
شناسایی سریع  هلیکوباکترپیلوری توسط روش ملکولی PCR در مقایسه با تست
)RUT( اوره آز سریع 

سمیه اله کرمی*1، محمدحسن شاه حسینی3و2 ، نسیم حیاتی رودباری4، داوود اسماعیلی5

1دانشجوی کارشناسی ارشد، دانشگاه آزاد اسلامی، واحد علوم و تحقیقات تهران، گروه میکروبیولوژی

2دانشیار، دانشگاه آزاد اسلامی، واحد شهر قدس، گروه میکروبیولوژی

3موسسه ایرانیان ژن فناور)IGF(، تهران، ایران

4 استادیار، دانشگاه آزاد اسلامی، واحد علوم و تحقیقات تهران، گروه ، گروه زیست شناسی
5استادیار، دانشگاه بقیه الله، دانشکده علوم پزشکی، گروه میکروب شناسی 

چکیده

سابقه و هدف: هلیکوباکترپیلـوری )H.pylori( به عنوان یک عامل عمده خطـر زخمهای معده و دوازدهه و سرطان معده شناخته 
شده است . روش های مختلفی برای تشخیص این میکروارگانیسم شناخته شده که متداول ترین آن ها به خصوص در بیمارانی که تحت 
آندوسکوپی قرار می گیرند، تست اوره آز سریع )RUT( می باشد ، اما این تست برای ایجاد نتایج مثبت و منفی کاذب بالقوه می باشد . لذا 
بکارگیری روشی سریع ، ساده و آسان اما با دقت بالا جهت تایید این تست در آزمایشگاه ها مورد نیاز می باشد . هدف این مطالعه ارزیابی 

ارزش تشخیصی تست اوره آز سریع در قیاس با روش ملکولی PCR در شناسایی هلیکوباکترپیلوری می باشد . 
مواد و روش ها: این مطالعه بر روی 100 نمونه ی بیوپسی بدست آمده از بیماران مبتلا به سوء هاضمه که تحت آندوسکوپی قرار 
گرفته بودند انجام شد. تست اوره آز سریع بر روی تمامی نمونه ها صورت گرفت و سپس تست PCR با پرایمرهای طراحی شده جهت  ژن 
glmM  صورت پذیرفت . ارزش تشخیصی تست های RUT و PCR با استفاده از نرم افزار SPSS مورد بررسی های مقایسه ای قرار گرفت . 

یافته ها: محصول تست PCR بهینه شده با طول 201 جفت باز به درستی تکثیر یافت و بر روی ژل الکتروفورز مشاهده گردید. بررسی 
 )10CFU( به تعداد 10 باکتری PCR های مختلف ، اختصاصیت بالایی را نشان داد . حساسیت تست DNA پرایمرهای انتخاب شده با
 RUT  شناسایی شدند در حالیکه تنها 63% از آنها توسط PCR با اختصاصیت 100% بود . در این مطالعه 85% از نمونه ها توسط تست

شناسایی شدند.
نتیجه گیری: در این مطالعه ثابت شد که تست PCR به دلیل حساسیت و اختصاصیت بالا می تواند جهت تشخیص هلیکوباکترپیلوری 

درنمونه های بالینی و نمونه های بدست آمده از تست اوره آز مورد استفاده قرار گیرد.

کلمات کلیدی: هلیکوباکترپیلوری ، ژنPCR ،  glmM، تست اوره آز سریع ، بیوپسی.

مجله تازه هاي بیوتکنولوژی سلولي- مولكولي
دوره چهارم، شماره پانزدهم، تابستان 1393 
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مقدمه

ترين  از شايع  عفونت هاي مزمن در انسان بوده و در كشورهاي درحال توسعه  هلكيوباكترپيلوري)Helicobacter pylori(  كيي 
و توسعه يافته به ترتيب در مجراي گوارش 90 و 50-30 درصد 
از افراد كلونيزه مي شود)30( . اين باكتري عامل طيف متنوعي 
تا زخم معده،  از عفونت ها، از كي گاستریت )Gastritis( ساده 
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روشهاي  حاضر  حال  در   .)23،26( است  معده  سرطان  و  لنفوما 
مختلفي براي تشخيص عفونت با هلكيوباكترپيلوري مورد استفاده 
است كه به دو دسته تهاجمي )نيازمند نمونه گيري از بافت معده 
( و غير تهاجمي تقسيم مي شوند )9(. از جمله تستهاي تهاجمي 
 PCR و روش ملکولی )RUT1( مي توان به تست اوره آز سريع
و بررسی بافت شناسی و از آزمايشهاي غيرتهاجمي به تست اوره 
تنفسیUBT(2) و تست آنتی ژن مدفوعی 3اشاره کرد )4،15( . 
کشت باكتري از روشهاي ديگر تشخيصي است كه به دليل وقت 
گير بودن و وجود مشكلات تكنكيي ، چندان مورد استقبال نبوده 
حساسيت آنتي بيوتكيي باكتري  ارزيابي  تشخيص و نيز  و براي 
تشخيص  براي  نيز  سرولوژكي  تستهاي  باشد.  نمي  متداول 
هلكيوباكترپيلوري پيشنهاد شده اند كه كم هزينه و سريع بوده و 
به عنوان تستهاي غربالگري اوليه شناخته مي شوند. با اين وجود 
ارزش تشخيصي نسبتا پايين آزمونهاي سرولوژكي براي ارزيابي 
جايگزين  ديگر  روشهاي  با  كه  است  شده  باعث  فعال  عفونت 
شوند.  به علاوه نتايج سرولوژي مثبت لزوماً بيانگر وجود عفونت 
نيست ؛ بنابراين پس از ريشه كني عفونت نمي توان از اين روش 
استفاده كرد)12،17(. آزمون UBT نیز فرآیندی وقت گیر بوده 
و نیازمند تجهیزات گران قیمت است . تلاش هاي متعددي براي 
به  باكتري  جداسازي  اما  شده  انجام  پيلوري  هلكيوباكتر  كشت 
علت دشواري كشت، تنها در موارد معدودي موفقيت آميز بوده 

است)29،20،8( .

به  را  اوره  اورهآز،  فعالیت  داشتن  دلیل  به  هلیکوباکترپیلوری   
 pH با تغییر  آمونیاک و دیاکسیدکربن تبدیل میکند. آمونیاک 
این  میشود.  محیط  رنگ  تغییر  باعث  فنلرد  درحضور  محیط 
تست به دلیل اثبـات سریع عفونت در داخل اتاق آندوسکوپی 
ارزش  کشت  و  هیستولوژی  بـه  نسبت  و  دارد  فراوانی  کاربرد 
اقتصادی دارد. حساسیت این تست بستگی به تراکم ارگانیسم 
دارد. هنگامیکه ارگانیسمها فراواناند، دارای حساسیت بالا و در 
زمان کم بـودن تعـداد ارگانیسم حساسیت تـا 30 درصد پایین 
میآید. بنـابرایـن، ایـن تـست در زمـان درمان سودمند نیست 
و تا 24 ساعت بعد از تلقیح بیوپسی قابل تغییر است )14،25( .

Rapid Urease Test 	1

Urea Breath Test 	2

Helicobacter pylori Stool Antigen 	3

بين روش هاي مولكولي روش PCR رايج تر بوده و براي تكثير 
DNA هلكيوباكترپيلوري در بیوپسی به كار مي رود. به طور کلی 

زمانی  مولکولی  تشخیص  های  تکنیک  طراحی  و  وجود  لزوم 
متداول  های  روش  شد  مشخص  که  گرفت  قرار  توجه  مورد 
بوده  پایینی  حساسیت  دارای   ، عفونی  های  بیماری  تشخیص 
محیط  در  رشد  به  قادر  ها  ارگانیسم  میکرو  گاهی  همچنین  و 
آزمایشگاه نبوده، نیاز به محیط کشت پیچیده ای دارند و یا زمان 
و  نوکلئیک  اسید  تکثیر  است.  طولانی  رشد  برای  انکوباسیون 
روش های هیبریداسیون ، بیومولکول ها را در نمونه های بالینی 
تشخیص داده و در کوتاه کردن زمان لازم برای تشخیص و تعیین 
میکرو ارگانیسم در نمونه های بالینی مؤثر می باشند)7(. از این 
روش برای تشخیص هلیکوباکترپیلوری در بیوپسی معده، عصاره 
معدی، پلاک دندان و مدفوع استفاده میشود. آزمون PCR به 
دلیل پیچیدگی نسبت به سایر روشها از قبیل کشـت، RUT و 
سرولوژی، اغلب در مواردی که نمونه آلودگی شدید به فلورنرمال 
دارد یا تعداد باکتری بسیـارکـم است مزیت فراوانی داشتـه و 
علت  همین  به  میدهدو  دست  به  را  بالایـی  بسیـار  حساسیت 
مورد توجه قرار گرفته است )4(. مطالعات متعددی در سراسر 
دنیا جهت بررسی ارزش تشخیصی این تست صورت گرفته است. 
هرچند این مطالعات از نظر نتایج حاصله تا حدودی متفاوت می 
باشند ولی در مجموع به نظر می رسد که بخش بزرگی از مطالعات 
عموما این آزمایش را به عنوان یک روش مناسب تشخیصی قابل 
از  لوکوس  چندین  دانند)18،15،13،10،8،6،3،2(.  می  قبول 
به عنوان هـدف مـورد اسـتفـاده  DNA ی هلیکوباکترپیلوری 

و   Bو Aاورهآز ژنهـای   ،16SrRNA قـرار میگیـرد کـه شـامل 
ژن UreC( glmM( که کد کننده فسفوگلوکوموتاز می باشد که 
در مطالعات متعددی اختصاصیت بالای روش PCR با هدف ژنی 
است  رسیده  اثبات  به  هلیکوباکترپیلوری  تشخیص  در   glmM

تست  تشخیصی  ارزش  ارزیابی  حاضر  مطالعه  از  هدف   .  )19(
سریع   ، استاندارد  روش  عنوان  به   glmM ژنی  هدف  با   PCR

 RUT روش  به  نسبت  بالا  اختصاصیت  و  با حساسیت  دقیق  و 
در تشخیص عفونت هلكيوباكترپيلوري در بيماران مبتلا به سوء 

هاضمه و ناراحتی های معده می باشد . 

مواد و روش ها

1393، شناسایی سریع... 1393، شناسایی سریع...تازه های بیو تکنولوژی سلولی - مولکولی دوره چهارم، شماره پانزدهم، تابستان  تازه های بیو تکنولوژی سلولی - مولکولی دوره چهارم، شماره پانزدهم، تابستان 
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در اين مطالعه، 100بيمار مبتلا به ناراحتي های معدی و زخم 
اله  بقیه  بیمارستان  آندوسكوپي  بخش  به  کننده  مراجعه  معده 
تحت بررسی قرار گرفتند. بيماران توسط پزشك متخصص تحت 
ناحیه  از  بيوپسي  نمونه  بيمار  هر  از   . قرارگرفتند  آندوسكوپي 
آنتروم )Antrum( معده گرفته شد و نمونه ها بطور مستقیم با 
استفاده از تست اوره آز سریع جهت تشخیص هلیکوباکترپیلوری 
در آنها بررسی شدند. این تست بر اساس تغییر رنگ محیط از 
زرد به صورتی با تبدیل اوره به آمونیاک در حضور معرف فنل رد 
صورت پذیرفت. نتايج تست اوره آز سريع پس از تلقیح ، پیگیری 
به   DNA استخراج  ها  نمونه  تمامی  از  یادداشت شد. سپس  و 
هلیکوباکترپیلوری  ملکولی  تشخیص  جهت   DNG Plusروش
سوش   ،PCR تست  نمودن  بهینه  منظور  به  پذیرفت.  صورت 
های  بیماری  تحقیقات  مرکز  از   )N:oC30( هلیکوباکترپیلوری 
تهیه  پزشکی  شهید  دانشگاه  پزشکی  دانشکده  کبد  و  گوارش 
محیط  از  استفاده  با  هلیکوباکترپیلوری  و سپس سوش  گردید 
 37 دمای  در  میکروآئروفیلیک  شرایط  تحت  آگار  بلاد  بروسلا 
درجه سانتی گراد پس از 6 روز کشت گردید. سپس از سوش 
ذکر شده به روش DNG Plus استخراج DNA صورت گرفت . 

استخراج DNA از نمونه های بیوپسی

 µl5 از نمونه بافت بیوپسی معده مقدار µl100  بطور خلاصه به
پروتئازK اضافه شد، سپس در دمای 72 درجه به مدت 10 دقیقه 
انکوبه گشت. µl 400 محلول لیز کننده DNG به آن اضافه شد 
و حدود 5 ثانیه ورتکس گردید. µl 350 الکل ایزوپروپانول به 
مخلوط فوق اضافه شد و10 بار وارونه گردید و10 دقیقه با دور 
rpm  10000 سانتریفوژگردید. پس از تخلیه کردن مایع رویی، 

به رسوب µl1000 الکل 70% اضافه شد سپس 5 دقیقه با دور
rpm  12000 سانتریفوژ گشت. پس از تخلیه مایع رویی ، در

کاملا  تا  قرار گرفت  دمای 65 درجه سانتیگراد  Dry plate در 

کامل،  از خشک شدن  پس  برود.  بین  از  لوله  در  موجود  الکل 
µl50آب دوبارتقطیراستریل دیونیزه اضافه گردید و برای بهتر 
 Dry در  لوله  دوباره  دقیقه   5 حدود  آب  در   DNA شدن  حل 
محلول  شد.  داده  قرار  گراد  سانتی  درجه   65 دمای  در   plate

حاصل در فریزر در دمای 20- درجه نگهداری گردید.

آغازگرها

ژن  بررسی حضور  استفاده جهت  مورد   )Primers( آغازگرهای 
glmM در سویه های هلیکوباکترپیلوری جدا شده از بیماران در 

Primer explorer طراحی  افزار  نرم  از  استفاده  با   ،PCR روش 
گردیدند.این آغازگرها باعث سنتز محصولی با طول 201 جفت 

باز شدند.

جدول 1: توالی آغازگرها

اندازه 
محصول 

PCR
نام ژنتوالی پرایمر

201bp
’H.p-F:5’-acgccctttcttctcaag-3

’H.p-R:5’-cgcctgttttagcgtaat-3
glmM

PCR

واکنش  در  اختصاصی  آغازگرهای  از  استفاده  با  مرحله  این  در 
PCR، وجود وجود ژن glmM در نمونه ها بررسی شد. واکنش 

ها در حجم 25 میکرولیترحاوی بافر PCR 1x ، 0/5 میکرولیتر 
 Taq(  Taq پلیمراز   DNA میکرولیتر   0/4  ،  dNTP مخلوط 
MgCl2 ،1 میکرولیتر  DNA Polymerase( و 0/75 میکرولیتر 

از آغازگرها ،5 میکرولیتر DNA الگو و 14 میکرولیتر آب دوبار 
اصلی  مخلوط  تهیه  از  پس  شد.  انجام   )DDW( تقطیردیونیزه 
)Master mix( و پوشاندن آن با روغن معدنی، فرایند در دستگاه 

ثانیه   30 گرفت.الف-  انجام  زیر  دماهای  با   Thermo-cycler

در  اتصال  ثانیه  واسرشتگی در 93 درجه سانتی گراد ب- 20 
54 درجه سانتی گراد ج- 20 ثانیه مرحله طویل سازی در 72 
درجه سانتی گراد. تعداد کل چرخه های حرارتی جهت تکثیر 
40 چرخه بود. سپس محصول PCR با استفاده از ژل آگارز دو 
درصد در کنار نشانگر )50bp DNA ladder )Marker الکتروفورز 

شده و با سایبرگرین رنگ آمیزی و بررسی شد )شکل 1(

کلون کردن

در مرحله بعد ، عمل كلون كردن قطعه 201 جفت بازي بعد 
 T/A Cloningبا استفاده از يكت PCR از خالص‌سازي محصول
كمپاني فرمنتاس )Cat:k1214( و در وكتور pTZ57R اين يكت، 

تازه های بیوتکنولوژی سلولی - مولکولی دوره چهارم، شماره پانزدهم ،سمیه اله کرمی و همکارانتازه های بیوتکنولوژی سلولی - مولکولی دوره چهارم، شماره پانزدهم ،سمیه اله کرمی و همکاران
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انجام گرفت.

تعیین حساسیت تست PCR  بهینه شده

جهت تعیین حساسیت تست PCR بهینه شده، سوسپانسیونی 
از کشت تازه  هلیکوباکترپیلوری )N:oC30(  که غلظت آن در 
109CFU/×0.9 با استفاده از لوله 0/5 مک فارلند OD=600nm

حاصل  سوسپانسون  از   DNA استخراج  گردید.  تهیه  بود   ml

صورت گرفت و از DNA استخراجی، به روش رقت های سریالی 
مورد   PCR توسط  و  گردید  تهیه   10-6 تا   10-1 های  رقت   ،

ارزیابی قرار گرفتند.

تعیین اختصاصیت تست PCR بهینه شده

اختصاصیت تست PCR بهینه شده ، به دو صورت مورد بررسی 
قرار گرفت که ابتدا بصورت تئوری از طریق بانک ژنی و فانکشن 
nBlast  و سپس بصورت عملی در آزمایشگاه بود که پرایمرهای 

انسان،  شامل   DNA مختلف  انواع  تکثیر  جهت  استفاده  مورد 
توبرکلوزیس،  مایکوباکتریوم  سرویزیه،  ساکارومیسس  موش، 
آئروژینوزا  سودوموناس  و  پنومونیه  استرپتوکوکوس  سالمونلا، 
قرار  ارزیابی  مورد   PCR توسط تست  و سپس  بکار گرفته شد 

گرفتند.

نتایج

از  شده  استخراج   DNA از  استفاده  با   PCR تست 
هلیکوباکترپیلوری )N:oC30( ، بهینه گردید. بدین منظور پس 
از استخراج DNA از باکتری، غلظت محلول حاوی DNA ژنومی 
سه مرتبه اندازه گیری شده و متوسط غلظت به عنوان غلظت 
واقعی در نظر گرفته شد. سپس این محلول با آب مقطر استریل 
رقیق شده تا غلظت نهایی ng/µl 1 به دست آید. با پیدا کردن 
جایگاه اتصال پرایمرها بر روی توالی هدف UreC توسط شرکت 
ماکروژن کره ، مشخص شد که محصول PCR بدست آمده از 
انجام  از  باشد. پس  داشته  باز طول  201جفت  باید  این طریق 
انجام صحیح واکنش، محصول  از  برای اطمینان   PCR واکنش 
آن بر روی ژل آگارز 2% الکتروفورز گردید. قطعه DNA تکثیر 
شده حاصل از PCR با طول حدود 201 جفت باز، در شکل 1 

قابل مشاهده می باشد.

شکل 1 : نتیجه حاصل از PCR ژن glmM بر روی ژل آگارز 2%. ستون 

تکثیر  به  مربوط   201  bp باند   1 ستون   ،bp DNA Ladder  50  ،M

بخشی از ژن glmM ، ستون 2 کنترل منفی را نشان می دهد.

در این مطالعه ، 100 نمونه بیوپسی جدا شده از بیماران مبتلا 
ناراحتی معده جهت تشخیص حضور هلیکوباکترپیلوری در  به 
ارزیابی  مورد   PCR و   )RUT( سریع  آز  اوره  تست  توسط  آنها 
از 100   ، نمودار 1  به  توجه  با   . قرار گرفتند  ای  مقایسه  های 
نمونه مورد مطالعه ، 63 نمونه براساس تست اوره آز سریع از 
به  مثبت شناخته شدند. در آزمایشات  نظر هلیکوباکترپیلوری  
عمل آمده ، از میان 100 نمونه ، 85 نمونه توسط تست PCR از 
لحاظ حضور هلیکوباکترپیلوری در آنها مثبت ارزیابی گردیدند. 
دارای   ، منفی  آز  اوره  با تست  نمونه ی   23 ، آزمایش  این  در 
جوابهای مثبت توسط آزمون PCR  گشتند، این نتایج نشان داد 
RUT از حساسیت بسیار بالاتری نسبت به روش PCR که تست

در شناسایی هلیکوباکترپیلوری برخوردار می باشد.

PCR در  اوره آز سریع و آزمون  از تست  نتایج حاصل  : مقایسه  نمودار 1 

شناسایی هلیکوباکترپیلوری برروی نمونه های بیوپسی

RUT و PCR وضعیت میانگین
RUTPCR

100

1/37

100

1/15

             Validفراوانی

میانگین
RUT و PCR جدول 2 : وضعیت میانگین

201bp
2             1              M    

1393، شناسایی سریع... 1393، شناسایی سریع...تازه های بیو تکنولوژی سلولی - مولکولی دوره چهارم، شماره پانزدهم، تابستان  1393، شناسایی سریع...تازه های بیو تکنولوژی سلولی - مولکولی دوره چهارم، شماره پانزدهم، تابستان  تازه های بیو تکنولوژی سلولی - مولکولی دوره چهارم، شماره پانزدهم، تابستان 
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میانگین خطای 
آزمونتعدادمیانگینانحراف معیارمعیار

0/0490/4851/37100RUT

PCR و RUT جدول 3 : مقایسه میانگین دو روش

مقدار آزمون در جداول 2 و 3 که با استفاده آزمون T دو گروه 
با  که  دهد  می  نشان   ، آمد  بدست   SPSS افزار  نرم  مستقل  
آمار  تفاوت   0/01 از  کوچکتر  خطای  سطح  و   %99 اطمینان 
 )PCR(مفروض و   )RUT(واقعی میانگین  دو  بین  داری  معنی 
مقدار  جدول،  این  نتایج  اساس  بر  که،  آن  ضمن  دارد.  وجود 
بالاتر  مفروض)1/15(  میانگین  مقدار  از  واقعی)1/37(  میانگین 
می  قرار  پذیرش  مورد  میانگین  دو  این  تفاوت  بنابراین،  است. 
از روش  تر  دقیق   PCR نتیجه گرفت روش   توان  و می  گیرد 

RUT است. 

Test value=1.15

تفاوت نقطه‌اي با 

اختلاف اطمينان %95

میانگین

 Sig.

)(2-tailed

درجه 

آزادی

T

)آماره 
آزمون( حد حد بالا

پایین

RUT و 0/320/120/2000/000994/534
PCR

رقت  تهیه  از  استفاده  با  شده  بهینه   PCR تست  حساسیت 
هلیکوباکترپیلوری  استاندارد  سوش  از   DNA مختلف  های 
شده  بهینه   PCR تست  حساسیت  گرفت.  صورت   ،)N:Oc30(

در این آزمایش ، به تعداد 10 باکتری  به دست آمد )شکل 2(. 
در تعیین اختصاصیت تست PCR ، این تست به درستی قادر به 
شناسایی هلیکوباکترپیلوری )N:oC30( بود و این در حالی بود 
، توسط پرایمرهای  DNA مربوط به غیرهلیکوباکترپیلوری  که 

این تست قابل تکثیر نبودند )شکل 3( .

 bp DNA  50   ،M ستون   .  PCR تست  حساسیت  تعیین   :  2 شکل 

Ladder، ستون 1 کنترل مثبت ، ستون 2 تا 8 به ترتیب شامل 106 ، 105، 

 )N:oC30(  هلیکوباکترپیلوری DNA 104، 103، 102، 101 ، 1 عدد از

می باشد.

اختصاصی  های  پرایمر  با   PCR تست  اختصاصیت  تعیین   :  3 شکل 

 1 ستون   ،bp DNA Ladder  50   ،M ستون  هلیکوباکترپیلوری. 

هلیکوباکترپیلوری ، ستون 2 تا DNA 8 های غیر هلیکوباکترپیلوری می 

باشد.

بحث

با توجه به اهميت باليني هلكيوباكترپيلوري و بيماري هاي مرتبط 
با آن، روش هاي مختلفي براي شناسايي اين عفونت ارائه شده 
است . یکی از روشهای متداول جهت تشخیص هلیکوباکترپیلوری 
در نمونه های بیوپسی تست اوره آز سریع می باشد که نشان داده 
شـده که حساسیت این روش زمانیکه تعداد باکتریهای موجود 
در نمونه ، اندک باشند غیرقابل اعتماد میباشند)18( به علاوه 
این تست ، برای ایجاد نتایج مثبت کاذب به علتّ حضور سایر 
بیمارانی  در  کاذب  منفـی  نتایج  یا  و  مثبـت  اورهآز  باکتریهای 
که بازدارندههای پمپ پرتون را مصرف میکنند بالقوه می باشد 
)11،24( . با توجه به اجتناب از مشکلات و محدودیت های تست 
های رایج از قبیل تست اوره آز سریع ، جستجوی توالی های 

8          7         6          5          4          3          2         1        M  

تازه های بیوتکنولوژی سلولی - مولکولی دوره چهارم، شماره پانزدهم ،سمیه اله کرمی و همکارانتازه های بیوتکنولوژی سلولی - مولکولی دوره چهارم، شماره پانزدهم ،سمیه اله کرمی و همکارانتازه های بیوتکنولوژی سلولی - مولکولی دوره چهارم، شماره پانزدهم ،سمیه اله کرمی و همکاران

8         7         6          5         4          3         2          1         M  
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اختصاصی DNA ی هلیکوباکترپیلوری در نمونه های بیوپسی 
به عنوان یک آزمون تشخیصی از مزایای زیادی برخوردار بوده و 
در موارد متعددی بکار رفته است . با معرفي روش هاي مولكولي 
نه تنها بر ويژگي روش هاي تشخيصي افزوده شده بلكه به تدريج 
از مقدار نمونه مورد نياز براي شناسايي ارگانيسم كاسته شده و 
حساسيت آزمو ن ها نيز افزايش يافته است )27(. یکی از روش 
های ملکولی شناخته شده آزمون PCR می باشد که در مطالعات 
در  هلیکوباکترپیلوری  شناسایی  برای  حاضر  مطالعه  و  گذشته 

نمونه های بالینی بیوپسی بکار گرفته شده است . 

 5 برروی   PCR آزمون  انجام  با   Jang-jih lu  1998 سال  در 
یکدیگر،  با  آنها  مقایسه  و  هلیکوباکترپیلوری  از  متفاوت  ژن 
 glmM ژنی  با هدف  را  اختصاصیت 96% و حساسیت %100  
بدست  را  باشد  می  ما  آزمایشات  در  استفاده  مورد  هدف  که 
تعداد  به  ما  آزمایشات  PCR در  آزمون  آوردند)19(. حساسیت 
10 باکتری در نمونه های بیوپسی با اختصاصیت 100% بود . 
یکسال بعد، روش PCR با هدف ژنی glmM توسط Lu نیز به 
انجام رسید. این تست اختصاصیت بالایی برای هلیکوباکترپیلوری 
داشت و با هیچ یک از محصولات دیگری که بر روی گونههای 
دیگر انجام گردید، عملکردی نداشتـه است)22(. در تست های 
با استفاده ازPCR  در 7   PCR ما نیز اختصاصیت بالای روش
و  رسید  اثبات  به  هلیکوباکترپیلوری  غیر  مختلف   DNA نمونه 
تکثیری درDNA  های غیر هلیکوباکترپیلوری مورد  هیچگونه 
استفاده ، مشاهده نشد. در سال 1990Valentine  در نمونههای 
و  گیمسـا  رنگامیزی  کشت،  روش  حساسیت  بیوپسی  تازهی 
هیستولوژی را نسبت به PCR در شناسایی هلیکوباکترپیلوری 
مورد ارزیابی قرار داد و حساسیت 100% با اختصاصیت 98% را 
در روش PCR بدست آورد)31(. در آزمایشات ما نیز همانطور 
اختصاصیت  و  حساسیت   PCR روش   ، دادند  نشان  نتایج  که 
آزمون   Fabre  . بود  دارا  آز سریع  اوره  به تست  بالاتری نسبت 
PCR را با سه روش کشت، تست اورهآز سریع و هیستولوژی در 

شناسایی هلیکوباکترپیلوری در نمونههای بیوپسی معده در 58 
بیمار مورد مقایسه قرار داد که اختصاصیت تست PCR در این 
مطالعه 100% و حساسیت آن 95% بود )10( که همانطور که 
از نتایج آزمایشات ما نیز بدست آمد اثبات شد که PCR حساس 

ترین و اختصاصیترین روش در مقایسه با سایر روشها می باشد.

دکتر شهامت نشان داد که ژن glmM به عنوان مطمئنترین هدف 
برای شناسایی هلیکوباکترپیلوری بوسیلهی روش PCR است. او 
با استفاده از ترکیب دو روش حساس مبتنی بر PCR که یکی 
ژن  glmMو دیگری منطقهی متغیر فرا دسـت ژن  16SrRNAرا 
مورد هدف قرار می دهد به شناسایی هلیکوباکترپیلوری در نمونه 
ها پرداخت که از یکسو تکثیـر ژن glmM ، شناسایی اختصاصی 
هلیکوباکترپیلوری و سایر گونه های هلیکوباکتر را فراهم سازد 
سایر  حضور   16SrRNA دست  فرا  منطقهی  دیگر،  سوی  واز 
گونه های غیر هلیکوباکتر را تأیید کند. ایـن روش ، شناسایی 
در  هلیکوباکترپیلوری  کوکوئید  و  مارپیچی  های  فرم  سریـع 
ساخت  مهیا  0/1را   pg با حساسیت   مخلوط  میکروبی  جوامع 
نیز ژن  ما  آزمایشات  استفاده در  آنجا که هدف مورد  از   .)28(
بالایی گونه هلیکوباکترپیلوری به طور  glmM بود، باحساسیت 

اختصاصی در نمونه ها شناسایی شد اما حساسیت برآورد شده 
در آزمایش دکتر شهامت به دلیل هدف قرار دادن دو ژن ، بالاتر 
از حساسیت بدست آمده در آزمایشات ما بود. Kisa و همکارانش 
در سـال 2000 در یک بررسی با روش Nested PCR با هدف 
آوردند  بدست  را   %100 اختصاصیت  و  حساسیت   ،UreA ژن 
انجام  به  ای  آشیانه  پرایمرهای  از  اسفاده  با  آزمایش  )21(.این 
رسیده وحساسیتی بیش از حساسیت تست ما را به دست داده 
است. Weiss در سال 2008 نشان داد که تعداد قابل توجهی از 
عفونتهای هلیکوباکترپیلوری که توسط آنالیزهای ایمونوهیستـو 
 PCR شیمیایی و یا تستهای تنفسی قابل تشخیص نبودند، توسط
قابل شناسایی شدند )32( که این نتیجه با نتایج ما در حساسیت 
PCR نسبت به سایر روشهای آزمایش شده برابری میکند. در 

بررسی که توسط Adel و همکارانش در سـال 2012 بر روی 
299 نفر از بیماران صورت گرفت ، عفونت هلیکوباکترپیلوری در 
41 بیمار توسط تست اورهآز تنفسی، مثبت ارزیابی گردید در 
حالی که توسط تست PCR بر روی نمونههای بیوپسی بدست 
آمده ، 62 نمونه ، مثبت ارزیابی شدند. در این مطالعه80% از 
بودند)1(.  مثبت   PCR نتـایج  دارای  مثبـت،   UBT نمونههای 
گرفت  صورت  بیوپسی  های  نمونه  برروی  که  ما  آزمایشات  در 
، 23 مورد از نمونه های با نتایج اوره آز منفی ، توسط آزمون 

1393، شناسایی سریع... تازه های بیو تکنولوژی سلولی - مولکولی دوره چهارم، شماره پانزدهم، تابستان 
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PCR  مثبت شناسایی شدند که این نتایج ، دقت و حساسیت 

تست PCR  نسبت به تست اوره آز را اثبات میکند. تست اوره 
آز سریع به دلیل حضور سایر باکتریهای اوره آز مثبت در نمونه 
های بیوپسی برای ایجاد نتایج مثبت کاذب و نیز به علت پایین 
بودن تعداد و تراکم سلولها در نمونه ها برای ایجاد نتایج منفی 
کاذب ، بالقوه می باشد. در مطالعه حاضر که تحقیقی لابراتواری 
می‌‌باشد جهت بررسی شیوع هلیکوباکترپیلوری در بیماران مبتلا 
به  ابتلا  معرض خطر  در  گروه  از جمله  که  معده  عفونتهای  به 
و  استفاده شد   PCR تکنیک  از  هستند،  معده  و سرطان  زخم 
دقت بالاتر آن را در مقایسه با تست اوره آزسریع به اثبات رسید. 
کمتر  زمان  مدت  در  که  گردید  بهینه  گونه‌ای  به   PCR تست 
از 3 ساعت  به نتایج مورد نظر دست یافته شد و با این روش 
تشخیص مولکولی که دقت بالاتری در مقایسه با تست اوره آز 
سریع دارد بیماران مبتلا شناسایی شدند. در مطالعه حاضر در 
ژنوم هلكيوباكتر پيلوري، ژن glmM انتخاب گردید که مناسب 
ترین ژن برای تشخیص باکتری در نمونه های بالینی در روش 
های مختلف PCR است . نمونه‌ها دراین بررسی به تعداد 100 
نمونه بافت بیوپسی معده از بیمارانی بود که تحت اندوسکوپی 
قرار گرفته بودند . نتایج بدست آمده توسط PCR نشان دهنده 
آز سریع می  اوره  به تست  نسبت  آزمون  این  بالای  حساسیت 
نمونه   85 و   RUT توسط  نمونه   63 تعداد  ترتیب  بدین  باشد. 
آنها  لحاظ حضور هلیکوباکترپیلوری در  از   PCR آزمون  توسط 
با   PCR آزمون  این مطالعه  .در  قرار  گرفتند  ، مورد شناسایی 
22 جواب مثبت بیشترنسبت به روش RUT ، حساسیتی بیش 
که  است  توجه  قابل  نکته  این   . است  داده  نشان  را   RUT از 
Re�( پذیر  تکرار  به روشی ساده،  امکان دسترسی   PCR  روش 

producible( ، دارای حساسیت بالا و در موارد تعداد زیاد نمونه، 

آموزش  به  احتیاج  که  است  سریع  روشی  و  ساخته  فراهم  را 
تحت  و  نداشته  نتایج  تفسیر  و  تعبیر  برای  ویژه  و  اختصاصی 
تاثیر ذهنیات و تصورات مشاهده گر قرار نمی گیرد. تست‌های 
مولکولی همچون PCR که تکنیکی ساده و سریع که در مدت 
زمان کوتاهی قابل انجام است خطاهای تشخیصی را به میزان 
بسیار بیشتری پائین می‌‌ آورد و حساسیت روشهای تشخیصی 
را بالا می برد)27(. تست PCR حساس‌‌ترین آزمایش تشخیصی 
در بیماران مبتلا به عفونت های معده شناخته شده که روشی 

دقیق و اختصاصی و سریع و در عین حال قابل انجام بودن در 
کلیه مراکز تشخیصی در سطح کشور، به منظور تشخیص زود 
هنگام هلیکوباکترپیلوری با هزینه پایین با توجه به بومی شدن 
این روش و ضمن سریع و ارزان بودن ، پرداختن به آن بسیارمهم 
است. لذا تکنیک فوق به عنوان یک تست مکمل و تاییدی برای 
روش‌های تشخیصی همچون تست اوره آز سریع جهت تشخیص 
و کنترل بیماری حائز اهمیت است. قابل ذکر است تست اوره 
جهت  تهاجمی  تکنیک  گسترده‌‌ترین  و  ترین  وسیع  سریع  آز 
تشخیص عفونت هلیکوباکترپیلوری است که اثبات سریع عفونت 
دارای  اما  می‌‌باشد،  روش  این  اصلی  مزایای  اقتصادی،  وارزش 
معایبی نیز است از آن جمله اینکه در زمان کم بـودن تعـداد 
میکروارگانیسمها ازحساسیت پایینی برخوردار بوده و نیز ایجاد 
نتایج مثبت کاذب به علت حضور سایر میکروارگانیسم های اوره 
آز مثبت می باشد. از آنجا که تشخیص سریع بیماری می‌‌تواند 
در  آید  به حساب  بیماری  انتشار  از  عامل مهمی در جلوگیری 
شناسایی  به  قادر  که  سریع  تشخیصی  روش  یک  ابداع  نتیجه 
عامل بیماری زا در مراحل اولیه بیماری باشد و همچنین امکان 
استفاده از آن در تمامی مراکز تشخیصی وجود داشته باشد ما 
را به سمت بررسی بیشتر این تکنیک سوق داد. در این بررسی 
روش مولکولی PCR به عنوان یک روش علمی و ارزشمند در 
تحقیق  این  گردید.در  پیشنهاد  بهداشتی  و  درمانی  استراتژی 
اثبات شد تست PCR روشی حساس تر از اوره آز سریع و سایر 
روشهای متواتر جهت شناسایی هلیکوباکترپیلوری است که می 
تواند به عنوان روشی دقیق و سریع در شناسایی و پیشگیری به 

موقع و درمان مبتلایان به بیماری های معده بکار رود.

تشکر و قدردانی

از همکاری های موسسه ایرانیان ژن فناور )IGF( ، دانشگاه بقیه 
آزمایشگاه  امکانات  نهادن  دراختیار  جهت  به  آن  پرسنل  و  اله 
پرستو  الهام مسلمی و دکتر  بویژه مشاوره ی خانم ها دکتر  و 
چمن رخ در این زمینه کمال تشکررا دارم و از خداوند یکتا برای 

تمامی عزیزانم موفقیت و شادکامی روزافزون را خواستارم .
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