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ÁíäñÝáò ÌåíôÞò

ÅÉÓÁÃÙÃÇ

Ïé ìÝèïäïé ôõðïðïéÞóåùò ÷ñçóéìïðïéïýíôáé ôéò ðåñéóóüôåñåò öïñÝò ãéá
íá äéáðéóôùèåß åÜí äýï Þ ðåñéóóüôåñá óôåëÝ÷ç åíüò åßäïõò âáêôçñßïõ ðïõ
ó÷åôßæïíôáé åðéäçìéïëïãéêÜ Ý÷ïõí Þ ü÷é êëùíéêÞ ó÷Ýóç ìåôáîý ôïõò, äçëáäÞ
åÜí áðïôåëïýí áðïãüíïõò åíüò áñ÷éêïý óôåëÝ÷ïõò. ¸÷ïõí áíáðôõ÷èåß ðïë-
ëÝò ôõðïðïéçôéêÝò ìÝèïäïé óôï ðáñåëèüí, áíÜëïãá ìå ôéò äéáèÝóéìåò ìåèü-
äïõò óå êÜèå åðï÷Þ. Óáí ðáñáäåßãìáôá áíáöÝñïõìå ôçí ïñïëïãéêÞ ôõðï-
ðïßçóç êáé ôç ëõóéôõðßá. ÓÞìåñá, ÷ñçóéìïðïéïýíôáé oëïÝíá êáé ðåñéóóüôåñï
ìÝèïäïé ðïõ âáóßæïíôáé óôá öõóéêÜ ÷áñáêôçñéóôéêÜ ôùí ìïñßùí åíüò ìéêñï-
âßïõ. Ôá óôåëÝ÷ç ðïõ áðïôåëïýí êëþíï åßíáé ãåíåôéêÜ üìïéá Þ ó÷åäüí üìïéá
êáé åðïìÝíùò ôá ÷áñáêôçñéóôéêÜ ôùí ìïñßùí ôïõò åßíáé êáé áõôÜ üìïéá. Ç
óýãêñéóç ôùí ìïñßùí ÷ñçóéìïðïéåßôáé ãéá ôçí áíáãíþñéóç ôçò êëùíéêÞò ó÷Ý-
óåùò ôùí óõãêñéíüìåíùí óôåëå÷þí åíüò âáêôçñßïõ. Ç ôõðïðïßçóç åöáñìü-
æåôáé óå âáêôÞñéá ôïõ éäßïõ ãÝíïõò êáé åßäïõò.

Ãéá ôï H. pylori Ý÷ïõí ÷ñçóéìïðïéçèåß ðáëáéüôåñá êëáóóéêÝò ìÝèïäïé ôõ-
ðïðïéÞóåùò üðùò ç âéïôõðßá. Ïé ìÝèïäïé üìùò áõôÝò åß÷áí ðôù÷Ü áðïôåëÝ-
óìáôá ùò ðñïò ôç äéá÷ùñéóôéêÞ ôïõò éêáíüôçôá ìåôáîý ôùí óôåëå÷þí, Þ äåí
Þóáí ðñáêôéêÝò óôçí åöáñìïãÞ ôïõò. Ôéò ìåèüäïõò áõôÝò äéáäÝ÷èçêáí ôçí
áñ÷Þ ôçò äåêáåôßáò ôïõ '90 ìå åðéôõ÷ßá ïé íåþôåñåò ìïñéáêÝò ìÝèïäïé ôõðï-
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ðïéÞóåùò. Óôçí ðåñßðôùóç ôïõ H. pylori Ý÷ïõí äïêéìáóèåß ìïñéáêÝò ôõðï-
ðïéÞóåùò âáóéæüìåíåò óôá öõóéêÜ ÷áñáêôçñéóôéêÜ ôùí ìïñßùí ôïõ ìéêñïâßïõ
üðùò ôá ëéðáñÜ ïîÝá, ïé ðñùôåÀíåò, ïé õäáôÜíèñáêåò êáé ôá íïõêëåúêÜ ïîÝá.
Óôçí ðáñïýóá áíáóêüðçóç èá áíáöåñèïýí êõñßùò ìÝèïäïé ôõðïðïéÞóåùò
ôïõ H. pylori ðïõ âáóßæïíôáé óôá íïõêëåúêÜ ïîÝá – DNA ìïñéáêÝò ìÝèïäïé
ôõðïðïéÞóåùò.

Oé DNA ìïñéáêÝò ìÝèïäïé ôõðïðïéÞóåùò ôïõ H. pylori âáóßæïíôáé óôç
ìåãÜëç ðïéêéëïìïñößá ôïõ âáêôçñéáêïý ãïíéäéþìáôïò ôïõ óõãêåêñéìÝíïõ âá-
êôçñßïõ. ÕðÜñ÷åé ìáêñï-ðïéêéëßá, äçëáäÞ äéáöïñåôéêÞ èÝóç ôùí ãïíéäßùí óôï
ìéêñïâéáêü ÷ñùìüóùìá áëëÜ êáé ìéêñï-ðïéêéëßá, äçëáäÞ äéáöïñÜ ôçò íïõ-
êëåïôéäéêÞò áëëçëïõ÷ßáò ôùí ãïíéäßùí óå êÜèå ãïíßäéï áðü óôÝëå÷ïò óå óôÝ-
ëå÷ïò. Ïé ìïñéáêÝò ìÝèïäïé Ý÷ïõí äþóåé óçìáíôéêÝò ðëçñïöïñßåò ãéá ôçí
åðéäçìéïëïãßá êáé ðáèïãÝíåéá ôçò ëïéìþîåùò áðü ôï ìéêñüâéï áõôü.

ÊÕÑÉÏÔÅÑÅÓ DNA ÌÅÈÏÄÏÉ ÔÕÐÏÐÏÉÇÓÅÙÓ ÔÏÕ H. PYLORI

Èñáýóìáôá ðåñéïñéóìïý ÷ñùìïóùìéêïý êáé åîù÷ñùìïóùìéêïý DNA

Óå ãåíéêÝò ãñáììÝò óôéò ìåèüäïõò áõôÝò ãßíåôáé óýãêñéóç ôïõ áñéèìïý êáé
ìåãÝèïõò ôùí èñáõóìÜôùí ôïõ DNA ðïõ ðñïêýðôïõí áðü ôçí åðßäñáóç
ðåñéïñéóôéêþí åíæýìùí (åíäïíïõêëåáóþí). Ôá Ýíæõìá áõôÜ êüâïõí ôï DNA
óå óôáèåñÝò èÝóåéò ìå åéäéêü óçìåßï áíáãíùñßóåùò ðïõ óõíÞèùò áðïôåëåßôáé
áðü 4 – 6 âÜóåéò. Ï äéá÷ùñéóìüò, áíáãíþñéóç êáé óýãêñéóç ôùí èñáõóìÜôùí
ôïõ DNA ãßíåôáé ìåôÜ áðü çëåêôñïöüñçóç óå ðçêôÞ áãáñüæçò êáé ðáñáôÞ-
ñçóç óå õðåñéþäåò öùò ìåôÜ áðü ÷ñþóç ôïõ DNA ìå âñùìéïý÷ï áéèßäéï.

Ðïëõìïñöéóìüò èñáõóìÜôùí ðåñéïñéóìïý ÷ñùìïóùìéêïý DNA
(Restriction Fragments Length Polymorphism - RFLP)

ÌåôÜ áðü åðßäñáóç ðåñéïñéóôéêþí åíæýìùí óôï ÷ñùìïóùìáôéêü DNA
ôïõ ìéêñïâßïõ, áêïëïõèåß çëåêôñïöüñçóç ôùí èñáõóìÜôùí ôïõ DNA êáé
óýãêñéóç ôùí æùíþí ôçò çëåêôñïöïñÞóåùò. Ç ìÝèïäïò äåí ÷ñçóéìïðïéåßôáé
ðëÝïí, äéüôé ï ìåãÜëïò áñéèìüò èñáõóìÜôùí êáèéóôÜ äõó÷åñÞ ôç óýãêñéóç.

Hëåêôñïöüñçóç óå ðáëëüìåíï ðåäßï (Pulse Field Gel Electrophoresis)

Óôç ìÝèïäï áõôÞ ÷ñçóéìïðïéïýíôáé åíäïíïõêëåÜóåò ðïõ ðÝðôïõí ôï
ìéêñïâéáêü ÷ñùìüóùìá óå ëßãá ìüíï óçìåßá. Ôá ðñïêýðôïíôá èñáýóìáôá
ôïõ DNA óôçí ðåñßðôùóç áõôÞ åßíáé ìåãÜëïõ ìïñéáêïý âÜñïõò (>40 kb) êáé
äåí ìðïñïýí íá äéá÷ùñéóèïýí ìå ôçí êëáóóéêÞ DNA çëåêôñïöüñçóç. Ìå ôçí
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çëåêôñïöüñçóç óå ðáëëüìåíï ðåäßï åßíáé äõíáôüò ï äéá÷ùñéóìüò ôùí ìåãÜ-
ëùí áõôþí ôìçìÜôùí ôïõ DNA. Eßíáé ìÝèïäïò ðïëý áðïôåëåóìáôéêÞ, áëëÜ
äåí ÷ñçóéìïðïéåßôáé åõñÝùò óôçí ðåñßðôùóç ôïõ H. pylori.

RFLP êáé õâñéäéóìüò – ñéâïôõðßá

×ñùìïóùìéêü DNA ðÝðôåôáé ìå ðåñéïñéóôéêÜ Ýíæõìá (ð.÷. HindIII, HaeIII)
êáé áêïëïõèåß õâñéäéóìüò ìå áíé÷íåõôÝò cDNA ãéá ôá ãïíßäéá ôïõ ñéâïóùìá-
ôéêïý RNA. Ç ìÝèïäïò Ý÷åé ÷ñçóéìïðïéçèåß ãéá ôï H. pylori áëëÜ åðåéäÞ åßíáé
÷ñïíïâüñá êáé êïðéáóôéêÞ äåí åßíáé åõñÝùò äéáäïìÝíç.

Hëåêôñïöüñçóç èñáõóìÜôùí ðëáóìéäéáêïý DNA

Äåí ÷ñçóéìïðïéåßôáé ãéá ôï H. pylori

ÌÝèïäïé ðïõ âáóßæïíôáé óôçí PCR

Ðñïóäéïñéóìüò íïõêëåïôéäéêÞò áëëçëïõ÷ßáò PCR ðñïúüíôïò
(PCR-DNA sequencing)

H ôå÷íéêÞ áõôÞ âáóßæåôáé óôïí ðïëëáðëáóéáóìü ìå PCR åíüò ãïíéäßïõ
ôïõ ìéêñïâßïõ ðïõ äéáèÝôåé ðïëõìïñößá, üðùò ôï ñéâïóùìáôéêü RNA. Áêï-
ëïõèåß ðñïóäéïñéóìüò ôçò íïõêëåïôéäéêÞò áëëçëïõ÷ßáò ôïõ ðñïúüíôïò ôçò
PCR êáé óýãêñéóç ôçò áëëçëïõ÷ßáò ôùí åîåôáæïìÝíùí âáêôçñéáêþí óôåëå-
÷þí.

Hëåêôñïöüñçóç èñáõóìÜôùí ðåñéïñéóôéêþí åíæýìùí ðñïúüíôïò PCR
(PCR-RFLP)

Óôç ìÝèïäï áõôÞ, ôìÞìáôá ãïíéäßùí ìå ãíùóôÞ áëëçëïõ÷ßá ðïëëáðëá-
óéÜæïíôáé ìå PCR. Ôá ðñïúüíôá ôçò PCR áêïëïýèùò ðÝðôïíôáé ìå ðåñéïñéóôé-
êÜ Ýíæõìá êáé áêïëïõèåß çëåêôñïöüñçóç êáé óýãêñéóç ôùí èñáõóìÜôùí. Ôá
ãïíßäéá ôçò ïõñåÜóçò ureA, ureB, ureC, êáé UreD ôïõ H. pylori óõíÞèùò ÷ñç-
óéìïðïéïýíôáé ãéá ôçí ôõðïðïßçóç ôïõ ìéêñïâßïõ áõôïý.

Tõðïðïßçóç ìå PCR ìå áõèáßñåôåò áëëçëïõ÷ßåò (AP-PCR êáé RAPD-PCR)

Óôéò ìåèüäïõò áõôÝò, ôõ÷áßá ôìÞìáôá ôïõ ìéêñïâéáêïý ãïíéäéþìáôïò
ðïëëáðëáóéÜæïíôáé ìå ôç âïÞèåéá ìïíþí åêêéíçôþí (primer) ìå áõèáßñåôåò
íïõêëåïôéäéêÝò áëëçëïõ÷ßåò. Ïé åêêéíçôÝò áõôïß äåí Ý÷ïõí ãíùóôÞ ïìïëïãßá
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âÜóåùí ìå ôï óôü÷ï. Ç óýíäåóç ôïõ åêêéíçôïý ìå ôï DNA ôïõ ìéêñïâßïõ
ãßíåôáé óå ÷áìçëÝò ó÷åôéêÜ èåñìïêñáóßåò êáôÜ ôç äéÜñêåéá ôçò PCR þóôå ï
åêêéíçôÞò íá õâñéäéóèåß óå äéÜöïñåò èÝóåéò êáé óôéò äýï áëõóßäåò ôïõ DNA. Ç
çëåêôñïöüñçóç ôùí ðáñáãïìÝíùí ðñïúüíôùí ôçò PCR ìðïñåß íá êÜíåé äõ-
íáôÞ ôç äéáöïñïðïßçóç ôùí óôåëå÷þí. ×ñåéÜæåôáé ðñïóï÷Þ óôçí åöáñìïãÞ
ôçò ìåèüäïõ þóôå ôá áðïôåëÝóìáôá íá åßíáé áíáðáñáãþãéìá. Ôï ìåãÜëï
ðëåïíÝêôçìá ôçò ìåèüäïõ åßíáé üôé äåí áðáéôåßôáé ãíþóç ôçò íïõêëåïôéäéêÞò
áëëçëïõ÷ßáò ôïõ ìéêñïâßïõ.

¢Áìåóç ôõðïðïßçóç ìå PCR

Ãéá ôçí ôõðïðïßçóç óôåëå÷þí H. pylori óå åðßðåäï åßäïõò, ìðïñïýí íá
÷ñçóéìïðïéçèïýí åêêéíçôÝò PCR ãéá ôçí áíß÷íåõóç ôùí äéáöüñùí õðïôýðùí
ôïõ ãïíéäßïõ vacA üðùò s1a, s1b, s2m1 êáé m2. Aíôßóôïé÷á, ìðïñïýí íá
÷ñçóéìïðïéçèïýí cagA åêêéíçôÝò ãéá äéáöïñïðïßçóç ôùí óôåëå÷þí óå cagA+
êáé cagA-.

Ðñïóäéïñéóìüò ôçò íïõêëåïôéäéêÞò áëëçëïõ÷ßáò ìÝñïõò Þ üëïõ
ôïõ âáêôçñéáêïý ÷ñùìïóþìáôïò

Aðïôåëåß ôçí áðüëõôç ìÝèïäï ôõðïðïéÞóåùò. Êáô’ áõôÞí ãßíåôáé óýãêñé-
óç ôùí óôåëå÷þí ìåôÜ ðñïóäéïñéóìü ìÝñïõò Þ ôïõ óõíüëïõ ôïõ ãïíéäéþìá-
ôïò ôïõ ìéêñïâßïõ. Ç ìÝèïäïò áõôÞ äåí åßíáé ðñïò ôï ðáñüí åõñÝùò äéáäï-
ìÝíç, áí êáé õðÜñ÷ïõí áõôüìáôá ìç÷áíÞìáôá ãéá ôïí ðñïóäéïñéóìü íïõ-
êëåïôéäéêþí áëëçëïõ÷éþí.

×ÑÇÓÉÌÏÐÏÉÇÓÇ ÔÙÍ ÌÅÈÏÄÙÍ ÔÕÐÏÐÏÉÇÓÅÙÓ ÔÏÕ H. PYLORI

ÅðéäçìéïëïãéêÝò ìåëÝôåò

Ïé ìïñéáêÝò ìÝèïäïé ôõðïðïéÞóåùò Ý÷ïõí âïçèÞóåé óçìáíôéêÜ óôç äéå-
ñåýíçóç ôïõ ôñüðïõ ìåôáäüóåùò ôçò ëïéìþîåùò. Éäéáßôåñá óçìáíôéêÞ Þôáí ç
óõìâïëÞ ôùí ìåèüäùí áõôþí óôçí ìåëÝôç ôçò åíäïïéêïãåíåéáêÞò ìåôáäü-
óåùò ôçò ëïéìþîåùò (áðü ãïíåßò óå ðáéäéÜ, Þ ìåôáîý óõæýãùí).

ÊëéíéêÝò ìåëÝôåò

Ç åêñßæùóç ôïõ ìéêñïâßïõ áðü ôï ãáóôñéêü âëåííïãüíï ïäçãåß óå ðïóï-
óôü > 90% óå èåñáðåßá ôïõ äùäåêáäáêôõëéêïý Ýëêïõò. Ç ðáñïõóßá üìùò
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ôïõ ìéêñïâßïõ ìåôÜ ôç èåñáðåßá êáé ç õðïôñïðÞ ôïõ Ýëêïõò ìðïñåß íá ïöåß-
ëåôáé åßôå óå ìç åêñßæùóç ôïõ áñ÷éêïý óôåëÝ÷ïõò, åßôå óå íÝá ìüëõíóç. Ç
äéáöïñïðïßçóç ìåôáîý ôùí äýï ðåñéðôþóåùí ìðïñåß íá ãßíåé ìå ôçí ÷ñçóéìï-
ðïßçóç ôùí ìïñéáêþí ìåèüäùí ôõðïðïéÞóåùò. Ïìïßùò, ïé ìïñéáêÝò ìÝèïäïé
âïçèïýí óôç äéåñåýíçóç ôçò êëùíéêÞò Þ ü÷é ó÷Ýóåùò ìåôáîý åõáßóèçôùí êáé
áíèåêôéêþí óôá áíôéâéïôéêÜ óôåëå÷þí ðïõ áðïìïíþíïíôáé áðü ôïí ßäéï áóèåíÞ
ðñéí êáé ìåôÜ èåñáðåßá.

ÌåëÝôç åîåëßîåùò êáé ðáèïãÝíåéáò

Ç ìïñéáêÞ ôõðïðïßçóç Ý÷åé ÷ñçóéìïðïéçèåß êáé ãéá ôç ìåëÝôç ôçò åîÝëéîçò
ôçò ëïéìþîåùò áðü H. pylori. ¸÷ïõí óõãêñéèåß óôåëÝ÷ç ðïõ Ý÷ïõí áðïìïíùèåß
áðü ôïí ßäéï áóèåíÞ êáôÜ ôáêôÜ ÷ñïíéêÜ äéáóôÞìáôá, áëëÜ êáé óôåëÝ÷ç ðïõ
Ý÷ïõí áðïìïíùèåß áðü äéÜöïñåò áðïéêßåò óå êáëëéÝñãåéá.
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