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  چكيده
هاي بـسياري    و قادر به ايجاد عفونت    انسان   ي مزمن در  ها ترين عوامل عفونت   يكي از شايع   پيلوري  هليكوباكتر :هدف

 وجـود يـك آزمـون معتبـر بـراي           .اولـسري اسـت   پپسي غير    ازقبيل پپتيك اولسر، گاستريت، التهاب دوازدهه و ديس       
، PCRهـاي موجـود از جملـه كـشت مـدفوع، بيوپـسي،        به علل مختلف آزمون   . تشخيص اين باكتري ضروري است    

 PCR-ELISAدر ايـن آزمـايش آزمـون اختـصاصي و حـساس             . بخش نيـست   غيره رضايت آز و    آزمون تنفسي اوره  
  .رود كار مي هاي مدفوع و بيوپسي به  از نمونهپيلوري هليكوباكترعنوان آزمون ترجيحي براي تشخيص  به

  بيماري كه براساس علايم باليني در بيمارسـتان حـضرت رسـول اكـرم              127 نمونة مدفوع از     67 :ها مواد و روش  
هـاي    از تمـامي نمونـه     DNA. آوري شد   آندوسكوپي گوارش و بيوپسي معده قرار گرفته بودند، جمع         هران مورد ت

سـپس آزمـون    .  انجـام شـد    پيلـوري  هليكوباكتر ureC براي ژن    PCRمدفوع و بيوپسي استخراج و سپس آزمون        
PCR-ELISAنيز انجام و نتايج مقايسه شد .  

نمونـه  )  درصـد  7/50 (34و  )  درصد 1/46 (31ترتيب    مدفوع و بيوپسي به     نمونه 67 بين   PCR در آزمايش    :نتايج
 نمونـه مـدفوع و بيوپـسي        67 از بـين     PCR-ELISAهمچنين در آزمـايش     . داراي نتايج مثبت و مابقي منفي بود      

  .نمونه داراي نتايج مثبت بود)  درصد1/70 (47و )  درصد6/62 (42ترتيب  به
هـاي مـدفوع توسـط روش      در نمونـه پيلوري هليكوباكتردهد كه تشخيص    ان مي  نتايج اين مطالعه نش    :گيري نتيجه

PCR-ELISA        عنوان آزمون اوليه در شناسايي ايـن ارگانيـسم       تواند به   داراي حساسيت و ويژگي بالايي بوده و مي
  .كار رود به
  

  ureC، ژن PCR-ELISAو بيوپسي،  مدفوع يها  نمونهي،لوريپ كوباكتريهل :كليدواژگان
  

  مقدمه -1
ــاكتر ــوري هليكوب ــي از (Helicobacter pylori) پيل  يك

هاي مـزمن در انـسان بـوده و در كـشورهاي             ترين عفونت  شايع
  و  90 در مجراي گـوارش      ترتيب به يافته درحال توسعه و توسعه   

  
اين بـاكتري عامـل     . ]1[شود   ميدرصد از افراد كلونيزه      30-50

 ساده  (Gastritis) يت از يك گاستر   ،ها عفونتطيف متنوعي از    
چنـدين  . ]3،  2 [اسـت تا زخم معـده، لنفومـا و سـرطان معـده            
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   و همكارانعلي علمي  PCR-ELISA باهاي مدفوع  تشخيص هليكوباكتر پيلوري در نمونه
  ــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــ

68  

ري دردسـترس   پيلو  تشخيصي براي تشخيص هليكوباكتر    آزمون
 آزمـون  شناسـي،  ، بافـت  هاي تهاجمي مانند كـشت     روش. است
 مولكولي روش و (Rapid Urease Test: RUT)آز سريع  اوره

هاي غيرتهاجمي   ر روش د. ]4 [استآوري بيوپسي    نيازمند جمع 
 Urease)آز   تنفسي اورهآزمون، (Immunassay) از ايمنواسي

Breath Trest: UBT)6، 5[شود   و نمونه مدفوع استفاده مي.[ 
علاوه نتايج سرولوژي مثبت     ه پاييني داشته و ب    ويژگيسرولوژي  

كنـي    بنـابراين پـس از ريـشه       ؛لزوماً بيانگر وجود عفونت نيست    
نيـز   UBTآزمـون   .  از اين روش استفاده كـرد      توان عفونت نمي 

. اسـت قيمـت    تجهيزات گـران  نيازمند  گير بوده و      وقت فرايندي
پيلـوري از نمونـه      هاي متعددي براي كـشت هليكوبـاكتر       تلاش

 كشت،  دشواريعلت   هبجداسازي باكتري   مدفوع انجام شده اما     
  ].9-7[ آميز بوده است موفقيتتنها در موارد معدودي 

تر بـوده و بـراي        رايج PCR  روش هاي مولكولي   روش بين
 در .رود كار مي  هپيلوري در مدفوع ب     هليكوباكتر  ي DNAتكثير  

درصد افـراد آلـوده شناسـايي        90ارگانيسم در   اين  يك مطالعه،   
 ولــي ســاير مطالعــات كمتــر بــه چنــين ســطحي از  ]10[شــد 

اين كـاهش حـساسيت     . ]11[اند   ايزولاسيون باكتري دست يافته   
 كـه   ]12[ط به وجود عوامـل بازدارنـده در مـدفوع اسـت             مربو
هـاي   در سـال  . ]13 [ شود حذف PCR از انجام    پيش ستباي مي

هـاي مولكـولي را بـر پايـه هيبريداسـيون            اخير محققـين روش   
. انـد   اختـصاصي شـرح داده     (Probe) بو با پـر   PCRمحصول  

-PCR-ELISA (Enzymeها تحت عنـوان      يكي از اين روش   

Linked Immunosorbent Assay)ساده، حـساس و   آزموني 
 تـشخيص مـاده ژنتيكـي     تكثير وتواند براي  مي اختصاصي بوده و  

 روش طي استفاده از اين      .كار گرفته شود   ههاي مختلف ب  زا بيماري
 (Ethidium Bromide)عـلاوه بـر احتـراز از اتيـديوم برومايـد      

كارگيري  زا، با رفع محدوديت ناشي از به       اي سرطان  عنوان ماده  به
، حـساسيت نهـايي افـزايش       PCRژل در آشكارسازي محصول     

دف ه ـ. شـود  جاي نتايج كيفي، مقادير كمي حاصل مي    يافته و به  
اختـصاصي و    PCR-ELISA  يـك آزمـون    ابداعاز اين مطالعه    

هاي مدفوع   پيلوري در نمونه   حساس براي تشخيص هليكوباكتر   

ن يـك ابـزار     عنـوا  عـلاوه ايـن روش بـه       هب. و بيوپسي معده بود   
  .شدارزيابي تشخيصي در موارد باليني 

  

  ها مواد و روش -2
  كنترل مثبت -2-1

 مطالعـه   حاصـل از  پيلـوري     مختلف هليكوبـاكتر   جدايهسه  
 تحـت شـرايط   (Brucella Agar)  در محيط بروسلا آگاراوليه

  درجه براي  37  در دماي  (Microaerophilic) روفيليكيميكروا
آميـزي گـرم و    رنـگ تأييـد توسـط   پس از   ه و    روز كشت شد   6

آز، اكـسيداز و كاتـالاز        اوره -گرم منفي  (هاي بيوشيميايي  آزمون
عنوان كنترل مثبت در      به ها  آن  استخراج شده   ي DNA از) مثبت

  .شداستفاده تمام مراحل مطالعه 
  

  هاي باكتري سويه -2-2
هاي بـاليني شـامل ادرار،        باليني مختلف از نمونه    جدايه 14

ــدفوع،  ــون CSF (Cerebral Spinal Fluid)مـ در  و خـ
 .شناسي بيمارستان طالقاني تهران كشت شد      آزمايشگاه ميكروب 

DNA شـــامل كلبـــسيلا- ســـويه14  ايـــني  (Klebsiella) ،
ــاريس ــوس ولگــ ــرو(Proteus volgaris) پروتئــ  ، ويبــ

 ليوك ، اشريشيا(Vibrio parahaemolyticus) پاراهموليتيكوس
(Escherichia coli)لمونلا تيفــي، ســا (Salmonella typhi) ،

 Staphylococcus)  اورئوسوكوس، استافيلوك(Serratia) سراشيا

aureus) ــوزا ــودوموناس آئروژينـــ  Pseudomonas) ، ســـ

aeruginosa)، ــاكتريوم ــاكتر،(Agrobacterium) آگروبـ   انتروبـ
(Entrobacter)شـــــيگلا ســـــونئي ، (Shigella sonnei) ،

، (Streptococcus viridans)  ويريـــدانسوسكواســـترپتوك
ــتافيلوك ــاپروفيتيكوسوسكواســـ  Staphylococcus)  ســـ

saprophyticus)و پروتئوس ميرابيليس  (Proteus mirabilis)- 
آميزي گرم   رنگپيلوري پس از     هاي هليكوباكتر  دقيقاً مانند سويه  

تعيين هويت بيوشيميايي با همان روش اسـتخراج شـده و بـا             و  
  .شد بررسي PCR-ELISA و PCRهاي  تكنيك
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   باكتري يDNA استخراج -2-3
ــ ــزا از نيوكل ــاي مج ــك ازه ــر ي ــ ه ــشت باكتري ــه ايي ك  ب

 ميكروليتر آب مقطـر منتقـل       250 هاي استريل حاوي   ميكروتيوب
 درجه قرار گرفته    94 ها نيم ساعت در حرارت     ميكروتيوب. ندشد

مـايع رويـي    .  شـدند  (Vortex)  دقيقه به شدت ورتكـس     5 و هر 
(Supernatant) عنوان   آوري شده و به     جمعDNA كار  ه الگو ب   ي

  .گرفته شد
  

  هاي باليني نمونه -2-4
معده براي  (Antrum)از هر بيمار سه نمونه بيوپسي انتروم       

  . گرفته شدPCR و شناسي بافت، RUT هاي آزمايش
  

  هاي تشخيصي روتين  آزمون-2-5
 آزمـون محـيط   [ بـراث    RUTبه محيط    نمونه بيوپسي انتروم  

CLO (Campylobacter-Like Organism)[ منتقل شده و در 
 ساعت بعـد از انكوباسـيون       4آزمون  نتايج  . دماي اتاق انكوبه شد   

 تيپيـك،   (Morphology)شناسي   ريختبراي تشخيص   . ثبت شد 
  .آميزي شد رنگ (Giemsa) اس گيمبامقاطع بافتي پارافينه 

  
  PCRها براي  سازي نمونه آماده -2-6

زمـان  تا   (Homogenized)گن شده    هم وپسيهاي بي  نمونه
.  قـرار گرفـت    گراد  درجه سانتي  -70  در دماي  DNAاستخراج  

 طريـــق روش هـــاي بيوپـــسي از  نمونـــه يDNAمحتـــواي 
   DNPتفاده از كيــت اســ بــا(Salting Out) زدايــي نمــك

Cinna Genميكروليتر بـافر 100 طور خلاصه هب.  استخراج شد  
گـرم    ميلـي  50 تا 25 پروتئاز به هر     ميكروليتر آنزيم  5 پروتئاز و 

 درجه انكوبـه    55 ساعت در  3تا   1 مدت ه و ب  افزودهبافت معده   
ميكروليتر بافر ليز افزوده شـد، كـاملاً ورتكـس           400 سپس. شد

نمونـه   ميكروليتـر محلـول رسـوب دهنـده بـه ايـن             300 شد و 
    دقيقــه در20 پــس از آن.  شــدضــافه ابيوپــسي همگــن شــده

پـس از دور ريخـتن      .  سانتريفوژ شـد   سپسو   درجه انكوبه    20

 دقيقـه   5 سـپس . دشمايع رويي، رسوب با بافر شستشو مجاور        
   ليتـر بـافر حـلال توسـط      ميلي 50 درجه قرار گرفته و در     65در  

 در. گـراد حـل شـد      درجه سانتي  65  دقيقه تكان دادن آرام در     5
  درجـه  -20 در   آوري و   جمـع  DNA حـاوي    مايع رويي نهايت  
  . ذخيره شددگرا سانتي

از كيـت اسـتخراج      از مـدفوع بـا اسـتفاده         DNAاستخراج  
DNA مدفوع    ي Bioneer   طـور خلاصـه حـدود      هب. شدانجام 

 ميكروليتر بافر ليـز و     400ر  گرم نمونه مدفوع د     ميلي 100-200
دقيقه  10 حل شده و پس از ورتكس        Kميكروليتر پروتئيناز    20
دقيقـه سـانتريفوژ،    5 ي در پ. انكوبه شدگراد  سانتي  درجه 60 در

  دقيقه در  10  ميكروليتر بافر اتصالي افزوده و     400  به مايع رويي 
 ميكروليتـر   100  سـپس بـه    . انكوبـه شـد    گـراد   سانتي  درجه 60

 دسـت آمـده    به سوسپانسيون   .ايزوپروپانل اضافه و ورتكس شد    
 لوله سانتريفوژ شد تا مايع كاملاً عبور    ودر ستون اتصالي ريخته     

تون اتصالي به يك لوله جديد منتقل و بـار ديگـر            سپس س . كند
 دوم هم تكرار شد     ي اين فرايند براي بافر شستشو     .دشسانتريفوژ  

پس از انتقال ستون اتـصالي بـه لولـه           .تا اتانول كاملاً حذف شود    
 بـا  (Elution Buffer) ميكروليتر از الوشن بافر 200آوري،  جمع

ده و ظرف يك دقيقـه   به آن اضافه شگراد  سانتيدرجه 70دماي  
  تا زمان آزمـودن    دست آمده  بهمحلول  . به داخل ستون نفوذ كرد    

  .نگهداري شدگراد  سانتي درجه -20 در
  

  هاي سنتز شده بو و پر(Primers) رها آغازگ-2-7
 394هـاي اليگونوكلئوتيـدي طبـق مـدل          بورها و پر  آغازگ

  :با ترادف 93275 رهايآغازگ.  ساخته شدDNA/RNAسنتز 
.5'-AAGCTTTTAGGGGTGTTAGGGGTTT-3'   

  :ترادف با 93276و 
5'-AAGCTTACTTTCTAACACTAACGC-3'  ًكه قبلا  

 ـ  براي تشخيص عفونت هليكوباكتر     كـار گرفتـه شـده      هپيلوري ب
ترتيب به شـماره     هب (ureC ژن   تواليگيري   هدف ، با ]14 [است

 DNAيك قطعـه  ) M60398 و  EMBL X57132بانك ژني
اسـتفاده  ب مـورد    وپـر  .كند تكثير مي   را بازي  جفت 294 با وزن 
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(5'-CGATTGGGGATAAGTTTGTGA-3')    كه با اتصال 
  بـراي شناسـايي ژن     قطعه تكثير شده   158-137به نوكلئوتيدهاي   

ureC طبـق روش جديـدي مـولتي بيوتينـه         اسـت، كـار رفتـه      ه ب  
(Multi Biotin) )815 [شد)  بيوتين.[  

  

ي  DNA تجزيه و تحليل   و   PCRشرايط   -2-8
  تكثير شده
 ميكروليتـر بـا اسـتفاده ترموسـايكلر         50 ها در حجم   واكنش
مخلـوط  .  انجام شـد (Thermocycler Eppendorf) اپندورف

  از  ميكرومـول  2/0ر،   آغازگ هر  از  ميكرومول 4/0واكنش حاوي   
داكسي   از  ميكرومول 01/0داكسي نوكلوتيد تري فسفات، و       هر

ژنـــين   ديگوگـــسيبـــا دار اوراســـيل تـــري فـــسفات نـــشان
.(Digoxigenin: DIG) (DIG-dUTP) (Boehringer manheim 

GmbH, Manheim, Germany)مولار  ميلي100 (واكنش بافر  و   

مولار   ميلي KCl  ،15مولار    ميلي HCl) 3/8=pH(  ،500 -تريس
MgCl2   با يك قطره   ) ژلاتين) وزني به حجمي  ( درصد   01/0 و

 از نمونـه    وليترميكر 10 و    شد  پوشانده (Sigma)روغن معدني   
   دقيقـه در   10مخلوط واكـنش بـراي      . شده   افزود  به آن  آزمايش

از آنزيم   واحد   5/2 سپس   .دش و روي يخ سرد   واسرشته   درجه   94
Taq   پليمراز (Boehringer)        مراحـل  .  قبل از تكثيـر افـزوده شـد

، گـراد   سـانتي  درجه 94 در   واسرشتگي  ثانيه 30 شامل   PCRتكثير  
و ) 1 شكل -حرارت بهينه( گراد  سانتيدرجه 54 در اتصال  ثانيه30
 پـس از  . ند بود گراد  سانتي درجه 72 در   سازي طويلدقيقه مرحله    1

   و  اتـصال دقيقـه در دمـاي اختـصاصي         1 نهايي   چرخه  چرخه، 35
  . انجام شدسازي طويل براي گراد  سانتي درجه72 دقيقه در 10

پيلـوري   هاي كشت شده هليكوبـاكتر      ي سويه  DNAروي  
هر محـصول   از   ميكروليتر   10قدار  م. ت گرف انجام PCRن  آزمو

PCR      با اسـتفاده از آگـارز  (Agarose) 1     درصـد الكتروفـورز 
  .)1شكل  (بررسي شدآميزي و  با اتيديوم برومايد رنگ شده و

  

  
  

  گراد  درجه سانتي56 الي 46 هليكوباكتر پيلوري در شيب دمايي DNA روي نمونه PCR محصول واكنش 1شكل 
  

  آزمون هيبريداسيون بافر -2-9
  رقيــق شــده   5 بــه 1از هــر مخلــوط    ميكروليتــر10
PCR ــه ــر 20 بـ ــول  ميكروليتـ ــتگيمحلـ    NaOH (واسرشـ

 . دقيقه در دماي اتاق انكوبـه شـد  10افزوده و  ) مولار  ميلي 25/0
   ميكروليتـر  110  بـه ، شـده واسرشـته از محـصول    ميكروليتر   15

ــافر ــا110حــاوي (هيبريداســيون  از ب    )هنــب بيوتيوپــرنومول  ن
  
  

  
  
  

 از محلـول حاصـل     ميكروليتر   100 مقداربا افزودن     و اضافه شد 
ــت  ــه ميكروپلي ــم   ب ــان دادن ملاي ــمن تك ــا و ض ــايه     در دم

 هيبريداسـيون   واكنش ، دقيقه 75مدت   ه ب  و گراد  سانتي  درجه 55
  هـا بـا اسـتفاده از بـافر شستـشو            سپس پليـت  . صورت پذيرفت 

  رقيق شـده 1000 به 1محلول يكروليتر  م100ه،  بار شسته شد  5
 -(DAKO, Copenhagen, Denmark) پراكسيداز ترب كوهي
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هـا   به هر چاهك اضافه شد و پليـت        - DIGكونژوگه با آنتي    
 از  پـس . براي نيم ساعت انكوبه شد    گراد   سانتي درجه   37 در
ــار شستــشوي  5 ــت ب ــافر شستــشو، مقــدار    هــا پلي    بــا ب

 ABTS .(2,2'-Azinibis زاي رنـگ  - سوبـسترا ميكروليتر  100

[3-ethylbenzothiazoline-6-Sulfonic acid]-diammonium salt) ،
H2O2-  ــك ــر چاه ــه ه ــزودهب ــد اف ــزدون .  ش ــا اف ــنش ب    واك

 بـه هـر چاهـك       NaOH درصـد    10 از محلول ميكروليتر   100

 درطول (Optical Density: OD) متوقف شده و جذب نوري
حاوي ( خالي   PCRخلوط  يك م  . شد  سنجيده نانومتر 405موج  
عنـوان   سـنجش، بـه   بـار    هـر  لولـه در   6 در) DNAجاي   هآب ب 

  .د شزمودهآ (Blank)بلانك 
 واكــنش هيبريداســيون (Cut off)مقــدار ســطح حــداقل 

 ODبا افزودن سه برابر انحراف معيار به ميانگين          (35/0محلول  
  .دشتعيين ) هاي بلانك چاهك

  
   گونه باكتريايي و هليكوباكتر پيلوري14 روي PCR-ELISAدست آمده از واكنش   بهOD 1جدول 
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OD 33/0  23/0  28/0  18/0  26/0  25/0  27/0  14/0  24/0  31/0  20/0  24/0  16/0  19/0   حداقل
92/1  

  

  نتايج -3
 و  PCRهـاي     ويژگي آزمون  حساسيت و  -3-1

  هيبريداسيون محلول
ييـد  أهليكوباكتر پيلوري ت   ي   DNAاز   10هاي بر پايه     رقت

 آزمـون   بـا  ايي از غلظـت ابتـد     نانوگرم در ميكروليتر   100  و شد
PCR  هيبريداسيون محلول توانست دسـت      آزمون. ارزيابي شد 

 هليكوبــاكتر پيلــوري را  يDNA فمتــوگرم از 10 كــم غلظــت
هليكوبـاكتر پيلـوري     7 تشخيص دهد كه تقريباً برابـر بـا ژنـوم         

آميــزي ژل بــا اتيــديوم  كــه در روش رنــگ صــورتي  در؛اســت
داده شـد    بـاكتري تـشخيص      DNAفمتـوگرم    100برومايد تـا    

همچنــين حــساسيت  ).هليكوبــاكتر پيلــوري 70تقريبــاً ژنــوم (
 تكثير شـده در واكنـشي    DNAتايي از    10هاي   ها با رقت   آزمون

 هليكوباكتر پيلوري   DNAپيكوگرم از    10برآورد شد كه در آن      
محـدوده تـشخيص روي ژل آگـارز        . شـد عنوان الگو استفاده     هب

 توسـط   1000/1 تشخيص رقت كه   صورتي  در ، بود 10/1 رقت
 براي تشخيص محصول     اين روش   كه داد  نشان مي  هيبريداسيون

PCR، 100  ويژگـي  .تر از تشخيص بـا ژل اسـت        برابر حساس  
 بـاليني هليكوبـاكتر پيلـوري و      جدايـه  11 ها با استفاده از    آزمون

ــاكتري از جــنس 14همچنــين  هــاي بــسيار نزديــك و  ســويه ب
عنـوان آلـودگي در      هتواند ب  آز مثبت كه معمولاً مي     هاي اوره  گونه

 بررسـي   يافـت شـوند،    هاي مدفوعي  هاي معده و نمونه    بيوپسي
هـاي هليكوبـاكتر پيلـوري بـيش از          جدايـه  براي تمام    OD. شد
 و  11/0  بـين   تنهـا  ها كه براي ساير سويه    صورتي بود، در  92/1
ــتغي 28/0 ــير ي ــرد  م ــانگين (ك ــراي ODمي ــويه ب ــاير س ــا  س   ه
  ).1جدول ) (شد محاسبه 23/0

  
  هاي تشخيصي  آزمون-3-2

    بــرايRUT آزمــون ،نمونــه بيوپــسي معــده 124در ميــان 
بيمـار   85كـه    صـورتي   در ،مثبت شـد  )  درصد 3/65( بيمار   81

 ترتيــب در  هبــ)  درصــد 3/73(بيمــار  91و )  درصــد5/68(
. نتايج مثبـت نـشان دادنـد       PCR-ELISA و   PCRهاي   آزمون
 نتـايج   PCR-ELISAيـك از بيمـاران داراي نتـايج منفـي            هيچ

آز  اورهآزمون  جز يك مورد كه در آن        ه نداشتند، و ب   PCRمثبت  
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   و همكارانعلي علمي  PCR-ELISA باهاي مدفوع  تشخيص هليكوباكتر پيلوري در نمونه
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  ).2جدول (د بو ديگر هم منفي آزمون براي هر دو RUT مثبت بود، ساير موارد نتايج منفي        آزمونتنها  
  

   بيمار تنها روي نمونه بيوپسي معده127ها در   مقايسه تطبيقي نتايج آزمون2جدول 
  

  RUT PCR  PCR-ELISA  تعداد نمونه
6  - - + 
5  - + + 
80  + + + 
1  + - - 
35  - - - 

  ) درصد6/71 (91  ) درصد9/66 (85  ) درصد7/63 (81  مجموع
  

بيمـار كـه     67  در مورد  PCR-ELISA و   PCRهاي   آزمون
   نمونـه   31  بـراي   نتـايج  .، انجـام شـد    نمونه مـدفوع داده بودنـد     

ــد2/46( ــه  34و )  درص ــد7/50(نمون ــود م)  درص ــت ب   در،ثب
 در PCR-ELISA و  PCRآز،   هاي اوره  آزمونكه براي    صورتي
ــه ــسي نمون ــاي بيوپ ــوطه ــ مرب ــب  ه ب   ، ) درصــد7/95( 40ترتي

دسـت   نتيجه مثبـت بـه    )  درصد 1/70( 47، و   ) درصد 6/62( 42
  و PCRداراي نتـايج    منفي   PCR-ELISA هاي  نمونه تمام. دآم

RUT  يكسان از   و نتايج  ه منفي بود  RUT ران داراي    بيماPCR 
 PCRو   مثبـت    RUT تنها نمونه بيوپـسي بـا      ( حاصل شد  منفي

  ).3جدول () تنمونه مدفوع نداشمنفي، 
  

   بيمار داراي هر دو  نمونه بيوپسي معده و مدفوع67ها در  نتايج آزمون مقايسه تطبيقي 3جدول 
  

RUT PCR  PCR-ELISA  مدفوع بيوپسي مدفوع بيوپسي بيوپسي  تعداد بيماران 

5  - - - + - 

2  - + - + - 

6  + + - + - 

3  + + - + + 

31  + + + + + 

20  - - - - - 

  34  47  31  42  40  )درصد(مجموع 
  

هاي هليكوباكتر پيلـوري در      آميزي گيمسا ارگانيسم   در رنگ 
 PCRتشخيص داده شد كه با نتايج       ) 9/62( نفر   27 بيمار از  17

دسـت   به PCR-ELISA  مشابهي نيز از    نتايج .همخواني داشت 
. بـود نمونـه    مثبـت در يـك       آزمـون  تنها   كه آمد، به استثناي اين   

علايم باليني و سوابق قبلي بيماري در اين مورد خـاص وجـود             
 PCR  با بيمار 17دو مورد از    . كرد ييد مي أعفونت باكتريايي را ت   

  بودنـد RUT  داراي نتـايج منفـي  ، بيمار ديگر  10همراه   بهمثبت  

  ).1نمودار (
DNAمحــيطكــه در نمونــه بيوپــسي  17  ي RUT بــراث 

ــع ــده جم ــود،آوري ش ــون  ب ــتخراج و آزم ــاي   اس    و PCRه
PCR-ELISA   آوري  در مقايـسه بـا نمونـه جمـع     انجام شد كه
در همان   ها آزمونتايج يكساني براي     ن (Saline)شده در سالين    

مـورد   11 و   PCRمـورد مثبـت بـراي        10(دست داد    هبيماران ب 
  ).PCR-ELISAمثبت براي 
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  شناسي  با نتايج بافتRUT و PCR-ELISA ،PCR مقايسه نتايج 1نمودار 
  

  بحث -4
هـاي   با توجه به اهميت باليني هليكوبـاكتر پيلـوري و بيمـاري           

هاي مختلفي براي شناسايي ايـن عفونـت ارايـه          مرتبط با آن، روش   
هـاي مولكـولي نـه تنهـا بـر ويژگـي             بـا معرفـي روش    . شده است 

ي تشخيصي افزوده شده بلكه به تـدريج از مقـدار نمونـه             ها روش
ها  مورد نياز براي شناسايي ارگانيسم كاسته شده و حساسيت آزمون   

هاي مبتنـي بـر هيبريداسـيون        يكي از روش  . نيز افزايش يافته است   
 اسـت   PCR-ELISAدار، روش     و شناساگر نشان   PCRمحصول  

ايي هليكوبـاكتر  كه در اين مطالعـه بـراي اولـين بـار بـراي شناس ـ        
اين روش بيـشتر بـراي   . كار گرفته شده است    پيلوري در مدفوع به   

رود بـا افـزايش      كـار رفتـه و انتظـار مـي         نمونه بيوپسي معـده بـه     
، بتواند مقادير اندك ژنـوم ارگانيـسم را        PCRحساسيت نسبت به    

بــا توجــه بــه اجتنــاب از مــشكلات . در مــدفوع شناســايي كنــد
 ي  DNAهاي اختـصاصي     جوي توالي گيري تهاجمي، جست   نمونه

عنوان يـك آزمـون تشخيـصي از         هليكوباكتر پيلوري در مدفوع به    
كـار رفتـه    جذابيت زيادي برخوردار بوده و در موارد متعـددي بـه     

 نتـايج ضـد و      PCRبا وجـود حـساسيت بـالاي        ]. 12،  11[است  
اي بـا   در مطالعـه . دست آمـده اسـت   نقيضي از مطالعات مختلف به   

   درصد90، باكتري در مدفوع 16S rRNAاختصاصي آغازگرهاي 

، اما سايرين نتـايجي     ]10[بيماران مبتلا به عفونت شناسايي شد       
كـه احتمـالاً بـه      ] 17،  16[انـد     درصد گزارش كرده   60-30بين  

دليل واكنش متقاطع اين ژن كه در هليكوباكتر پيلـوري و چنـد             
.  اسـت  دسـت آمـده    گونه ديگر مشابهت دارد، چنين نتايجي بـه       

ــان حاضــر  ــوري، ژن  محقق ــاكتر پيل ــوم هليكوب  را ureCدر ژن
ترين ژن بـراي تـشخيص بـاكتري در           كه مناسب  ندانتخاب كرد 

ايـن  . ]18[ اسـت    PCRهاي مختلف    هاي باليني در روش    نمونه
 كافي براي تـشخيص دقيـق       ويژگي  داراي اي رهاي منطقه آغازگ
 ويژگـي ن ب تشخيصي مورد استفاده در اين آزمـو  و، اما پر  است

 گونـه   14كـه ويژگـي آن بـا          ضـمن ايـن    بيشتري فراهم كـرد و    
 مثبـت كـاذبي در      نتيجـه  هـيچ    نزديك باكتريـايي بررسـي شـد،      

دسـت آمـده     نتايج به . دست نيامد  بههاي مدفوع و بيوپسي      نمونه
 توانسته است بدون پاسخ مثبـت       PCRدهد كه واكنش     نشان مي 

يجــه آزمــون  بيمــاري كــه نت17كــاذب، عفونــت را در تمــامي 
 بيمـار   10ها مثبـت بـوده، تـشخيص داده و در            شناسي آن  بافت

 دو پاسـخ منفـي      RUTكه با آزمـون      ديگر منفي باشد، در حالي    
 در PCR-ELISAنتيجــه واكــنش . شــود كــاذب مــشاهده مــي

شناسي نشان دهنده يك پاسخ مثبت بيشتر اسـت   مقايسه با بافت  
 تا  72بين  (شناسي   كه با توجه به علايم باليني و حساسيت بافت        

ترتيـب حـساسيت     بـدين . عنوان بيمار تلقـي شـد      به)  درصد 85
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PCRــت ــي   و باف ــد و 4/94شناس ــد RUT 3/83 درص  درص
با توجه به نتايج فوق و در نظر گـرفتن اسـتفاده از             . محاسبه شد 

، حساسيت اين روش معـادل      PCR-ELISAپروب در واكنش    
  .دش درصد تعيين 100

آوري شـده در     ت نمونه بيوپسي جمع    جف 17از مقايسه نتايج    
 ـتوان از نمونه بيو     مشخص شد كه مي    RUTسالين و محيط     سي پ

ــون   ــس از آزم ــده پ ــنشRUTمع ــاي   در واك -PCR و PCRه

ELISAنيستگيري مجزا   نيز استفاده كرده و نيازي به نمونه.  
 نتيجـه مثبـت     5 با   PCR-ELISA آزمون    حاضر در مطالعه 

 نـشان   PCRسيتي بيش از آزمون     بيشتر براي بيوپسي معده حسا    
 PCR و   PCR-ELISAبراي نمونه مدفوع حـساسيت      . دهد مي
 ي  PCR-ELISA درصـد بـر مبنـاي نتـايج          65 و   72ترتيب   به

اين ميزان حساسيت در مقايسه با بعضي از        . استبيوپسي معده   
و در مقايـسه بـا سـاير        ] 19[تـر بـوده      ها انـدكي پـايين     گزارش
تري از مبتلايــان بــه عفونــت را هــا درصــد بــسيار بيــش واكــنش

 DNAاهميت روش جداسـازي     ]. 20،  18[تشخيص داده است    
از مدفوع به دليل حضور مـوادي اسـت كـه قـادر بـه تخريـب                 

DNA هــاي  عــلاوه مــدفوع حــاوي مولكــول بــه]. 21 [هــستند
 ممانعـت   PCRساكاريدي كمـپلكس اسـت كـه از واكـنش            پلي
. شـود   جـدا مـي    سـختي از مـدفوع      نيز به  DNAو  ] 22[كند   مي

هليكوباكتر پيلوري در مدفوع، اغلب بـه فـرم كوكوئيـد وجـود             
شود كه تشخيص اين فرم از باكتري بـا اسـتفاده            تصور مي . دارد
 ].18[تر باشـد     اي شكل آن مشكل    ، نسبت به اشكال ميله    PCRاز  

تـوان    مي PCR  و PCR-ELISA با توجه به اساس يكسان روش     
وارد مثبـت، ناشـي از حـساسيت    چنين استنباط كرد كه افزايش م ـ   

  هايي است كـه روي ژل قابـل     براي عفونتPCR-ELISAبيشتر  
  

د كـه آزمـون     ش ـدست آمده مشخص     از نتايج به  . نيستتشخيص  
PCR-ELISA           روي نمونه مدفوع فاقد پاسخ مثبت كـاذب بـوده 

 درصد  72 نتيجه منفي كاذب از حساسيتي در حدود         3و با وجود    
 پاسـخ   5بـا   ( اين نـوع نمونـه       PCRبه   كه نسبت    استبرخوردار  

حساسيت بالاتري را داراست، اما با در نظـر گـرفتن           ) منفي كاذب 
ــه     ــسبت ب ــساسيت آن ن ــاوت ح ي  PCR-ELISA و PCRتف

هـا   صورت كامل جايگزين ايـن آزمـون       تواند به  بيوپسي معده نمي  
برداري مدفوع و ويژگـي      رو با توجه به سهولت نمونه      از اين . شود

، و براي احتراز از انجام آندوسكوپي       PCR-ELISAبالاي روش   
عنـوان يـك روش      توان از ايـن روش بـه       روي تمامي بيماران، مي   
بـرداري بيوپـسي     در اين صورت نمونـه    . غربالگري اوليه سود برد   

 ي نمونـه مـدفوع      PCR-ELISAمعده تنها از افرادي كه واكنش       
  .پذيرد منفي داشته باشند انجام مي

پلييـت عـلاوه دسـتيابي بـه نتـايج كمـي            كارگيري ميكرو  به
جاي آشكارسـازي كيفـي روي ژل و امكـان مقايـسه شـدت               به

عفونت در بيماران مختلف يا پيگيـري درمـان پـس از مـصرف              
، اسـتفاده   )اي است  كه البته نيازمند بررسي جداگانه    (بيوتيك   آنتي

هــاي تــشخيص طبــي و  هــاي مكــانيزه در آزمايــشگاه از روش
العــات اپيــدميولوژي و بررســي شــيوع در بــراي مط(مولكــولي 

  .كند را نيز تسهيل مي) انسان
  

   تشكر و قدرداني-5
 پايان نامه كارشناسي ارشد و با حمايـت         حاصلاين تحقيق   
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  .شده است
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