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Background:   
Helicobacter pylori (Pylori)  was the most common cause of chronic gastritis and was linked to peptic ulcer disease and gastric 
cancer. Environmental factors such as water a reservoir of H.pylori  which infect human.  a Non-culture bacteria in coccoid 
forms widespread in aquatic environments.The objective of this study  was elevating the diagnostic value of PCR and culture 
methods for for diagnosis coccoid forms of H.pylori. 
Materials and Methods:    
ITo induce coccoid forms, ten different strains of H.pylori (H1-H10) were inoculated into 30 drinking water samples. 
Then, the samples were incubated at three different temperatures of 4°C, 22°C and 37°C for the durations of 30 and 
60 days. The samples were cultured on brucella blood agar and DNA was also extracted also from them and PCR 
performed on samples. 
Results:    
percentage of H.pylori cells detected at specified temperatures by the culture were 0%, 10% and 0% in the first month 
and were 0%,10%,30% in the second month whereas by the PCR molecular method were 30%, 80%, and 30% in the 
first month and were 20%, 20%, and 40% in the second month, respectively.
Conclusion:   
finding show PCR  methodis more capable than culture  fordetect the coccoid forms of H.pylori, therefore this method 
could be used to detect non- culture forms.
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زمینه و هدف:
 هلیکوباکترپیلوری )H.pylori( شایع ترین علت گاستریت مزمن بوده و با بیماری زخم معده و سرطان معده مرتبط است. فاکتورهای محیطی از قبیل آب به 
عنوان مخزنی برای هلیکوباکترپیلوری می باشد که در انسان ایجاد عفونت می کند. باکتریهای زنده اما غیرقابل کشت به صورت اشکال کوکوئیدی در محیط 
های آبی گسترده هستند. هدف از این مطالعه، ارزیابی ارزش تشخیصی PCR در مقایسه با روش کشت جهت شناسایی فرم های کوکوئید هلیکوباکترپیلوری 

می باشد.
روش بررسی:

جهت القای فرم های کوکوئید، 10 سویه هلیکوباکترپیلوری )H1-H10( درون 30 نمونه آب آشامیدنی تلقیح شدند. سپس نمونه ها در سه 
دمای متفاوت شامل C، 4°C°22 و C°37 برای مدت زمان های30 و60 روز انکوبه شدند . نمونه ها در محیط بروسلا بلادآگار کشت داده شدند 

و DNA نیز از آنها استخراج شد و تست PCR با هدف ژن glmM هلیکوباکترپیلوری بر روی نمونه ها انجام گرفت.
یافته ها: 

درصد سلول های شناسایی شده در دماهای تعیین شده توسط کشت به ترتیب 0% ، 10% و0% در ماه اول و 0% ، 10% و30% در ماه دوم بودند 
در حالی که توسط روش ملکولیPCR، 30% ،80% و30% در ماه اول و 20% ،20% و40% در ماه دوم بودند.

نتیجه گیری:
با توجه به این که تست PCR قابلیت بیشتری نسبت به روش کشت در شناسایی فرم های کوکوئیدی هلیکوباکترپیلوری را داراست ، بنابراین 

این روش می تواند در تشخیص این فرم های سخت رشد و غیرقابل کشت استفاده شود.
کلید واژه: هلیکوباکترپیلوری، کوکوئید، PCR، کشت  
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معده و دوازدهه و سرطان معده شناخته شده است.)1( مطالعات انجام 
شده در کشورهای درحال توسعه با وضعیت اجتماعی و اقتصادی پایین و 
مدیریت ضعیف آب آشامیدنی نشان می دهد که عوامل محیطی در انتقال 
عفونت H.pylori دخیل و مهم می باشند. به این ترتیب، آب احتمالاً 
به عنوان مخزنی برای H.pylori محسوب می گردد. شواهدی وجود 
دارد که ارتباط میان مصرف آب آشامیدنی و عفونت با هلیکوباکترپیلوری 
را در برخی کشورها نشان می دهد.)14-2( در حال حاضر نزدیک به 
90 درصد از جمعیت جوان در ایران مبتلا به عفونت هلیکوباکترپیلوری 
هستند )15( که تقریباً 50% از آنها قبل از سن 15 سالگی آلوده می 
شوند.)16( نرخ پایین ریشه کنی)17( و میزان بالای عود عفونت)18( 
بر اهمیت کنترل هلیکوباکترپیلوری به عنوان یک مشکل بهداشتی در 
ایران می افزاید. H.pylori درآب و مواجه با برخی شوک های محیطی 
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زمینه و هدف:  
هلیکوباکترپیلوری Helicobacter pylori( H.pylori( باسیل 
گرم منفی و میکروآئروفیلی است که به عنوان عامل عمده خطر زخم های 
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مانند کمبود شدید مواد غذایی، انکوباسیون در حرارتی متفاوت از طیف 
دمایی نرمال رشد باکتری، غلظت افزایش یافته اسموتیک )مثلا آب دریا(، 
غلظت بالای اکسیژن و قرار گرفتن در معرض نور سفید، کشت های کهنه 
فرم کوکوئید  به  باسیلی و خمیده خود  فرم  از  و شرایط سخت محیطی 
مبدل می شود که دراین حالت قابل کشت دادن نیست. این حالت نهفته 
غیر  اما  )زنده   Viable but non-culturable فرم  اصطلاحا  باکتری 
قابل کشت( نامیده می شود که از لحاظ عفونت زایی اهمیت قابل توجهی 
بیوتیک هایی  آنتی  فرم کوکوئید هلیکوباکترپیلوری در مقابل  دارد.)19( 
که معمولا در موارد زخم معده تجویز می شوند کاملًا مقاوم است)20( و 
تا زمانی که وارد بدن یک میزبان مناسب شود و موفق به ایجاد دور کامل 
عفونت گردد، حالت نهفته خود را حفظ کرده و در محیط باقی می ماند.

)21( باکتری ها در فرم VBNC قادر به رشد روی محیط های روتین 
باکتریولوژیک و تشکیل کلنی نمی باشند، اما در عین حال زنده هستند و 
درجات خفیف فعالیت های متابولیک در آنها دیده می شود. چه باکتری 
ها در فرم VBNC قادر به ایجاد عفونت کامل در انسان باشند یا نه، این 
وضعیت فیزیولوژیک اهمیت فراوانی دارد، زیرا باکتری دراین حالت قادر به 
آغاز مراحل ابتدایی عفونت در میزبان خود است.)22( بر اساس بیانیه اخیر 
سازمان بهداشت جهانی، مبنی بر اهمیت وجود فرم VBNC باکتری ها در 
غذا، باید با باکتری در این فرم مانند باکتری ویرولان برخورد کرد. مطالعات 
صورت گرفته برروی H.pylori حاکی از وجود DNA  این باکتری در 
آب رودخانه، آب چاه، فاضلاب و آب زیر زمینی بوده و گمان بر این است 
که ارگانیسم مزبور قابلیت انتقال از طریق آب به فرم دهانی- مدفوعی را 
داراست.)23( این باکتری زمانی که با محیط آبی مواجه می شود به فرم 
های  رونوشت  تولید  به  قادر  نیز  تا 48 ساعت  که  رود  می  فرو  کوکوئید 
با دمای محیط دارد. ارتباط مستقیمی  DNA می باشد و این وضعیت 

)24( این تغییرات در لوله های آب در آزمایشگاه ما و توسط سایر محققان 
مشاهده شده است.)27-25( شناسایی باکتری در وضعیت VBNC توسط 
روش های معمول از قبیل کشت دشوار می باشد. برای غلبه بر این مشکل، 
 PCR یک سری از روش های مستقل از کشت از قبیل روش های مبتنی بر
برای شناسایی H.pylori در نمونه های محیطی مورد بررسی قرار گرفته 
اند. هدف از این پژوهش، شناسایی فرم های کوکوئید هلیکوباکترپیلوری 
در آب توسط روش PCR با هدف ژنی UreC( glmM( و مقایسه آن با 

روش کشت در شناسایی این فرم ها می باشد.   

روش بررسی:  
تهیه سوش هلیکوباکتر پیلور ی استاندارد و روش کشت: سوش 
استاندارد H.pylori به شماره N:oC30 از مرکز تحقیقات بیماری های 
کبد و گوارش علوم پزشکی دانشگاه شهید بهشتی تهیه گردید و در محیط 
بروسلا بلاد آگار کشت داده شد. پلیت ها در شرایط میکروآئروفیلک با گاز 

پک به مدت 7-5 روز در انکوباتور C °37 انکوبه شدند.

استخراج DNA از سوش استاندارد: DNA از کلنی های حاصل با 
روش DNG plus با استفاده از کیت DNP استخراج گردید.

هلیکوباکترپیلوری:  تشخیص  برای   PCR تست  نمودن  بهینه 
glmMکه  ژن   پایه  بر   PCR آزمون  برای  استفاده  مورد  پرایمرهای 
جدول  در  شدند  طراحی   Primer explorer افزار  نرم  از  استفاده  با 
شامل:  میکرولیتر    25 نهایی  حجم  در   PCR مخلوط  است.  آمده   1
 50mM( MgCl2،میکرولیتر  2/5:10X بافر  میکرولیتر،   14:DDW
پرایمر  میکرولیتر،   0/5:  )10mM(  dNTP Mix :0/75میکرولیتر،    )
 1:Reverse )10μM( پرایمر  میکرولیتر،   1:Forward )10μM(
 DNA   ،5( :0/3 میکرولیترu/μ( Taq Polymerase میکرولیتر، آنزیم
الگو )DNA استخراجی از سوش استاندارد( تهیه گردید. پروفایل حرارتی 
بهینه شده برای تکثیر ژن هدف شامل:30 ثانیه واسرشتگی در 93 درجه 
ثانیه مرحله  اتصال در 54 درجه سانتی گراد و20  ثانیه  سانتی گراد،20 
طویل سازی در 72 درجه سانتی گراد می باشد که این روند به تعداد35 
سیکل جهت تکثیر انجام شد و محصول PCR با استفاده از ژل آگارز %2 
حاوی سایبرگرین در باقر TBE 0.5در کنار سایز مارکر 50 جفت بازی 

فرمنتاس الکتروفورز گردید.
کلونینگ محصول PCR: عمل کلون کردن محصول PCR پس از خالص 
سازي این محصول با استفاده از کیت T/A Cloning کمپاني فرمنتاس 
)cat:K1214( و در وکتور pTZ57R این کیت انجام شد. پلاسمیدهای 
 Bioneer کمپانی   Plasmid Mini Extraction Kitتوسط حاصل 
استخراج واز آنها جهت تعیین سکانس نوکلئوتیدي و نیز کنترل مثبت قابل 

اطمینان در تست های PCR استفاده شد.
تعیین حساسیت پرایمرها: جهت تعیین حساسیت، سوسپانسیونی از 
 DNG با روش DNA کشت تازه هلیکوباکترپیلوری تهیه شد و سپس
plus از آن استخراج و غلظت و میزان خلوص DNA توسط اسپکتروفتومتر 
اندازه گیری شد. DNA استخراجی به روش رقیق سازی از 1000000 تا 

1 کپی رقیق شد.
مورد  پرایمرهای  منظور،  بدین  پرایمرها:  اختصاصیت  تعیین 
 ،)Human( انسانی  های   DNA مختلف  انواع  تکثیر  جهت  استفاده 
 Saccharomyces( سرویزیه  ساکارومیسس   ،)Mouse( موش 
 Mycobacterium( توبرکلوزیس  ،مایکوباکتریوم   )cerevisiae
tuberculosis( ، اشرشیا کولی )Escherichia coli(، استرپتوکوکوس 
آئروژینوزا  سودوموناس  و   )Streptococcus pneumonia(پنومونیه
)Pseudomonas aeruginosa( بکار گرفته شد و سپس مورد تست 

PCR قرار گرفتند.
تهیه نمونه: در این مطالعه، جهت القای فرم های کوکوئیدی، تعداد 30 
نمونه آب آشامیدنی هرکدام به مقدار 4000 میکرولیتر توسط 10 سویه 
هلیکوباکترپیلوری )H1-H10( بدست آمده ازنمونه های بالینی به صورت 
بود.   105 cells/ml تلقیح شده  باکتری  اولیه  مقدار  آلوده شدند.  دستی 
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سپس این نمونه ها در 3 گروه 10 تایی تقسیم و در3 دمای متفاوت 4 
)شرایط سرما( 22 )دمای اتاق( و 37 )انکوباتور( درجه سانتی گراد قرار داده 
شدند. پس از آن، در دو زمان متفاوت از این آب ها نمونه برداری صورت 
گرفت. اولین نمونه برداری از آبها پس از یک ماه و دومین نمونه برداری در 
ماه دوم انجام گردید. در هر بار نمونه برداری، نمونه های حاصل کشت داده 
شدند و نیز جهت تشخیص وجود هلیکوباکترپیلوری در آنها مورد تست 

PCR قرار گرفتند.
کشت نمونه ها: نمونه آب های آلوده شده در محیط بروسلا بلاد آگار 
کشت داده شدند و پلیت ها در شرایط میکروآئروفیل با گازپک به مدت 
7-5 روز در انکوباتور C37° انکوبه شدند و سپس از لحاظ رشد و تشکیل 

کلنی در محیط بررسی شدند.
 DNA استخراج :PCR از نمونه ها و انجام تست DNA استخراج
از نمونه ها با روش جوشاندن )Boiling( انجام شد به این صورت که در 
هر بار نمونه برداری، مقدار µl 1400 ازهر نمونه به طور مجزا به داخل 
 rpm گشته و سپس در دور spin لوله ها منتقل گردید. نمونه ها یک بار
10000 برای مدت 5 دقیقه سانتریفوژ شدند. مایع رویی حاصل، تخلیه 
گشته و رسوب به وسیله ورتکس درمقدار 200µl آب حل گردید. محلول 
به مدت 15 دقیقه در آب جوش حرارت داده شد. پس از این زمان، لوله ها 
با دورrpm  12000 به مدت 5 دقیقه سانتریفوژ شدند. مایع رویی حاوی 
با   PCR برای هر30 نمونه، تست نهایت  از رسوب جدا شد. در   DNA
استفاده از پرایمرهای ژن glmM انجام شد. نتایج تست برروی ژل آگارز 
2% و سایبرگرین و نور UV توسط دستگاه ترنس ایلومینیتور مورد بررسی 
قرار گرفت. در پایان، نتایج حاصل از کشت و تست PCR بر روی نمونه ها 

مورد تجزیه و تحلیل آماری  قرار گرفت.

یافته ها: 
 glmM بهینه شده ژن PCR نتیجه تست :PCR بهینه نمودن تست
هلیکوباکترپیلوری برروی ژل آگارز 2% به طول  bp 201 در شکل 1 قابل 

مشاهده می باشد.
تعیین حساسیت پرایمرها: در این تست که با استفاده از تهیه رقت های 
 DNA هلیکوباکترپیلوری انجام شد، با وجود 10 کپی از DNA متوالی از
تکثیر انجام شدکه این نتایج حساسیت بالای پرایمرهای مورد استفاده را 

نشان می دهد)شکل 2(.
تعیین اختصاصیت پرایمرها: اختصاصیت پرایمرها توسط تست %100 
PCR گزارش شد و همانطور که در شکل 3 مشاهده می شود این تست در 
واکنش با DNA سایر گونه های بکارگرفته شده هیچ نوع محصول و باند 

ناخواسته ای بدست نداده و تنها با DNA هلیکوباکترپیلوری واکنش داده.
نتایج حاصل از کشت و PCR نمونه ها:

از 30 نمونه آب آلوده کشت داده شده در محیط بروسلا بلاد آگار، 
 DNA .تنها 4 نمونه در محیط کشت رشد داشته و تشکیل کلنی دادند

تشخیص فرم های هلیکوباکترپیلوری
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PCR  جدول 1 : پرایمرهای مورد استفاده در
Sequence (5'…….3')Prime

5' ACGCCCT TTCTTCTCAA G 3'Forward primer

5' CGCC TGTTTTAGCG TAAT 3'Reverse primer

ژن  شده  بهینه   PCR تست   :1 شکل 
سایز   :M هلیکوباکترپیلوری.   glmM
فرمنتاس،1:  بازی  جفت   50 مارکر 
 glmM ژن  بازی  جفت   201 محصول 

هلیکوباکترپبلوری، 2: کنترل منفی

 DNA متوالی  های  ازرقت  استفاده  با  پرابمرها  حساسیت  تعیین   :2 شکل 
M: سایز مارکر 50 جفت بازی فرمنتاس ،1: کنترل مثبت،  هلیکوباکترپیلوری. 
1000عدد  :5،  DNA10000عدد:  4 ،DNA100000عدد:  3 ،DNA1000000عدد:  2

DNA، 6: 100عددDNA،7: 10عددDNA ،8: 1عددDNA ،9: کنترل منفی

شکل 3: تعیین اختصاصیت پرایمرها. M: سایز مارکر 50 جفت بازی فرمنتاس، 
 )Mouse( DNAموش   :3،  )Human( DNAانسان   :2 مثبت،  کنترل   :1
 :5،  )Saccharomyces cerevisiae( سرویزیه  DNAساکارومیسس   :4،
 )Mycobacterium tuberculosis( توبرکلوزیس  DNAمایکوباکتریوم 
DNAاسترپتوکوکوس   :7،  )Escherichia coli( کولی  اشرشیا   DNA  :6،
پنومونیه )DNA :8،)Streptococcus pneumonia سودوموناس آئروژینوزا 

)Pseudomonas aeruginosa( ،9: کنترل منفی



گوارش/ دوره 19/ شماره3/ پاییز 1393

مربوط به 30 نمونه که به روش boiling استخراج شدند، طبق شرایط 
بهینه شده مورد تست PCR قرار گرفتند که تعداد22 نمونه نتیجه مثبت 
نشان دادند، بدین صورت که پس از لودکردن نمونه ها برروی ژل آگارز %2 
و انجام الکتروفورز، نمونه هایی که دارای ژن glmM هلیکوباکترپیلوری 
بودند دقیقا مطابق با باند کنترل مثبت مربوط به سویه استاندارد، اندازه 

201 جفت باز سایز مارکر فرمنتاس را نشان دادند.
در   22°C دمای  در  نمونه  تنها 1  اول  ماه  در  نمودار 1،  به  توجه  با 
محیط کشت دارای رشد بوده و این در حالی است که 3 نمونه در دمای 
 .PCR 37 توسط°C 22 و 3 نمونه در دمای°C 4 نمونه در دمای°C، 8
37°C دارای جواب های مثبت گشتند. در ماه دوم تنها 3 نمونه در دمای

در محیط کشت رشد نشان دادند اما در دماهای C، 4°C°22 و C°37 به 
ترتیب 2،2و4 نمونه در این ماه توسط PCR دارای جواب های مثبت شدند. 
این نتایج نشان دهنده دقت و قابلیت بالای روش PCR نسبت به روش 

کشت در تشخیص سلول های کوکوئیدی می باشد.

بحث: 
با وجود تفاوت در حساسیت و اختصاصیت تست های تشخیصی جهت 
شناسللایی هلیکوباکترپیلوری، نشان داده شده که حساسیت روش هایی از 
قبیل کشت میکروبی،تسللت اوره آز سریع)RUT( ، بافت شناسی و تست 
هللای آنتی ژن مدفوعی، زمانی کلله تعداد باکتری هللای موجود در نمونه 
اندک باشند غیرقابل اعتماد می باشند.)28( با این حال، روش کشت روش 
استانداردی برای شناسایی هلیکوباکترپیلوری می باشد اما این باکتری یک 
میکروارگانیسللم سخت رشللد می باشد و در شرایط محیطی و محیط های 
آبی بله فرم کوکوئیدی تبدیل می شود.)29( حساسیت پایین روش کشت 
توسللط فاکتورهایی نظیر تعداد کم میکروارگانیسللم ها و یا از دست رفتن 
حیات میکروارگانیسللم ها در طی انتقال و یا تغییر شللکل باکتری به فرم 
کوکوئیدی قابل بیان می باشللد.)30( اشکال کوکوئیدی توسط روش های 
کشللت، RUT و هم چنین بافت شناسی قابل تشخیص نبوده و به همین 
علّت تسللت های مولکولی از قبیل PCR جهت شناسایی آنها درنمونه ها، 
آب ها و سللایر منابع زیستی، آزمونی بسللیار کارآمد می باشد.)31( زویت1 
و همکاران در سللال1993 یک ارزیابی مقایسلله ای بین حساسللیت روش 
کشللت و PCR برای شناسللایی عفونت هلیکوباکترپیلللوری در 32 نمونه  
  DNAبیوپسی معده انجام دادند. در این آزمایش 23 نمونه از لحاظ وجود
هلیکوباکترپیلوری در آنها توسطPCR  مثبت و تنها 1 نمونه توسط کشت 
شناسایی شد. درآزمایشی دیگر در 20 نفر از افراد مبتلا به زخم معده، 17 
نمونه دارای پاسللخ های مثبت کشللت و PCR بودند. وی بیان داشللت در 
صورت رسللاندن به موقع نمونه ها به آزمایشللگاه به دلیل عدم تشکیل فرم 
های کوکوئیدی، حساسللیت روش کشت می تواند به اندازه ی PCR باشد 
در غیر این صورت روش PCR دارای ارزش تشخیصی در شناسایی عفونت 
می باشللد.)32( درآزمایشللی که در سال 1999 توسللط فابره2 و همکاران 
جهت شناسللایی هلیکوباکترپیلوری بر روی نمونه ها صورت گرفت، عنوان 
کردند که تسللت PCR دارای اختصاصیت و حساسللیت بالاتری نسبت به 
روش های دیگر از جمله کشللت می باشللد.)33( شقاقی افضلی و همکاران 
در سللال 2001 به بررسللی حضور هلیکوباکترپیلوری در 117 نمونه بافت 

1. Zwet 
2. Fabre 

بیوپسللی معده به وسللیله واکنش زنجیره ای پلی مراز براسللاس ژن های 
ureA و ureC و 16SrRNA و روش کشللت و تسللت اوره آز سللریع در 
بیماران مشللکوک به عفونت های ناشی از هلیکوباکترپیلوری پرداختند. در 
این مطالعه روش PCR مبتنی ژن اوره آز C از حساسللیت و اختصاصیت 
بالایی نسبت به سایر روشها برخوردار بود.)34( شهامت وهمکاران در سال 
2004 با تلقیح سلللولهای هلیکوباکترپیلوری در آب و انکوباسللیون آنها در 
دما و زمان های متفاوت و کشللت آنها در محیط بلاد آگار و شللمارش زنده 
)viable count( مشاهده کردند که 99% از سلول های موجود به اشکال 
کوکوئیدی تغییر یافتند. آن  ها سلللول های کوکوئیدی و مارپیچی موجود 
در نمونه ها را توسللط PCR با هدف ژنی glmM با حساسیت 0/1pg از 
DNA این باکتری شناسایی کردند.)26و35( هلیکوباکترپیلوری در محیط 
های آبی به صورت فرم های کوکوئیدی گسللترده می باشد. تماس با منابع 
محیطی بالقوه آلوده از قبیل آب آشللامیدنی محلّی، شللناکردن در رودخانه 
و مصرف سللبزیجات آلوده به مدفلوع نیز به عنوان عوامل خطر برای کسب 
عفونت H.pylori گزارش شللده اند.)10( در مطالعه ای که توسط الوندی 
و همکاران در سللال 2012 بر روی شیوع هلیکوباکترپیلوری در نمونه های 
آب آشامیدنی در کرمانشاه صورت گرفت، DNA هلیکوباکترپیلوری توسط 
PCR بللا هللدف ژنللی ureC در 35% از نمونلله های آب شللیر و 87% از 
 DNA نمونلله های آب چاه یافت شللد. در این آزمایش تعللداد 6 کپی از
شناسللایی شد که حساسللیتی بیش از آزمایش مارا بدست داده. وی شیوع 
بالای هلیکوباکترپیلوری درنمونه های آب آشللامیدنی را شللاهدی قوی از 
انتقال این باکتری از طریق آب دانسللت.)36( شللیی3 و همکاران در سللال 
2003 به بررسی بیماریزایی و عفونت هلیکوباکترپیلوری تغییر شکل یافته 
از فرم مارپیچی به کوکوئیدی پرداختند. آنها با تلقیح کوکوئیدهای القا شده 
در آب شیر اسللتریل به موش های آزمایشگاهی مشاهده کردند که پس از 
28 روز تمامی آنها از بین رفتند. آنها با مشاهدات خود توسط میکروسکوپ 
الکترونی نتیجه گرفتند با این که ویرولانس کوکوئیدهای القایی توسط آب 
نسللبت به اشللکال مارپیچی کاهش یافته امّا آن ها هنوز هم دارای فعالیت 
اوره آز و چسللبندگی به سلول های اپی تلیال را دارا می باشند)37(. بناسا4  
و همکاران با ارزیابی های کدورت سللنجی سلللول های هلیکوباکترپیلوری 
تلقیح شللده در محیط مایع مشاهده کردند که توده باکتریایی تا روز پنجم 
3. She 
4. Benaissa 
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PCR نمونه های کوکوئید 30 و 60 روزه در  نمودار 1: مقایسه نتایج حاصل از کشت و 
37°C 22 و°C، 4°C دماهای

اله کرمی و همکاران
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به طور تصاعدی افزایش یافته اما از روز هفتم قابل شناسللایی نبود. آنها با 
کشت سلولهای موجود هیچ گونه رشدی در محیط کشت مشاهده نکردند.

این شللواهد نشللان دهنده ی تغییرشللکل باکتری ها به اشکال کوکوئیدی 
بود که قادر به تقسللیم تحت شرایط کشت نیسللتند. آنها عنوان کردند که 
کوکوئیدهای سلله ماهه هنوز قادر به حفظ برخی متابولیسم های خود می 
باشللند که برای حفاظت ساختارهای سلولی نظیر DNA ضروری هستند.

آنها توانسللتند سلللول های هلیکوباکترپیلوری را که در محیط کشت قادر 
به رشللد نبودند، را توسط PCR شناسللایی کنند.)38( سولامی1 در سال 
2010 روش کشللت و PCR را برای شناسللایی هلیکوباکترپیلوری در آب 
های آشامیدنی استان بصره ی عراق مورد مقایسه قرار داد که از میان 100 
نمونه با نتایج منفی کشت، تعداد4 نمونه توسط PCR شناسایی شدند. در 
آزمایشللی دیگر با کشت تعداد 266 نمونه از آب های آشامیدنی در محیط 
کلمبیا آگار اصلاح شده )MCUA( تعداد 78 نمونه با تکیه براوره آز مثبت 
بودن در این محیط شناسللایی شللدند. وی اظهار داشللت ترکیبی از نتایج 
PCR با کشللت در نمونه های آب می تواند تصویر دقیق تری از شناسللایی 

هلیکوباکترپیلوری را ارائه دهد.)39(
حساسیت تست PCR در مطالعه حاضر برابر با 10 ملکول DNA بود 
که به این ترتیب کمترین میزان میکروارگانیسللم با کمک این تسللت قابل 
شناسللایی بودند. در این بررسللی از 30 نمونه آب آلوده شده توسط سویه 
های هلیکوباکترپیلوری 14 نمونه در ماه اول و 8 نمونه در ماه دوم با روش 
PCR با هدف ژنللی glmM از لحاظ وجود DNA هلیکوباکترپیلوری در 
آنها شناسللایی شدند در حالی که از این تعداد تنها 1 نمونه در ماه اول و 3 
نمونه در ماه دوم توسط روش کشت دارای نتایج مثیت بودند. در این مطالعه 
3 مورد از نمونه ها با نتیجه منفی در کشت ماه اول در دمای C°37 دارای 
نتیجه مثبت در کشت ماه دوم بودند که این به علت تغییرات مورفولوژیکی 
و انکوباسللیون در دمای بهینه رشد باکتری می باشد که باعث شده به فرم 
قابل کشت مبدل شده و قادر به تشکیل کلنی در محیط گردد. هم چنین در 
این دما میزان نمونه های شناسایی شده درماه دوم بیش از ماه اول با روش 
PCR بوده که نشللان می دهد هلیکوباکترپیلللوری در دمای C°37 میزان 
بالایی از رشللد را داراست. در دمای محیط )Room temperature( که 
C°22 می باشد، در ماه های اول و دوم به ترتیب تعداد 8 و 2 نمونه توسط 

1. Sulami 

PCR تشخیص داده شد که ماه اول دارای بیشترین تعداد سلول شناسایی 
شللده توسللط PCR را داراست و این نشان می دهد که سلول ها در دمای 
محیللط دارای قابلیت ماندگاری بالایی در مدت زمان کوتاهی را در شللکل 
کوکوئید دارا می باشند و با توجه به این که تنها 1 نمونه در ماه اول دارای 
رشللد برروی محیط کشللت بود می توان گفت در این دما با کاهش دمای 
بهینه ی رشللد، متابولیسم سلول های باکتری نیز کاهش یافته و سلول ها 
به تدریج به فاز مرگ پیش رفته و از تعداد آنها در ماه دوم کاسللته شللده. 
با بررسللی میزان رشللد و بقاء در دمای C°4 هیچ نتیجه مثبتی از کشللت 
باکتری ها مشاهده نشد اما 3 نمونه در ماه اول و 2 نمونه در ماه دوم توسط 
PCR شناسللایی شللدند که این نتایج با توجه به توقف رشللد و متابولیسم 
میکروارگانیسللم هللا در دمای C°4 و کمترین میزان PCR نسللبت به دو 

دمای دیگر قابل بیان است.
 

نتیجه گیری: 
به  هلیکوباکترپیلوری  کشت  نتیجه  شدن  منفی  که  این  به  توجه  با 
با هلیکوباکترپیلوری نیست و نیز تغییر مورفولوژیک  معنی عدم آلودگی 
این باکتری به فرم های کوکوئید در آب که یکی ازاصلی ترین مشکلات در 
راه شناسایی این باکتری محسوب می گردد و از سویی با در نظر گرفتن 
نواقص روش های کشت در تشخیص فرم های کوکوئید، بنابراین می توان 
از تست PCR به عنوان یک روش مناسب و قابل اعتماد و با حساسیت 
و اختصاصیت بالا برای تشخیص ژن اوره آز C در آب های آشامیدنی و 
فاضلاب های شهری که منابع بالقوه آلودگی محسوب می گردند استفاده 
کرد. در این مطالعه آزمون PCR با تعداد جواب مثبت قطعی بیشتر نسبت 

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

سپاسگزاری: 
بدین وسیله از کمک های موسسه ایرانیان ژن فناور )IGF( و پرسنل 
آزمایشگاه  و هم چنین  الهام مسلمی  دکتر  مشاوره ی خانم  ویژه  به  آن 
میکروب شناسی دانشگاه علوم پزشکی بقیه الله و مرکز تحقیقات بیماری 
های کبد و گوارش دانشکده علوم پزشکی دانشگاه شهید بهشتی در این 

زمینه، قدردانی می شود.
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