
بافت معده ترشح شده  از  به عفونت  اینترلوکین- 8 در پاسخ  است.)19( 
و به عنوان یک کموکین براي فراخوان نوتروفیل ها به محل عفونت عمل 

مي کند.)20( به نظر می رسد که اینترلوکین - 8  نقش مهمي در ایجاد 
گاستریت 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 آمیزي ایمونوفلورسنس 

غیرمستقیم مدفوع استفاده شد. 

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

چه��ار نمونه بیوپس��ی از بیماران مبت��لا 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 ونکومایسین
تري متوپریم )mg/l 5( و پلي میکس��ین 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��تیتو 
پاس��تور ایران خریداري و ب��راي انجام آزمایش ها به حیوانخانه 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 حیوانات در قفس هاي 
جداگانه قرار گرفتند. انتخاب حیوان ماده به این علت بود که پاس��خ ایمني 
 H.pylori در جنس نر خوکچه هندي قوي تر از جنس ماده است و استقرار
در معده خوکچه 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 حیوانات از مخلوط چهار سویه H.pylori  استفاده 
ش��د. براي افزایش ش��انس اس��تقرار باکتری در معده حیوانات،  تغذیه آنها 
24س��اعت پیش از انجام تلقیح قطع شد. یک سوسپانیسون از  چهار سویه 
H.pylori در س��رم فیزیولوژي تهیه شد و کدورت آن مطابق با استاندارد 
مک فارلند ش��ماره  2 )معادل 108×6 سلول در هر میلی لیتر( تنظیم شد. 
حجم های یک میلي لیتری از این سوسپانس��یون به وسیله لوله مخصوص 
پلی اتیلنی  به صورت مستقیم درون معده هر پنج خوکچه هندي)خوکچه 
5-1( ریخته شد. این عمل سه بار در طول یک هفته و با فاصله هاي زماني 
هر دو روز یکبار تکرار شد. به خوکچه هندي باقي مانده )شماره 6( به عنوان 
شاهد تنها سرم فیزیولوژي 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 نمونه ها در ژل آگارز 1% و رنگ آمیزي با اتیدیوم بروماید 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 
آماده س��ازي نمونه ها یک گرم از نمونه مدفوع در یک ویال ریخته ش��د و 
س��پس 800 میکرولیتر از محلول رقیق کننده به آنها اضافه ش��د. نمونه ها 
ورتکس و به مدت 5 دقیقه با دور rpm 3000 س��انتریفیوژ ش��دند. 100 
میکرولیت��ر از محل��ول رویي نمونه ها به هم��راه نمونه هاي کنترل منفي و 
مثبت موجود در کیت، به گوده هایی که محتوی آنتي بادي اول )پلي کلونال 
آنتي بادي علیه H.pylori در بافر پروتئیني( بودند، اضافه شد. پس از یک 
ساعت انکوباس��یون در دمای C° 37 ، 100 میکرولیتر از آنتي بادي ثانویه 
کونژوگه ش��ده با  آنزی��م Horseradish proxidase به گوده ها اضافه 
شد و گرماگذاری برای مدت یک ساعت تکرار شد. گوده های میکروپلیت با 
300 میکرولیتر از محلول شستشوي نمکي حاوي ) Thimerosal (1X و 
ماده سورفاکتانت، شسته شدند. این کار شش بار تکرار شد. 200 میکرولیتر 
از سوبسترا )بافر حاوي تترا متیل بنزیدین( به گوده ها اضافه شد. سپس به 
مدت 10 دقیقه در تاریک��ي درC° 37 قرار گرفت. در انتها 100میکرولیتر 
از محلول متوقف  کننده واکنش )اس��ید سولفوریک 0/3 مولار( افزوده شد. 
جذب میزان رنگ ایجاد ش��ده در طول موج 450/630mn توسط دستگاه 
ELISA reader خوانده ش��د.  در این تس��ت میزان جذب نور مورد قبول 
در طول موج 450/630mn  براي نمونه منفي کمتر از 0/150 و براي نمونه  

مثبت بیشتر از 0/250 در نظر گرفته شد.  

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

ابت��دا 100 میلي گرم نمون��ه مدفوع در بافر فس��فات نمکی به صورت 
سوسپانس��یون 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( 
نیز به منظور افزایش کیفیت تصویر اس��تفاده ش��د. این رنگ در  طول موج 
490mn، رن��گ فلورس��نت قرمزي ایجاد مي کند که به تباین رنگ س��بز 
تصاویر کمک مي کند. نمونه مدفوع حیوان شماره 6 )بدون تلقیح( به عنوان 
کنترل منفی اس��تفاده شد. اس��لایدها با میکروسکوپ فلورسنت و در طول 

موج 490mn بررسی شدند. 
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بافت شناسی معده جهت مطالعه التهاب 
بررس��ی بافت شناسی در مورد دو حیوان به صورت تصادفی انجام شد. 
معده حیوانات ش��ماره 5 و 4 به ترتی��ب پس از 8 و24 هفته بعد از آخرین 
تلقیح مورد بررس��ی قرار گرفت. بعد از کش��تن حیوانات به وسیله کلروفرم 
معده آنها برداش��ته ش��د و از منطقه خم بزرگ برش خورد. پس از تخلیه 
محتویات معده، کل بافت معده در فرمالین 10% قرار داده شد. پس از انتقال 
نمونه ها به آزمایش��گاه بافت شناسي، معده حیوانات در پارافین قرار داده و 
جهت مطالعه بافت شناس��ي برش های پنج میکرومتري از آن تهیه ش��د. 
اسلایدها با رنگ هاي هماتوکسیلین و ائوزین رنگ آمیزي و با میکروسکوپ 

نوری بررسی شدند.

یافته  ها  :  
 هویت باکتریها

اشکال مارپیچي H.pylori جدا شده از بیوپسي هاي معده که به روش 
گرم رنگ آمیزي شده بودند با میکروسکوپ 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 هیچ کدام از حیوانات  به صورت طبیعی به   
H.pylori آلوده نبوده اند. اولین PCR نمونه مدفوع، دو هفته پس از آخرین 
تلقیح باکتري به حیوانات انجام شد. علت این امر آن است که جواب مثبت 

PCR، پیش از دو هفته نشان دهنده عفونت نبوده و ممکن است باکتري 
بدون استقرار و تنها به صورت گذرا از دستگاه گوارش دفع شود. تکثیر 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  تأیید کرد. 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 که آنتي بادي اولیه و ثانویه به آنها متصل شده بودند، به رنگ فلورسنت 
مشاهده شد که مربوط به فلورسئین ایزوتیوسیانات در آنتي بادي ثانویه است.  
دررنگ آمیزی ایمونوفلورسنس  H.pylori به عنوان کنترل مثبت اشکال 
مارپیچي باکتري 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 آمیزي ایمونوفلورسنس غیرمستقیم نمونه مدفوع در 

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

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

 ،)DNA
M: مارکر DNA 50 جفت بازی

 16S ژن   PCR محصولات  الکتروفورز    :2 شکل 
rDNA تکثیر شده از نمونه های مدفوع حیوانات  8 
هفته پس از تلقیح H.pylori. ستون های 3-1و4و5: 
 6 حیوان  مدفوع   :6 ستون   ،1-5 حیوانات  مدفوع 
 ،)DNA بدون تلقیح(، ستون7: کنترل منفي )بدون(
ستون 8: کنترل 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 لنفوسیتي بالغ و پلاسما سل ها در 
مخاط این ناحیه وجود التهاب متوسط تا شدید در معده این حیوانات نشان 
داد)شکل5-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 مستقیم بین عفونت  H.pylori و 
سرطان معده،  H.pylori به عنوان یکي از عوامل مهم ایجاد سرطان معده 
شناخته شد و در گروه سرطان زاهای درجه I قرار گرفت.)22( بدین ترتیب 
بررس��ی مکانیس��م اثر این باکتري و چگونگي ایجاد 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. این حیوان  مانند موش داراي 
اندازه کوچک بوده و نگهداري از آن آسان مي باشد. 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 این تحقیق به منظور طراحي مدل حیواني براي 
مطالعه اس��تقرار H.pylori  از خوکچه هندي اس��تفاده شد. علت این بود 
که معده خوکچه هندي ش��باهت هاي ساختاري زیادي با معده انسان دارد. 
علاوه بر این تولید اینترلوکین-8 و عدم سنتز ویتامین C در خوکچه هندي 
خصوصیاتي هستند که باعث برتري خوکچه هندي نسبت به سایر جوندگان 
به عنوان مدل حیواني H.pylori مي ش��وند. به نظر می رسد افزایش تولید 
اینترلوکین- 8 وکاهش میزان ویتامین C نقش مهمی در تش��دید عوارض 
ناش��ي از عفون��ت H.pylori  ب��ازی می کنن��د.)17و 19و 25(  تاکنون از 
خوکچه هندي در بررسی اثر واکسن ها، مطالعه اثر انواع ویتامین ها از جمله 
ویتامین C و فلاونوئیدها بر عفونت H.pylori استفاده شده است.)26-28( 

صنیعی و همکاران

240

87654321

هفته 0/1501/2530/1880/3250/2880/3570/3140/2988

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

شکل 3: مقادیر جذب خوانده شده در طول موج 450/630nm در نمونه هاي مدفوع حیوانات. نمودارهای 1-5 
: مربوط به جذب مدفوع حیوانات5-1، نمودار 6: مربوط به جذب نمونه مدفوع حیوان 6)بدون تلقیح(، نمودار 
7: کنترل مثبت، ، نمودار 8: کنترل منفی. خط قرمز در این نمودار نشان دهنده 0/250 مي باشد و نمونه هایي که 

مثبت هستند، در بالاي این خط قرار دارند.
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ب��راي بررس��ی اس��تقرار H.pylori در مع��ده خوکچه هندي از س��ه 
روش PCR ب��رروي نمونه مدفوع، تس��ت آنتي ژن مدف��وع و رنگ آمیزي 
ایمونوفلورسنس غیرمستقیم 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 دقیقي است 
و امکان ردیابي کمترین میزان از قطعه DNA هدف به وسیله آن وجود دارد 
و در نتیجه یک روش معتبر در تشخیص است. از روش PCR بر روی نمونه 
مدفوع برای ردیابی H.pylori در انس��ان )29( و یا جربیل )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 آزمایش در مورد حیوان 
کنترل )بدون تلقیح( منفي شد. تست آنتي ژن مدفوع در مطالعات مختلف 
برروي مدفوع انس��ان انجام شده و حساسیت بالایي را نشان داده است.)31( 
در یک مطالعه مش��ابه که بر روی خوکچه هندی انجام گرفت مشخص شد 
که امکان ردیابي آنتي ژن در مدفوع خوکچه هندي وجود ندارد که علت آن 

هضم باکتری در دس��تگاه گوارش خوکچه هندي و شکستن 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 مونوکلونال با آنتي ژنه��اي
با میکروس��کوپ فلورس��نت مش��اهده ش��د. تا کنون از روش رنگ آمیزي 
ایمونوفلورسنس غیرمستقیم جهت شناس��ایي H.pylori در بیوپسي هاي 
معده انسان استفاده شده است.)33( البته نمي توان انتظار داشت که باکتري 
در مدفوع به شکل مارپیچي و سالم ظاهر شود.گفته می شود باکتري هنگام 
گذاشتن  ازدستگاه گوارش تحت اثر نمک هاي صفراوي و آنزیم هاي مختلف 
قرار مي گیرد. شاید به همین علت کشت H.pylori از نمونه مدفوع تاکنون 

موفقیت آمیز نبوده است.)34(
بررسی های بافت شناسی تجمع لنفوسیت هاي بالغ و پلاسماسل ها را در 
مخاط ناحیه آنتروم نشان داد.  این شواهد نشان دهنده وجود التهاب متوسط 
تا شدید در مخاط معده حیوانات 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 خوکچه هندي شماره پنج، 8 هفته 
پس ازتلقیح باکتری. الف:در مخاط ناحیه آنتروم سلول هاي لنفوسیتي بالغ و پلاسماسل ها مشاهده شد.ب( 

)50X در مخاط تنه معده التهابی مشاهده نشد. )بزرگ نمایي
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اس��تقرار طولاني و پایدار  H.pylori  در خوکچه هندی، تنها باعث ایجاد 
گاستریت شده و تاکنون پیشرفت بیماري به زخم، لنفوما و آدنوکارسینوماي 
معده در این حیوان گزارش نش��ده اس��ت.)4( در مطالعه دیگري که  جهت 
بررسي گاستریت ناشي از H.pylori  در خوکچه هندي انجام شد، با وجود 
تکثیرشدن ژن اختصاصی  H.pylori  از بافت معده، مطالعات بافت شناسي 
التهاب و گاس��تریت را نش��ان نداد. گفته می شود گاس��تریت درصورتي در 
خوکچه هندي گزارش مي شود که تعداد باکتري هاي استقرار یافته در معده 
بیش��تر از 105 باکتري به ازاي یک گرم بافت معده باش��د. بنابراین مشاهده 
نش��دن گاستریت ش��اید به دلیل پایین بودن تعداد باکتري هاي مستقر در 

معده خوکچه 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.
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