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چکیده
زمينه و هدف: هلیکوباکترپیلـوری به عنوان یک عامل عمده خطـر در زخم‌های معده و دوازدهه و سرطان معده شناخته شده است. به علل مختلف، آزمایش‌هایی همانند کشت، 

کاملًا رضایت‌بخش نمی‌باشد. هدف از اين مطالعه، مقایسه تست اوره‌آز )RUT( با روش PCR در شناسایی هلیکوباکتر پیلوری در نمونه‌های بافت بیوپسی معده می‌باشد. 

مواد و روش‌ها: ابتدا سوش استاندارد                      )N:oC30( تهیه گردید. در تست PCR از پرایمرهـای ژن                  )ureC( استفــاده گردید. تست PCR به وسیلـه روش‌هـای 
حساسیت و ویژگی اپتیمایز گردید. سپس تعداد 100 نمونه‌ی مرضی متشکل از بافت بیوپسی معده تهیه گردید. تست اوره آز سریع بر روی تمامی نمونه‌های جمع آوری شده انجام 

گردید. از تمامی نمونه‌ها، به روش DNG استخراج DNA صورت گرفت. سپس نمونه‌ها توسط آزمون PCR بررسی گردیدند. 

نتایج: در تست اپتیمایز شده PCR، محصول bp 294 تکثیرگردید. حساسیت تست CFU ،PCR 10 به دست آمد. در آزمون ویژگی با نمونه‌های ‌DNAی غیر از هلیکوباکتر پیلوری، 
هیچ محصول ناخواسته‌ای مشاهده نگردید. از 100 نمونه بافت بیوپسی معده، 64% از نمونه‌ها توسط تست اوره‌آز سریع و 76% توسط تست PCR، مثبت گزارش گردیدند. 

نتیجه‌گیری: با توجه به اينکه آزمون PCR درتشخيص هليکوباکترپيلوری در نمونه بافت بيوپسی دارای دقت، حساسيت و ويژگی بالاتری نسبت به تست اوره آز سريع می‌باشد، 
بنابراين از اين روش می‌توان به منظور شناساييH.pylori استفاده نمود.

کلمات کلیدی: هلیکوباکترپیلوری، ژن glmM ،PCR، تست اوره آز سریع.

مقدمه
باسیل   ،)Helicobacter pylori)H.pylori پيلوري  هليكوباكتر 
گرم منفي و ميكروآئروفيلي است كه در مخاط معده اغلب به صورت 
مارپيچي )1( و در محيط كشت به صورت خميده ديده می‌شود )2(. 
گوارشي،  زخم‌هاي  گاستريت،  مانند  بيماری‌‌هايي  عامل  باکتری  این 
با هليكوباكتر  لنفوم می‌باشد )3(. همچنين عفونت  و  سرطان معده 
پيلوري در ارتباط با بيمار‌يهاي غيرگوارشي نظير بيمار‌يهاي عروق 
مغزي و عروق كرونر قلب، فشارخون بالا، سردردهاي ميگرني، كهير 
مزمن، استفراغ دوران بارداري و غیره گزارش شده است )4(. شناسایی 
به موقع و صحیح این عامل باکتریایی کمک زیادی به درمان به موقع 
و زودهنگام آن می‌نماید. روش‌های تشخیص این باکتری عبارتند از: 
الف- روش‌های تهاجمي )نيازمند نمونه گيري از بافت معده(: مانند 
 RUT:( سریع  آز  اوره  آزمون  باكتري،  كشت  شناسي،  بافت  بررسي 
Rapid Urease Test( و روش‌های مولکولی مانند PCR. این روش‌ها 
بر روی بیوپسی بدست آمده از اندوسکوپی معده بوده و بدلیل اینکه به 
طور مستقیم به دنبال شواهدی برای تشخیص آلودگی به هلیکوباکتر 
پیلوری می‌باشند، از حساسیت و ویژگی بالایی برخوردارند و به عنوان 

روش مرجع )gold standard( جهت تشخیص آلودگی به هلیکوباکتر 
پیلوری به کار می‌روند. ب- روش‌های غيرتهاجمي مانند: تست اوره‌آز 
 Stool( و تست آنت‌يژن مدفوعي )Breath Urease Test)UBT تنفسي
Antigen( و تست‌های سرولوژیک می‌باشند )4، 5(. در میان روش‌های 
غیر تهاجمی، تست‌هاي سرولوژيك براي تشخيص هليكوباكترپيلوري 
تست‌هاي  عنوان  به  و  بوده  سريع  و  هزينه  كم‌  كه  شده‌اند  پيشنهاد 
غربالگري اوليه شناخته م‌يشوند، با این وجود ارزش تشخيصي نسبتاً 
پايين آزمون‌هاي سرولوژيك براي ارزيابي عفونت فعال باعث شده كه 
با روش‌هاي ديگر جايگزين شوند. به علاوه نتايج سرولوژي مثبت لزوماً 
بيانگر وجود عفونت نيست، بنابراين پس از ريشه‌كني عفونت نم‌يتوان 
از اين روش استفاده كرد )4،5(. آزمون UBT نیز فرآیندی وقت‌گیر 
بوده و نیازمند تجهیزات گران‌قیمت است و همچنین به دلیل حضور 
باعث  معده  و  دهان  حفره  درون  در  مثبت  اوره‌آز  باکتری‌های  دیگر 
میان روش‌های  در   .)6( مثبت کاذب می‌گردد  نتایج  آمدن  به وجود 
تهاجمی، تلاش‌هاي متعددي براي كشت هليكوباكتر پيلوري انجام شده 
اما جداسازي باكتري به علت دشواري كشت، وقت‌گير بودن و وجود 

ـــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــ
* نويسنده مسئول: پرستو چمن رخ، گروه زیست شناسی، واحد علوم و تحقیقات، دانشگاه آزاد اسلامی، 
Email: p.chamanrokh@gmail.com                           09372727679 :تهران، ایران. تلفن

تاريخ دريافت مقاله: 1392/01/21                        تاريخ پذيرش مقاله: 1392/03/31
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105 پرستو چمن رخ و همكاران

مشكلات تكنيكي، تنها در موارد معدودي موفقيت آميز بوده است )7، 
8(. براي غلبه بر اين مشکلات، روش‌هاي مختلفی غير از کشت، براي 
شناسايي H.pylori در نمونه‌هاي باليني مورد تست قرار گرفته است 
ولی  است  اختصاصی  و  بسیار حساس  آسیب‌شناسی،  ،10(. روش   9(
گاهی وجود برخی ضایعات متاپلازی یا آتروفی شده سیستم گوارش، 
مصرف داروهای مهارکننده پمپ پروتون یا بیسموت، طولانی بودن زمان 
تشخیص و هزینه بالا، کاربرد این روش تشخیصی را محدود می‌کند )11(. 
آزمون اوره‌آز سریع )RUT(، بر اساس فعالیت آنزیم اوره‌آز هلیکوباکتر 
پیلوري در نمونه بیوپسی است که سوبستراي اوره را در حضور یک معرف 
رنگی نظیر فنل رد )phenol red( به آمونیاك و د‌ياکسیدکربن تبدیل 
می‌نماید. با افزایش pH توسط آمونیاك و در نتیجه تغییر رنگ معرف، 
وجود هلیکوباکتر پیلوري تشخیص داده می‌شود. این روش در مقایسه 
با دیگر روش‌هاي دیگر همچون کشت و بررسی بافت، سریع‌تر و ارزان‌تر 
قابل انجام می‌باشد ولی حساسیت این تست بستگی به تراکم ارگانیسم 
دارد، به این معنی ‌که هنگامی‌که ارگانیسم‌ها فراوان‌اند، دارای حساسیت 
بالا و در زمان کم بـودن تعـداد ارگانیسم حساسیت تـا 30 درصد کاهش 
می‌یابد. بنـابرایـن، ایـن تـست در زمـان درمان سودمند نیست و تا 24 
ساعت بعد از تلقیح بیوپسی قابل تغییر است )12،13(. علاوه بر روش‌های 
یاد شده، روش‌ها بر مبنای تکثیر در شرایط in-vitro مانند PCR است 
که نسبت به بقیه روش‌ها از حساسیت و ویژگی بالایی برخوردار است و 
مستقیماً بر روی نمونه‌های بیوپسی به کار برده می‌شود. 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 حساسیت بسیـار بالایـی را به 
دست می‌دهد و به همین علت مورد توجه قرار گرفته است )14(. مطالعات 
متعددی در سراسر دنیا جهت بررسی ارزش تشخیصی این تست صورت 
گرفته است. هرچند این مطالعات از نظر نتایج حاصله تا حدودی متفاوت 
می‌باشند ولی در مجموع به نظر می‌رسد که بخش بزرگی از مطالعات 
عموما این آزمایش را به عنوان یک روش مناسب تشخیصی قابل قبول 

می‌دانند )17-15(. 
 16S ًژن‌های هدف جهت تشخیص مولکولی در این عامل عموما 
 antigen gene (SSA) gene و سکانسهای تصادفی کروموزوم و rRNA
 the و the urease A (ureA) gene و the 26-kDa specific-species
 the phosphosamine mutase یا نام جدید آن urease C (ureC) gene
gene (glmM) را هدف قرار م‌يدهند )18، 19(. هدف از مطالعه حاضر، 
در   RUT تست  به  نسبت   glmM ژنی  هدف  با   PCR تست  ارزیابی 
تشخیص سریع عفونت هليكوباكترپيلوري در نمونه‌های بیوپسی بیماران 
مراجعه کننده به بیمارستان بقیه الله و بیمارستان بوعلی دانشگاه آزاد 

اسلامی می‌باشد.

مواد و روش‌ها
تهیه سوش هلیکوباکتر پیلوری استاندارد و روش کشت: سوش 
استاندارد H.pylori به شماره N:oC30 از مرکز تحقیقات بیماری‌های کبد 
و گوارش علوم پزشکی دانشگاه شهید بهشتی تهیه گردید و در محیط 
بروسلا بلاد آگار غنی شده کشت داده شد. پليت‌ها در شرايط ميکرو 
آئروفيلک با گاز پک به مدت 7-5 روز در انکوباتور C° 37 انکوبه شدند 

 .)20(
 DNA ،از سوش استاندارد: از کلنی‌های حاصل DNA استخراج
استخراج   )Sinaclon( از کیت        استفاده  با   DNG Plus روش  با 

گردید. 
بهینه نمودن تست PCR برای تشخیص هلیکوباکترپیلوری: 
پرایمرهای مورد استفاده جهت آزمون PCR بر پایه ژن glmM، درجدول 
 :DDW :به ترتیب زیر تهیه گردید PCR 1 آمده‌‌اند )19،21(. مخلوط
 0/75 :)50mM( MgCl2 میکرولیتر،   2/5 :10X بافر  میکرولیتر،   14
 10µM) پرایمر  0/5میکرولیتر،   :)10mM(  dNTP Mix میکرولیتر، 
Forward: 1میکرولیتر، پـرایمر )            ( Reverse: 1 میکرولیتـر،

 DNA( الگو DNA ،0/3 میکرولیتر : )5u/µL( Taq Polymerase آنزیم
استخراجی از سوش استاندارد(: 5 میکرولیتر و حجم نهایی 25 میکرولیتر 
می‌باشد. همچنین پروفایل دمایی جهت تكثير ژن glm M به صورت 
زیر بهینه گردید: دمای واسرشت شدن: 93 درجه سانتیگراد به مدت30 
ثانیه، دمای چسبیدن: 72 درجه سانتیگراد به مدت 30 ثانیه و دمای 
طویل شدن: 72 درجه سانتیگراد به مدت 1 دقیقه و به منظور حصول 
نتیجه بهتر، طویل شدن نهایی را به مدت 5 دقیقه در همین دما ادامه 
یافت و این روند به تعداد 35 سیکل انجام گردید. تست PCR در شرایط 
بهینه شده انجام گرفت و محصول PCR در ژل آگارز 2% حاوی سایبر 

گرین در بافر TBE 0.5X الکتروفورز گردید. 

از  بعد  مثبت:  کنترل  عنوان  به   PCR محصول  کلونینگ 
خالص‌سازی، محصول PCR با استفاده از کیت T/A cloning فرمنتاس 
کلون گردید. پلاسمیدهای حاصل   pTZ57R وکتور  و   )cat:K1214(
با Plasmid Mini Extraction Kit کمپانی Bioneer استخراج گردید. 
سپس با روش PCR، پلاسمیدهای حاوی محصول PCR تايید گردید و 

از آن‌ها به عنوان کنترل مثبت در تست‌های PCR استفاده گردید.
تعیین حساسیت تست PCR: بدین منظور، یک سوسپانسیون 
ازکشت تازه‌ی هلیکوباکترپیلوری که غلظت آن در OD=600 nm برابر 
 DNG Plus ،DNA 109×0.9 می‌باشد تهیه گردید و با روش

با CFU/ml م 
آن استخراج گردید. DNA استخراج شده توسط روش رقیق‌سازی، تا 

1 کپی رقیق گردید. 
انسانی  ‌DNAهای  ویژگی،  PCR: جهت  تعیین ویژگی تست 
ySaccharom )Human(، موش )Mouse(، ساکارومیسس سرویزیه )

مایکوپلاسما   ،)Escherichia coli( کولی  اشرشیا   ،)ces cerevisiae
ویروس  سیمپلکس  هرپس   ،)Mycoplasma pneumonia( پنومونیه 
rMycobacte )Herpes Simplex Virus(، مایکوباکتریوم توبرکلوزیس )

ium tuberculosis(، استخراج گردید و مورد تست PCR قرار گرفت.
تهیه نمونه: در این مطالعه مقطعی، از 100 بیمار مراجعه کننده 
بقیه الله که  بیمارستان  و  آزاد اسلامی  بوعلی دانشگاه  بیمارستان  به 
همگی تحت پوشش بیمه بوده‌اند و با علائم بالینی سوءهاضمه با علائم 

 PCR مورد استفاده در glmM جدول 1ـ پرایمرهای بر پایه ژن
Primer Sequence (5'…….3')

Primer forward   5' AAGCTT TTAGGGGTGTTAGGGGTT T 3'

reverse primer 5' AAGCTTACTTTCTAACACTAACGC 3'

DNP

(
10µM
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علائم  با  سوء‌هاضمه  شبه‌موتیلیتی،  علائم  با  سوءهاضمه  شبه‌زخم، 
غیراختصاصی، علائم ریفلاکس معده و عوارض زخم بودند، که20 نفر 
از این‌ها قبلًا درمان آنتی‌بیوتیکی شده ولی بعد از 2 سال مجدداً مبتلا 
شده بودند، عمل آندوسکوپی انجام و 100 نمونه بافت بیوپسی معده 

تهیه گردید.
انجام تست اوره‌آز سریع: برای بررسی فعالیت اوره‌آز سریع، کیت 
فعاليت اوره‌آز سریع بهار افشان مورد استفاده قرار گرفت بدین صورت 
که ویال شفاف و در پوش دار همراه با کیت را به میزان تقریبی نصف 
از  پر کرده و سپس يک قطعه حاصل  اوره‌آز سریع  با محلول  حجم 
بيوپسي معده هر فرد را در آن قرار داده و بعد از گذاشتن درپوش آن 
را به آرامی تکان داده و تا یک ساعت صبر کرده و سپس شدت تغییر 

رنگ مشاهده گردید.
استخراج DNA ازنمونه‌های بافت بیوپسی: قطعه ديگر از بافت 
بیوپسی هر بیمار، براي آزمايش‌های مولکولي در ويال‌هاي حاوي سرم 
فيزيولوژي استريل به آزمايشگاه مرکز تحقیقاتی ایرانیان ژن فناور برده 
سوسپانسيون  و  شد  تکه‌تکه  استريل  لوله  درون  بيوپسي  نمونه  شد. 
يکنواختی به دست آمد. سپس DNA با کمک کیت DNP سیناکلون 
  plus از نمونه‌های بافت بیوپسی بیماران با روش )Cat:DN811530(

DNG استخراج گردید. 
انجام تست PCR بر روی نمونه‌های استخراجی: برای هر 100 
نمونه تست PCR به وسیله پرایمرهای ژن glmM انجام گرفت. نتایج 
تست بر روی ژل آگارز 2% و سایبر گرین و نور UV توسط دستگاه 

ترنس‌ایلومینیتور مورد بررسی قرار گرفت.

نتایج
بهینه شده ژن   PCR نتیجه تست  :PCR بهینه نمودن تست
glmM هلیکوباکتر پیلوری )bp 294( بر روی ژل آگارز 2% به شکل 1 

مشاهده گردید.

تعیین حساسیت تست PCR: تست حساسیت PCR با تهیه 
رقت‌های متوالی از DNA هلیکوباکتر پیلوری انجام گرفت که نتایج 
نشان داد که با وجود فقط 10 کپی از DNA، تکثیر انجام می‌گیرد و 
در تیترهای کمتر از 10 کپی از DNA، باندی مشاهده نشد که نشان از 

حساسیت بالای تست می‌باشد )شکل 2(.

 DNA با   PCR ویژگی  تست   :PCR تست  ویژگی  تعیین 
ساکارومیسس   ،)Mouse( موش   ،)Human( انسان  مختلف  گونه‌های 
eEsch ( اشرشیاکولی   ،)Saccharomyces cerevisiae(  سرویزیه 

 ،)Mycoplasma pneumonia( پنومونیه  مایکوپلاسما   ،)richia coli
هرپس سیمپلکس ویروس )Herpes Simplex Virus(، مایکوباکتریوم 
هیچ  و  گرفت  انجام   )Mycobacterium tuberculosis( توبرکلوزیس 
نوع محصول و باند ناخواسته‌ای مشاهده نگردید که نشان دهنده این 

مقایسه 2 روش در شناسایی هلیکوباکتر پیلوری

مارکر  سایز   :M پیلوری.  هلیکوباکتر   glmM ژن  بهینه شده   PCR تست  شکل 1- 
فرمنتاس 50جفت بازی ، 1: محصول 294جفت بازی ژن glmM هلیکوباکترپیلوری، 

2: کنترل منفی

 :M ،هلیکوباکتر پیلوری DNA با استفاده از رقت‌های متوالی PCR شکل2- تست حساسیت
 DNA 3: 100000 سایز مارکر جفت بازی50 فرمنتاس، 1: کنترل مثبت 2: 1000000عدد
 DNA عدد DNA 7: 10 عدد DNA 6: 100 عددDNA 5: 1000 عدد DNA 4: 10000 عدد

1 :8 عدد DNA 9: کنترل منفی

شکل 3- تست ویژگی PCR. M: سایز مارکر 50جفت بازی فرمنتاس
1: کنترل مثبت

)Human( انسان DNA :2
)Mouse(موش DNA :3

)Saccharomyces cerevisiae( ساکارومیسس سرویزیه DNA :4
)Escherichia(اشرشیاکولی DNA :5

)Mycoplasma pneumonia( مایکوپلاسما پنومونیه DNA :6
)Herpes Simplex Virus( هرپس سیمپلکس ویروس DNA :7

)Mycobacterium tuberculosis( مایکوباکتریوم توبرکلوزیس DNA :8
9: کنترل منفی
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 DNA دارای ویژگی بسیار بالایی بوده و فقط با PCR است که تست
هلیکوباکتر پیلوری واکنش نشان داد و ویژگی تست 100% گزارش 

گردید )شکل 3(.
نتایج حاصل از تست اوره‌آز سریع و PCR نمونه‌های بیوپسی: 
از 100 نمونه بافت بیوپسی، تعداد 64% با استفاده از کیت تست اوره‌آز 
سریع بهار افشان دارای جواب مثبت شدند، بدین صورت که پس از 
قرار دادن نمونه مورد نظر در معرف آماده مصرف، باعث تغییر رنگ 
معرف از زرد اولیه به قرمز و نهایتا ارغوانی گردیدند و شدت آلودگی 
سبب کوتاه شدن زمان واکنش و تغییر رنگ از قرمز پررنگ به ارغوانی 
پیلوری  هلیکوباکتر  باکتری  فاقد  که  بیوپسی  نمونه‌های  و  می‌گردید 
بودند، رنگ معرف را تغییر نداده و به همان رنگ اولیه زرد باقی ماندند. 
 DNG مربوط به 100 نمونه بافت بیوپسی معده که به روش DNA
 PCR استخراج گردیدند و طبق شرایط بهینه شده مورد تست plus
قرار گرفتند. تعداد 76% نتیجه مثبت قطعی نشان دادند، بدین صورت 

که پس از لود نمودن نمونه‌ها بر روی ژل آگارز 2% و انجام الکتروفورز، 
نمونه‌هایی که دارای ژن glmM هلیکوباکتر پیلوری بودند دقیقاً مطابق 
با باند کنترل مثبت مربوط به سویه استاندارد، اندازه 294 جفت باز سایز 

مارکر فرمنتاس را نشان دادند )شکل 4(. 
از  بیوپسی معده، %64  بافت  از مقایسه 100 نمونه  به طور کلی 
اوره‌آز دارای جواب مثبت و 76% توسط تست  نمونه‌ها توسط تست 
PCR دارای جواب‌های مثبت گشتند )نمودار 1(. که این نشان‌دهنده 
حساسیت و دقت بالای روش PCR نسبت به روش اوره‌از سریع در امر 

تشخیص می‌باشد.

بحث
با توجه به شیوع زیاد آلودگی به هلیکوباکتر پیلوري در جوامع و 
عوارض وخیم ناشی از این آلودگی، تشخیص سریع و درست باکتري 
در سال  و همکارانش   Jang-jih lu است.  برخوردار  زیادي  اهمیت  از 
1998 با انجام آزمون PCR برروی 5 ژن متفاوت از H.pylori شامل 
و ژن   ureA ژن   ،SSA ژن  ژنی،  تصادفی  توالی‌های   ،16SrRNA ژن 

 )glmM) UreC و مقایسه آن‌ها با یکدیگر دریافتند که ژن )glmM) UreC
با اختصاصیت 96% و حساسیت 100%، مناسب‌ترین ژن مورد استفاده 
در شناسایی مولکولی H.pylori محسوب می‌گردد )22(. بابک شقاقی 
هلیکوباکتر  به شناسایی حضور  در سال 2001  و همکارانش  افضلی 
پیلوری در 117 نمونه بافت بیوپسی معده به وسیله واکنش زنجیره‌ای 
پلیمراز بر اساس ژن‌های ureA و ureC و 16SrRNA و روش کشت 
از  ناشی  عفونت‌های  به  مشکوک  بیماران  در  سریع  اوره‌آز  تست  و 
بر  مبتنی   PCR روش  مطالعه  این  در  پرداختند.  هلیکوباکترپیلوری 
ژن اوره‌آز C از حساسیت و اختصاصیت بالایی نسبت به سایر روش‌ها 
برخوردار بود )Smith .)23 و همکارانش در سال 2004 با مقایسه سه 
روش PCR نشان دادند که PCR  ژن ureC به منظور تکثیر یک قطعه 
294 جفت بازی، اختصاصی‌ترین و حساس‌ترین روش، PCR می‌باشد 
)24(. در این مطالعه نیز از ژن glmM) UreC( استفاده گردید که دارای 

حساسیت و اختصاصیت بسیار بالایی بود.
از  آمده  بدست  نمونه‌هاي  روي  بر  که  تهاجمی  روش‌هاي   
آندوسکوپی معده انجام می‌شوند، چون بطور مستقیم بدنبال شناسایی 
زیاد  ویژگی  و  داراي حساسیت  می‌باشند،  پیلوري  هلیکوباکتر  وجود 
بوده و قادر به تشخیص عفونت فعال هستند؛ به همین دلیل به عنوان 
روش‌هاي مرجع، مورد استفاده قرار می‌گیرند. تست اوره آز سريع یکی 
از متداول‌ترين تست شناسايي H.pylori در روش‌های تهاجمی می‌باشد. 
مزاياي عمده اين تست راحت بودن روش آزمايش، انجام دادن تست 
در مطب يا محل اندوسكوپي م‌يباشد، اما حساسيت كمي دارد. كيفيت 
نمونه بيوپسي شايد دليلي براي كاهش حساسيت و ويژگي RUT باشد، 
به عنوان مثال آلودگي نمونه بیوپسی به خون، اسید معده یا رفلاكس 
صفراوي، موجب كاهش حساسيت و ويژگي تست RUT می‌شود و یا 
دلیل دیگر کاهش حساسیت، زمانی‌که تعداد باکتری‌های موجود در 
نمونه، اندک باشند و یا به علت حضور سایر میکروارگانیسم‌های اوره‌از 

مثبت، نتایج مثبت کاذب ایجاد گردد )15،25(. 
 Yakoob و همکاران در پاکستان در سال 2004، چهل درصد از 
بیماران مبتلا به علایم گوارشی را با استفاده از روش RUT شناسایی 
کردند )26(. همچنین Tzang و همکارانش در سال 2005 در تایوان، 

پرستو چمن رخ و همكاران

شکل 4- تست PCR نمونه بافت بیوپسی معده. M: سایز مارکر50 جفت بازی فرمنتاس، 
1: کنترل مثبت ،2-7: نمونه‌های مثبت،8 : نمونه منفی، 9: کنترل منفی

نمودار 1- مقایسه نتایج PCR وRUT در 100 نمونه بافت بیوپسی معده
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دارای مشکلات  بیماران  از  بیمار، %55/58  بررسی 111  با  توانستند 
گوارشی را با روش RUT شناسایی نمایند )27(. با توجه به اين كه 
 H.pylori با آلودگي  به مبناي عدم  اوره‌آز سريع  آزمون  منفي شدن 
نيست، بنابراين استفاده از آزمايش‌هاي تاييدي مكمل با توجه به امكانات 
موجود براي بررسي مجدد نمونه‌هاي داراي نتايج مثبت کاذب و یا منفي 

جهت تشخیص و کنترل بیماری توصيه م‌يگردد. 
 DNA يكي از روش‌هاي سريع و بسيار حساس براي تشخيص PCR 
و حضور ميكروارگانيسم در مقادير بسياركم است که تکنیکی ساده و 
دقیق است که در مدت زمان کوتاهی قابل انجام و خطاهای تشخیصی را 
به میزان بسیار بیشتری پائین می‌‌‌آورد و حساسیت روش‌های تشخیصی 

را بالا می‌برد. 
در بررسی که در سال 1994 بر روی نمونه‌های بافت بیوپسی معده 
 PCR و همکاران انجام گرفته بود، عنوان نمودند که تست Fabre توسط
از  دیگر  به روش‌های  نسبت  بالاتری  و حساسیت  اختصاصیت  دارای 

جمله روش RUT می‌باشد )28(.
 PCR دکتر کارگر و همکاران در سال 2010 اعلام نمودند که روش
در مقابل تست اوره آز سریع و کشت از حساسیت و ویژگی بالاتری 
برخوردار است و از این روش می‌توان به منظور تایید نهایی در شناسایی 

H.pylori استفاده نمود )25(.
حساسیت تست PCR در این مطالعه برابر با 10 مولکول DNA بود 
که به این ترتیب کمترین میزان میکروارگانیسم با کمک این تست قابل 
شناسایی بودند. دراین بررسی از 100 نمونه بافت بیوپسی معده 76% با 
روش PCR و 64% توسط روش RUT دارای نتایج مثبت بودند. در این 
مطالعه 9 مورد از نمونه‌ها با نتیجه منفی در PCR دارای نتیجه مثبت 
کاذب در اوره آز سریع بودند که این می‌تواند به علت آلودگي نمونه 
بیوپسی به خون، اسید معده یا رفلاكس صفراوي و یا به علت حضور 
سایر میکروارگانیسم‌های اوره‌آز مثبت مانند پروتئوس و لاکتوباسیل‌های 
معده باشد. همچنین در این مطالعه، 21 مورد از نمونه‌ها با نتیجه مثبت 
PCR دارای نتیجه منفی RUT بودند که این می‌تواند به علت کم بودن 
تعداد باکتری فعال موجود )حداقل ده هزار باکتری( و شرایط محیط 

معده به عنوان محرک بیان ژن اوره‌آز می‌باشد، همچنین این باکتری در 
شرایطی مانند تغییر pH، افزایش اکسیژن و اثر آنتیبیوتیک‌هایی مثل 
آموکسی‌سیلین به حالت کوکوئیدی تغییر شکل می‌یابد، که فرم کوکوئید 
هلیکوباکتر باعث کاهش فعالیت اوره‌آز می‌گردد و با توجه به این‌که 
درمان آنتی‌بیوتیکی بیماران موجب حذف فرم فعال باکتری از معده 
و کاهش فعالیت آنزیم اوره‌آز می‌گردد و همچنین داروهای مهارکننده 
پمپ پروتونی نیز موجب کاهش فعالیت آنزیم اوره‌از و در نتیجه کاهش 
حساسیت این تست می‌گردد )29( و چون در این پژوهش، 20 نفر از 
بیماران قبلا درمان شده بودند و مجددا مبتلا شده بودند، می‌توان گفت 
این عوامل می‌توانند از مهم‌ترین موارد خطای منفی کاذب آزمون اوره 

آز سریع محسوب گردند. 

نتیجه‌گیری
به معنی عدم  اوره‌آز سریع  اینکه منفی شدن آزمون  به  با توجه 
به علت  پیلوری نیست و مثبت شدن آن هم  با هلیکوباکتر  آلودگی 
حضور قطعی این باکتری نمی‌باشد و ممکن است به علت آلودگی با 
دیگر باکتری‌های اوره‌آز مثبت باشد، بنابراین می‌توان از تست PCR به 
عنوان یک روش مناسب و قابل اعتماد و با حساسیت و اختصاصیت بالا 
برای تشخیص ژن اوره آز C در نمونه‌های بافت بیوپسی استفاده نمود. 
در این مطالعه، آزمون PCR با تعداد جواب مثبت قطعی بیشتر نسبت 

به روش RUT، حساسیتی بیش از RUT را نشان داده است.

تشکر و قدردانی
بدین وسیله کمال تشکر و قدردانی خود را از کمک‌های بی‌شائبه 
موسسه دانش‌بنیان ایرانیان ژن‌فناور و پرسنل محترم این موسسه و 
الله  بقیه  پزشکی  علوم  دانشگاه  میکروب‌شناسی  آزمایشگاه  همچنین 
علوم پزشکی  دانشکده  و گوارش  بیماری‌های کبد  تحقیقات  و مرکز 

دانشگاه شهید بهشتی ابراز می‌نمائیم.

مقایسه 2 روش در شناسایی هلیکوباکتر پیلوری
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Comparison of two methods to detect Helicobacter pylori

Abstract
Background & Objective: Helicobacter pylori has been recognized as a major risk factor in gastric and duodenum ulcers and 
gastric cancer. Some laboratory tests, such as culture, are not entirely satisfying. The aim of this study is to compare RUT with 
PCR in identifying H. pylori in the gastric biopsy tissue samples. 

 Materials & Methods: First, the standard H.pylori sample (N:oC30) was provided. primers or the glmM (ureC) gene were 
used In PCR method . The PCR test was optimized by sensitivity and specificity methods. Then 100 clinical samples composed 
of stomach tissue biopsy were prepared. The rapid urease test was conducted on all obtained samples to identify H.pylori. DNA 
was extracted from samples using DNG plus technique. Then, samples were studied using PCR method.  

Results: The 294 bp product was amplified in the optimized PCR test. The PCR test sensitivity was obtained at 10 CFU. Any 
unwanted products were not seen in the specificity test with the exception of H. pylori DNA samples. Of 100 stomach biopsy 
samples, 64% were reported as positive by RUT and 76% by the PCR test. 

Conclusion: Given that the PCR test has higher sensitivity and specificity to detect H.pylori comparing rapid ureaas test, there-
fore this method could be used to detect H.pylori.

Keywords: Helicobacter pylori, glmM, PCR, Rapid Ureas Test
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