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 چکیده

عامل مهمي در ایجاد زخم های پپتیک و سرطان معده در انسان است. هنگامي که این باکتری در درون آب قرار  هلیکوباکتر پیلوری

یکي از عوامل مهم انتقال آلودگي محسوب گردد. این  مي تواندمي گیرد به فرم زنده اما غیرقابل کشت کوکوئید در مي آید. این امر 

انجام  PCRکشت و  های در نمونه های آب توسط روش  هلیکوباکتر پیلوریمطالعه با هدف ارزیابي میزان بقای فرم های کوکوئید 

جدا شده از نمونه های بالیني انجام گرفت. سویه های جدا  هلیکوباکتر پیلوریسویه  19شد. این پژوهش به صورت تجربي بر روی 

ماه گرماگذاری شدند. در هر بار، نمونه ها  2و  1درجه سلیسیوس و به فواصل زماني  69و  22، 4شده به آب اضافه و در دماهای 

گردید.  استفاده PCRش از رو glmM، به منظور تکثیر ژن DNAبر روی محیط بروسلا بلاد آگار کشت داده شدند. پس از استخراج 

 C   4°مورد ارزیابي قرار گرفت. در مطالعه حاضر با استفاده از روش کشت در دمای PCRهمچنین حساسیت و اختصاصیت روش 

برابر با  C   69°و C   22°در ماه اول هیچ فرم کوکوئیدی از باکتری در محیط کشت مشاهده نشد. اما درصد شناسایي باکتری در دمای

مشخص گردید که این روش با حساسیت  PCR% بود. در ماه دوم نتیجه مثبتي تشخیص داده نشد. با استفاده از روش 29% و 19

% و 69%، 19  فرم های کوکوئید دربه ترتیب قادر به شناسایي  C  69°و  C 4،°C   22° بیشتر نسبت به کشت در ماه اول و در دماهای

% بود. یافته های این مطالعه نشان مي دهد که 69% و 29%، 9بود. این گزارش در ماه دوم به صورت  هلیکوباکتر پیلوری% موارد 49

قابل شناسایي  PCRدر آب، توسط روش های حساس، دقیق و اختصاصي مانند  هلیکوباکترپیلوریفرم های کوکوئید غیرقابل کشت 

 مي باشند. 

  ، واکنش زنجیره ای پلي مراز، کشت.glmM، کوکوئید، ژن هلیکوباکترپیلوریواژگان کلیدی: 

 04اسفندماه پذیرش برای چاپ:      04دی ماه دریافت مقاله: 

   مقدمه     

  ، ( باسیل گرم منفي                   l            l      هلیکوباکتر پیلوری                       

میکروائروفیلیک، مارپیچي و متحر  است که اولین بار در سال                                                         

شناسایي شد. باکتری عامل گاستریت، زخم های پپتیک،                                                   4 10

مرتبط با مخا  معده                       سرطان معده و لنفوم سلول های نو                                  

مي باشد. انسان مخزن اصلي این باکتری است و توانایي                                                   

استقرار در بدن را برای تمام عمر دارد. مگر اینکه فرد تحت                                                         

انتقال           حالت اولیه            . ( 2و     1درمان اختصاصي قرار گیرد                           

، به عنوان یک عامل بیماری زای انساني که                                         هلیکوباکتر پیلوری                 

 های جهان حامل آن هستند، هنوز مشخص                                    نیمي از انسان             

دهاني       -انتقال این ارگانیسم معمو   از طریق مدفوعي                                         .   نمي باشد        

 صورت مي گیرد. بنابراین آب یکي از ناقلین باکتری محسوب                                                      

ساعت توانایي زنده                     03بیشتر از            هلیکوباکتر پیلوری                 مي گردد.          

ماندن در آب  رودخانه، چاه و...( و حف  ویژگي عفونت زایي                                                        

 (.      6-5را دارد           
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های     در میان و داخل جمعیت                      هلیکوباکتر پیلوری                   شی و  عفونت           

طور معکوس در ارتبا  با                          مختل ، متفاوت است و به                      

 باشد.     استانداردهای زندگي و عملکردهای بهداشتي مي                                         

این باکتری در شرایط محیطي پرفشار مانند قرار گیری در                                                     

قلیایي، دمای با ، کمبود مواد غذایي،                                        pمعر  اکسیژن،              

کشت های طو ني مدت و درمان با بازدارنده های پم                                                 

پروتوني یا آنتي بیوتیک ها مي تواند به فرم کوکوئیدی ت ییر                                                          

 (.    3شکل دهد           

در فرم کوکوئید وارد یک وضعیت                                هلیکوب اکترپیلوری                 

فیزیولوژیکي زنده اما غیرقاب ل کشت مي شود. این حالت                                                    

معمو   به دلیل ع دم توانایي در تشکیل کلن ي بر روی محیط                                                        

ف رم های کوکوئید                  گیرد.       کشت جامد صورت مي                

فسفات به عن وان منب   انرژی                             ح اوی پلي           هلیکوباکترپیلوری                

باشن د که انرژی  زم برای سط   معین ي از مت ابولیس م                                                     مي  

و نی ز اجزای                RNAو     DNAسلولي جهت حف                    درون    

 سلولي و غش ا  سلولي را حداقل برای                                     ساختاری مانند دیواره                    

فرم کوکوئیدی غیر قابل کشت اما زنده                                      . سازد    م اه فراهم مي               6

بوده و با القا دوباره مي تواند به فرم مارپیچي بیماریزا در درون                                                                

 (.  9-0بدن تبدیل شود                 

که بیماری زایي کوکوئیدهای القایي توسط آب، نسبت به                                                   با این      

ها هن وز هم دارای فعالیت                          اشکال مارپیچي کاهش یافت ه، ام ا آن                                  

باشند. همچنین               تلی ال مي         های اپي       آز و چسبندگي به سلول                    اوره    

زایي      تاژ  که یکي از اجزای مس ول برای تحریک و عفونت                                             

شود، هن وز هم به عنوان یک ساختار                                  باکتری محسوب مي               

های کوکوئیدی در زیر میکروسکوپ الکتروني                                        سلولي در فرم            

باشن د و قادر به کلنی زاسیون در موکوس معده                                            قابل مشاهده مي              

بنابراین شناسایي                    (.  19  گردد      بوده و باع  التهاب معده مي                          

به دلیل ت یی ر شکل ای ن میکروارگانیسم از                                            هلیکوباکتر پیلوری                 

ف رم باسیل ي به کوکوئیدی که با روش کشت قاب ل شناسایي                                                      

 . ( 11باش د         نیستن د، بسی ار ضروری مي                        

از آنجایي که اساس مبارزه با عوامل عفوني تشخیص سری                                                     

بیماری و به دنبال آن درمان کامل بیماران است، تاکید عمده بر                                                            

روی دستیابي به روش های هر چه سری  تر و دقیق تر                                                

تشخیصي برای این بیماران مي باشد. امروزه به منظور غلبه بر                                                          

محدودیت های مربو  به کشت، روش های مولکولي مانند                                                 

( توسعه یافته و برای                      PCRواکنش زنجیره ای پلي مراز                            

در نمونه های بالیني و محیطي                               هلیکوباکتر پیلوری                 تشخیص       

مورد استفاده قرار مي گیرند. از مزایای روش های مبتني بر                                                        

DNA                                        شناسایي سری  تر و امکان تشخیص مقدار کمDNA   

(. برای         12-15باکتری در نمونه های استفاده شده مي باشد                                           

عموما  از ژن های هدف                        هلیکوباکتر پیلوری                 تشخیص مولکولي               

     an ig n، توالي های تصادفي کروموزوم،                                      مانند       

  -kDa  p ci ic - p ci           ،) r a   A               ،) 

 r a   C                                           با نام جدید فسفوگلوکوموت  از )glmM   )

استفاده مي گردد. مطالعات نشان مي دهد که در روش های                                                    

مطم ن ترین راه تشخیص                        glmMمولکولي شناسایي ژن                    

 (.      15و     12مي باشد           هلیکوباکترپیلوری                  

   هلیکوباکتر          هدف از این پژوهش، ارزیابي بقای کوکوئید                                        

القا شده در آب در دماهای متفاوت، با روش های کشت و                                                   

PCR              بر اساس ژنglmM        .ب  ود 

 مواد و رو  ها             

  ال ( تهیه سویه هلیکوباکتر پیلوری استاندارد و روش کشت:                                                     

با شماره          هلیکوباکتر پیلوری                   در این مطالعه سویه استاندارد                              

N oC                                          علوم        از مرکز تحقیقات بیماری های کبد و گوارش

پزشکي دانشگاه شهید بهشتي تهیه گردید و در محیط بروسلا                                                     

 ها در شرایط               بلاد آگار غني شده کشت داده شد. پلیت                                  

، مر ، آلمان( به                   Ana roc lمیکرو آئروفیلک با گاز پک                            

 (.    13گرماگذاری شدند                   C  69°روز در انکوباتور                    9تا      5مدت     

  DNA  برای این منظور                از سویه استاندارد:                       ب( استخراج            

و با استفاده از کیت                         DN  Plکلني های حاصل با روش                      

DNP                                                   سیناژن، ایران( مطابق با دستورالعمل شرکت سازنده 

 استخراج گردید.              

هلیکوباکتر            به منظور تشخیص                  :    ج( بهینه نمودن روش                    

-P. با توالي های                glmMاز پرایمرهای اختصاصي ژن                           پیلوری      

     -AA C    A        A       -       و .P-
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R    -AA C  AC   C AACAC AAC C-             استفاده

میکرولیتر             25در حجم نهایي                PCR(. واکنش          14و   16گردید         

   gCl  میکرولیتر از              95 9،      میکرولیتر از بافر                     5 2شامل      

میلي        N P  i     19 میکرولیتر از                5 9میلي مو ر(،               59  

  6 9میکرومو ر(،               19میکرولیتر از هر پرایمر                            1مو ر(،        

  DNAمیکرولیتر             a  DNA Pol m ra     ،5 میکرولیتر از آنزیم                  

 میکرولیتر از آب مقطر استریل انجام شد.                                         14الگو و        

در دستگاه مستر سایکلر گرادیانت ساخت شرکت                                            PCRواکنش       

دقیقه واسرشت شدن ابتدایي                            1اپندرف آلمان و با شرایط دمایي                               

چرخه شامل             65درجه سلیسیوس و در ادامه                           06در دمای           

 انیه،          69درجه سلیسیوس به مدت                       06واسرشت شدن در دمای                    

 انیه، گسترش                69درجه سلیسیوس به مدت                       92اتصال در دمای               

دقیقه و در نهایت                    1درجه سلیسیوس به مدت                       92در دمای         

دقیقه         5درجه سلیسیوس به  مدت                        92گسترش نهایي در دمای                     

درصد حاوی             2ژل آگارز          بر روی          PCRانجام شد. محصو ت                  

 (.    14الکتروفورز گردیدند                          .     سایبر گرین در بافر                    

محصول         به عنوان کنترل مثبت:                         کلونین  محصول               د(    

PCR            سازی، با استفاده از کیت                         پس از خالص  A cloning 

 h rmo  ci n i ic            در وکتورp    R                        کلون گردید. به منظور

 Pla mi   iniاستخراج پلاسمیدهای حاصل، از کیت                                

   rac ion  i                                            شرکت بیونیر، کره جنوبي استفاده شد. در

  PCR، به کمک روش              PCRادامه پلاسمیدهای حاوی محصول                            

تائید گردیدند. از این پلاسمیدها به عنوان کنترل مثبت در                                                       

 استفاده شد.                PCRروش   

برای این منظور، سوسپانسیوني                               :    ه( تعیین حساسیت روش                     

  C   ml  0 9  019با غلظت           هلیکوباکترپیلوری                از کشت تازه             

نانومتر تهیه گردید. به منظور                                399در چگالي نوری برابر با                        

  DNAاستفاده شد.                 DN  plاز روش          DNAاستخراج         

 کپي، رقیق گردید.                    1استخراج شده با روش رقیق سازی تا                                 

   برای این منظور،                   :      و( تعیین ویژگي روش                    

  ساکارومیسس سرویزیه                                                    انسان، موش،               DNAنمونه های         

          m                   ،)           اشریشیا کلي                

  l     ،)                 مایکوپلاسما نمونیه        M    l  m      m         ،)

( و             m l                 هرپس سیمپلکس ویروس                  

   (     M           m        l    مایکوباکتریوم توبرکلوزیس                        

 مورد ارزیابي قرار گرفتند.                           PCRاستخراج و با روش                  

   ز( تهیه فرم کوکوئید از نمونه های بالیني اضافه شده به آب:                                                        

 در این مطالعه، به منظور القای فرم های کوکوئیدی،                                                 

سویه متفاوت جدا سازی شده از بافت بیوپسي معده                                                19تعداد       

میلي لیتر             6در      C   ml  5 1  19 ( هر کدام به میزان                      -     

لوله فالکون ریخته شد. سپس این نمونه ها به                                             69آب در درون            

  22درجه ،          4دمای متفاوت               6تایي تقسیم و در                   19گروه        6

 درجه سلیسیوس قرار داده شدند.                                69درجه و        

پس از آن، در دو زمان متفاوت از آب ها نمونه برداری صورت                                                        

گرفت. اولین نمونه برداری از آب های آلوده شده پس از                                                    

گذشت مدت زمان یک ماه و دومین نمونه برداری در ماه دوم                                                      

از هر         l  1499 انجام گردید. در هر بار نمونه برداری، مقدار                                            

سي      5 1نمونه به صورت مجزا به داخل لوله های اپندورف                                             

  5به مدت          rpm  19999سي منتقل گردید. نمونه ها در دور                                 

دقیقه سانتریفیوژ شدند. در ادامه روماند دور ریخته شد و                                                       

میکرولیتر آب حل                   299  رسوب به وسیله ی ورتکس در مقدار                                

 گردید. محلول حاصل به دو قسمت مساوی تقسیم گردید.                                                 

میکرولیتر از محلول حاصل تهیه شده از                                       199مقدار         کشت:      -1

نمونه های آب آلوده شده دستي، بر روی پلیت های حاوی                                                   

 محیط کشت بروسلا بلاد آگار کشت داده شدند و به مدت                                                

درجه        69روز در شرایط میکروآئروفیلیک در دمای دمای                                            9

 سلیسیوس قرار گرفتند. پس از گذشت این مدت، از                                             

 لحا  رشد بر روی محیط کشت مورد بررسي قرار گرفتند.                                                

 میکرولیتر             199  مقدار         :    و انجام               استخراج         -2

دقیقه در آب جوش                   15دیگر از محلول یاد شده به مدت                              

 به مدت        rpm   12999حرارت داده شد. سپس لوله ها بادور                                

دقیقه سانتریفیوژ گردیدند. مای  رویي حاصل از سانتریفوژ،                                                          5  

 از رسوب جدا گردید. در نهایت به منظور شناسایي                                              

و روش         glmMفرم های کوکوئید از پرایمرهای اختصاصي ژن                                         

PCR                                                  مانند آنچه در قس م ت ج ب ی  ان ش  د استف   اده

 (.    14و     16گردی    د             
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 یافته ها        

در این مطالعه نتای  الکتروفورز                                  :    ال ( بهینه سازی روش                     

 جفت بازی نشان دهنده تکثیر                             204محصو ت قطعه             

 (.  1بود  شکل            هلیکوباکتر پیلوری                 در      glmMصحی  ژن         

پس تهیه رقت های متوالي از                             :    ب( تعیین حساسیت روش                     

DNA                  با وجود تنها                ، نتای  نشان داد که                   هلیکوباکترپیلوری 

، تکثیر انجام مي شود. اما در تیترهای کمتر                                           DNAنسخه از           19

باندی مشاهده نگردید. این امر نشان                                     DNAنسخه از           19از    

 (.      2دهنده حساسیت با ی روش مورد استفاده مي باشد  شکل                                                 

بر روی          PCRپس از انجام               :    ج( تعیین ویژگي روش                    

DNA                                               موجودات مختل ، هیچ محصول و باند ناخواسته ای

دارای         PCRمشاهده نگردید. بنابراین مشخص شد که روش                                        

  DNAویژگي بسیار با یي مي باشد. به طوری که تنها با                                               

 (.      6واکنش نشان مي دهد  شکل                          هلیکوباکتر پیلوری                 

در      نمونه های آب آلوده شده دستي:                                   د( نتای  کشت و              

درجه سلیسیوس، پس از                       4روزه در دمای                39و     69کشت     

شبانه روز، هیچ رشدی مبني بر تشکیل کلني بر روی                                                 9گذشت      

درصد از نمونه ها در ماه                           19محیط کشت مشاهده نگردید. اما                             

 مثبت شناخته شدند. اما در ماه دوم در با                                          PCRاول با روش            

 نیز باندی مشاهده نگردید.                            این روش       

درجه سلیسیوس، پس از                       22روزه در دمای                39و     69در کشت        

درصد از نمونه های ماه اول دارای رشد                                       19شبانه روز، تنها                   9

بر روی محیط بروسلا بلاد آگار بودند. در حالي که در هیچ یک                                                        

از نمونه های ماه دوم، رشدی مبني بر تشکیل کلني بر روی                                                      

  69محیط کشت مشاهده نگردید. در میان نمونه های ماه اول،                                                    

  PCRدرصد از آنها با روش                       29درصد و نمونه های ماه دوم نیز                              

  69روزه در دمای                39و     69مثبت شناخته شدند. در کشت                          

درصد از نمونه های                     29شبانه روز،              9درجه سلیسیوس، پس از                     

 ماه اول، دارای نتای  مثبت در کشت بودند. در حالي                                                 

 که هیچ یک از نمونه های ماه دوم بر روی محیط کشت                                                

 درصد و          49رشدی نداشتند. در میان نمونه های ماه اول                                         

مثب  ت          PCRدرص  د ب  ا روش                   69نمونه های ماه دوم                   

 شناخ  ته شدن د.               

    M          1          2      

(  .  هلیکوب اک ت ر پ ی ل وریدر  glmMنتای  حاصل از تکثیر ژن :  1شکل 

جفت بازی مربو  به تک ث ی ر ژن  204( باند 1جفت بازی، ستون  59مارکر

glmM کنترل منفي.2، ستون ) 

 9    M        1          2          3          4          5         6          7         8    

 DNAبا استفاده از رقت ه ای م ت وال ي  PCRارزیابي حساسیت  : 2شکل 

( کنترل مثبت، ست ون 1جفت بازی، ستون  59( مارکر  .  هلیکوباکتر پیلوری

( ت ع داد 4، ستون DNAعدد  519( تعداد 6، ستون DNAعدد 319( تعداد 2
ع دد  219( تعداد 3، ستون DNAعدد  619( تعداد 5، ستون DNAعدد  419

DNA عدد  19( تعداد 9، ستونDNA عدد  1( تعداد  ، ستونDNA س ت ون ،

 ( کنترل منفي. 0

  M         1         2          3         4          5          6           7         8        9 

 ( م ارک ر  .  هلیکوباکت رپ ی ل وری  PCRتعیین اختصاصیت روش :  6شکل 

( 6انس ان، س ت ون  DNA(  2( کنترل مثبت، ستون 1جفت بازی، ستون  59

DNA  4موش، ستون  )DNA  5، س ت ون ساکارومیسس سروی زی ه  )DNA 

 ه رپ س  DNA(  9، ستون مایکوپلاسما نمونیه  DNA(  3، ستون اشریشیاکلي

 ، س ت ون مایکوباکتریوم توبرکل وزی س  DNA(   ، ستون سیمپلکس ویروس

 ( کنترل منفي.0
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 بح    

در محیط به فرم کوکوئید غیرقابل کشت در                                         هلیکوباکتر پیلوری                 

مي آید، که گاهي موجب عدم موفقیت در تشخیص این باکتری                                                     

در نمونه های محیطي با استفاده از روش متداول کشت                                                 

های مربو  به کشت،                    . برای غلبه بر محدودیت                      شود    مي  

هلیکوباکتر            برای تشخیص              PCR  های مولکولي مانند                  روش   

 های بالیني و محیطي مورد استفاده قرار                                       در نمونه          پیلوری      

 (.      15  مي گیرند          

از نمونه های                هلیکوباکتر پیلوری                 سویه        19در مطالعه حاضر                

بالیني جداسازی گردید و میزان بقای فرم های کوکوئید                                                   

کشت و         های     در نمونه های آب با روش                          هلیکوباکتر پیلوری                 

PCR                       با       100( و همکاران در سال                      ارزیابي گردید. لو

شامل        هلیکوباکتر پیلوری                 ژن متفاوت از                5بر روی          PCRانجام       

، ژن         توالي های تصادفي ژني، ژن                                        ژن های        

( و مقایسه آنها با یکدیگر دریافتند                                    glmM        و ژن            

  199درصد و حساسیت                 03با اختصاصیت               glmMکه ژن       

درصد مناسب ترین ژن مورد استفاده در شناسایي مولکولي                                                    

 (.  19محسوب مي گردد                   هلیکوباکتر پیلوری                 

با مقایسه سه                2994( و همکاران در سال                    mi h اسمیت           

به منظور تکثیر یک                         ژن         PCRکه  نشان دادند              PCRروش     

 جفت بازی اختصاصي ترین و حساس ترین روش                                           204قطعه      

های کوکوئیدی و نی ز امکان                           هش دوام فرم           (. کا      1مي باشد           

های باسیلي توس ط پاساژ حیواني اولین                                     احی ای این ف رم به فرم                      

های کوکوئیدی              مط ر  گردید. اگر سلول                       3 10ب ار در س ال              

توانند در حیوانات ایجاد عفون ت کنند، بنابرای ن مي توانند                                                          مي  

س لامتي انس ان را نیز تحت ت  ی ر قرار داده و در آلودگ ي                                                        

محیط زیس ت نقش داشت ه باشن د. مطالعات بسی اری بر روی                                                      

زای ي       تعیی ن وضعی ت فیزیولوژیکي و نی ز قابلیت عفون ت                                              

(. بررسي ها نشان                  10و      1اشکال کوکوئیدی انجام شده است                                

درصد از بیم اران مبتلا ب ه س رطان مع ده                                          59و     04مي دهد که           

در      ری  هلیکوب اکترپیلو                 و زخ م م عده دارای اشکال کوکوئیدی                                 

(. روش کشت روشي استاندارد برای                                29خود مي باشند                  معده    

انتخاب کلني               باشد. زیرا اجازه                مي    هلیکوباکترپیلوری                شناسایي         

دهد. اما این              توسط درمان ضدمیکروبي در محیط کشت را مي                                      

 . ( 21  بر، گران و مشکل است                     روش زمان        

 یک ارگانیسم سخت رشد                       هلیکوباکترپیلوری                که    جایي    از آن     

های آب ي ب ه ف رم                   باشد و در شرایط محیطي و محیط                            مي  

تواند       شود، بنابرای ن روش کشت نمي                          کوکوئیدی تبدیل مي                 

     (.  22  روش مناسبي برای شناسایي در برخي موارد باشد                                            

ها،     حساسیت پایین روش کشت در مقایس ه با دیگر روش                                           

ها و یا از دست                مانند تعداد ک م میکروارگانیسم                               عواملي      توسط      

ها در طي انتقال و یا ت ییر شکل                                رفت ن حیات میکروارگانیسم                        

و     26کوکوئیدی قابل بیان مي باشد                              ها به فرم         میکروارگانیسم             

ترین عوامل                یکي از شای              هلیکوباکترپیلوری                از سوی دیگر             (.    24

عفوني گوارشي زخم های معده و دوازدهه در دهه های اخیر                                                     

و تنها          مده   که تا کنون ریشه کني قطعي برای آن به دست نیا                                           بوده      

راه کنترل بیماری پیشگیری از طریق شناسایي مناب  آلودگي                                                       

مانند مناب  آب آشامیدني و رعایت بهداشت فردی و اجتماعي                                                       

 در مواجهه با آن مي باشد.                          

تواند عامل مهمي در                      از آنجایي که تشخیص سری  بیماری مي                                 

جلوگیری از انتشار بیماری به حساب آید در نتیجه یک روش                                                      

تشخیصي سری  که قادر به شناسایي عامل بیماری زا در مراحل                                                        

اولیه بیماری باشد و همچنین امکان استفاده از آن در تمامي                                                         

. مطالعات           الزامي است          مراکز تشخیصي وجود داشته باشد                              

در نمونه های                هلیکوباکتر پیلوری                 مختلفي جهت شناسایي                    

( و همکاران در                Parkمختل  آب صورت گرفته است. پار                                  

در کشور انگلستان، شیو  بیوفیلم گونه های مختل                                                  2999سال     

را در نمونه های آب                      هلیکوباکتر پیلوری                 از جمله           هلیکوباکتر          

سیستم لوله کشي شهری بررسي  نمودند. یافته های آنها نشان                                                        

از جمله           هلیکوباکتر          داد که امکان وجود بیوفیلم گونه های                                    

 (.      6  در آب دارای توزیعي جهاني مي باشد                                    پیلوری      

( و همکاران             n on  در بررسي صورت گرفته توسط بنسون                                  

 در      هلیکوباکتر پیلوری                 در ایا ت متحده امریکا، باکتری                               

شناسایي           PCRنمونه های آب محیطي با استفاده از روش                                      

 درصد گزارش شد                 05گردید. حساسیت این روش به میزان                                

( و همکاران نیز به شناسایي                            a  on (. واتسون             11  
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در نمونه های                PCRو بیوفیلم آن با روش                       هلیکوباکتر پیلوری                 

 آب آشامیدني در سیستم توزیعي انگلستان پرداختند. نتای                                                       

 نمونه اخذ             151آنها حاکي از عدم وجود باکتری زنده در                                      

 (.    25شده بود           

هلیکوباکتر               DNA( و همکاران وجود                  an on جانسون          
در نمونه های آب آشامیدني و محیطي بنگلادش را                                              پیلوری      

مورد بررسي قرار دادند. در این مطالعه با وجود حساسیت با ی                                                          

هلیکوباکتر               DNAهیچ نشاني از                R al- im  PCRروش     

   (.  23به دست نیامد                  پیلوری      

در      C  °  4در مطالعه حاضر با استفاده از روش کشت در دمای                                            

ماه اول هیچ شکل کوکوئیدی از باکتری در محیط کشت                                                

  C  °  69و     C  °  22مشاهده نشد. اما ح ور باکتری در دمای                                     

% نمونه ها مثبت گزارش گردید. با این                                     29% و     19برابر در          

وجود در ماه دوم هیچ نمونه مثبتي تشخیص داده نشد. با                                                    

مشخص گردید که این روش با                            PCRاستفاده از روش                

 حساسیت بیشتر نسبت به کشت در ماه اول و در دماهای                                               

C  °  4   ،C  °  22   ،C  °  69                            فرم های         به ترتیب قادر به شناسایي

بود.        هلیکوباکتر پیلوری                 % موارد         49% و     69% ،     19  کوکوئید در          

. این امر           % بود     69% و     29%،    9این گزارش در ماه دوم به صورت                              

و مر  سلولي باشد.                     مي تواند به دلیل از بین رفتن این فرم ها                                       

با مقایسه میان دماهای مورد بررسي مشخص گردید که دمای                                                     

  هلیکوباکتر پیلوری                 درجه سلیسیوس که دمای مناسب رشد                                  69

مي باشد، با ترین میزان شناسایي فرم های کوکوئید را نسبت به                                                           

دو دمای دیگر دارا مي باشد. همچنین در این پژوهش                                                

بود. به عبارت دیگر                      C    19برابر با            PCRحساسیت روش            

کمترین میزان میکروارگانیسم به کمک این روش قابل شناسایي                                                        

   PCRبود. این امر نش ان دهن ده حساسی  ت با ی روش                                             

 مي باش د.         

 نتیجه  یری          

در این مطالعه با مقایسه نتای  به دست آمده از دو روش کشت                                                         

دارای حساسیت،                 PCRمشخص گردید که روش                     PCRو   

اختصاصیت، دقت و سرعت با یي نسبت به روش کشت                                                    

  مي باشد. به طوری که به وسیله این روش مي توان فرم های                                                    

 را نیز تشخیص داد.                     هلیکوباکترپیلوری                  غیر قابل کشت              کوکوئید       

  شکر و قدردانی              

نویسندگان این مقاله از و پرسنل محترم موسسه دانش بنیان                                                       

ایرانیان ژن فناور، آزمایشگاه میکروب شناسي دانشگاه علوم                                                        

پزشکي بقیه الله و مرکز تحقیقات بیماری های کبد و گوارش                                                     

 دانشکده علوم پزشکي دانشگاه شهید بهشتي به دلیل                                               

 همکاری صمیمانه در اجرای این پژوهش کمال امتنان را دارند.                                                       
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Abstract 

H. Pylori is an important cause of human peptic ulcers and stomach cancers. Once the bacterium 

is placed in the water, it changes into a viable, but non-cultivable coccoid form, which is  

considered as an important factor to spread out the infection. The aim of this study was to evaluate 

the survival rate of coccoid forms of H. pylori in water samples, using PCR and culture methods. 

This experimental study was performed on 10 strains of H. pylori isolated from clinical  

specimens. Isolates were added to water at the temperatures of 4°C, 22°C, and 37°C and incubated 

at intervals of 1 and 2 months. Each time, the samples were cultured on Brucella blood Agar  

medium. Following DNA extraction, the presence of glmM gene was confirmed using PCR  

method. Furthermore, the sensitivity and specificity of PCR method were evaluated. While  

culturing in first month at 4°C showed no H. pylori coccoid growth on medium, some positive  

results (growth rate of 10% and 20%, respectively) were detected at 22°C and 37°C during the 

same month. No positive result was obtained during the second month. Performing PCR, with 

more sensitivity as compared to culturing method, identified H. pylori coccoid growth of 10%, 

30%, and 40%, for the first month, and 0%, 20%, and 30% for the second month at 4°C, 22°C, 

and 37°C, respectively. The results of this study showed that the non-cultivable cocoid forms of 

H. pylori in water can be detected by non-culturing methods such as PCR which is sensitive,  

specific, and accurate. 
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