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  چکیده    
هلیکوباکتر پیلوري باکتري گرم منفی، مارپیچ با فلاژل هاي قطبی که اولین بار :             زمینه و هدف

هلیکوباکترپیلوري در مخاط معده کمتر از .  کشف گردید1983در  Warren and Marshallتوسط 
 % 60 تا 40 ساله  به 60 سال وجود دارد اما میزان شیوع این ارگانیسم در افراد 30افراد کمتر از  % 20

 روش کشت، رنگ آمیزي لام مستقیم و تست اوره جهت 3هدف از این تحقیق مقایسه . یابدافزایش می
 .ریع در شناسایی باکتري به هنگام زخم معده و یا اثنی عشر می باشدتس

 نفـر مراجعـه کننـده بـه چهـار       82این یک مطالعـه توصـیفی اسـت کـه از تعـداد                : روش بررسی          
در اتاق آندوسکوپی با انجام تست سـریع اوره آز بـر روي   . بیمارستان از هر بیمار دو نمونه بیوپسی تهیه شد     

و نمونه به وجود یا عدم وجود هلیکوباکترپیلوري پی برده، نمونه دوم پس از تهیه  سه گسترش بـا           یکی از د  
هاي رنگ آمیزي فوشین، گیمسا و گرم به مشاهده هلیکوباکترپیلوري در نسج پرداخته و سپس روي محیط       

 .روز نگهداري شد) 4-6(کشت اختصاصی تلقیح و در شرایط میکروآئروفیلیک به مدت 

 نمونـه   66اوره آز مثبـت  ،       %) 4/85( نمونـه  70 نمونه بیوپسی مورد مطالعه،      82از مجموع   : ها یافته          
فراوانی موارد اسمیر مثبـت در رنـگ آمیـزي هـاي فوشـین ،               . کشت هلیکوباکترپیلوري مثبت بود   %) 5/80(

 گردیـد، بـراین اسـاس       بـرآورد %) 4/74( نمونـه    61و  %) 5/80  (66،  %) 7/81  (67گیمسا و گرم به ترتیـب       
 . درصد بهترین روش می باشد100 رنگ آمیزي فوشین با حساسیت 

باتوجه به آزمون اختلاف نسبت در رنگ آمیزي فوشین، گیمسا ، گرم ، اوره با : نتیجه گیري            
کشت میکروبی اختلاف معنی داري وجود ندارد و تمامی این روش ها می توانند براي تشخیص به کار 

  روند ولی روش رنگ آمیزي فوشین به علت حساسیت بالا و ارزان بودن پیشنهاد می گردد
  هلیکوباکتر پیلوري، روش میکروسکوپی، تست اوره آز،کشت :        واژه هاي کلیدي
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  مقدمه

) مارپیچ( مانند Sهلیکوباکترپیلوري یک باکتري گرم منفی        
این . اف و نازك قطبی چند لایه دارداست که جدار خارجی ص

- درجه سانتی37میکروب تحت شرایط میکروآئروفیلیک در 

 روز 3-4کند و طی گراد در آگار شکلاتی مرطوب رشد می
). 1(کندشفاف تولید می) متريیک میلی(هاي کوچک کلونی

کند، که هلیکوباکترپیلوري مقدار قابل توجهی اورآز تولید می
بسیاري از محققین ). 2(اي پپتیک نقش داردهدر توسعه زخم

اعتقاد دارند که عفونت ناشی از هلیکوباکترپیلوري بعنوان یک 
-فاکتور اتیولوژیک مهم در گسترش التهاب دستگاه گوارش می

هلیکوباکترپیلوري یک باکتري حساس به اسید بوده ). 3،4(باشد
د را با باشد اما چطور خو قادر به تکثیر می9/6-8 بین pHو در 

دهد کاملاً مشخص نیست، شاید شرایط اسیدي معده سازش می
. در مخاط معده بتواند خود را از دسترس اسید محفوظ نگه دارد
-این باکتري داراي فعالیت اوره آزي شدیدي بوده و به نظر می

رسد این توانایی یکی از مهم ترین فاکتورهاي بقاء باکتري بوده 
ونیاك در اطراف باکتري آن را از اثر اي از آمو با تولید هاله

آدنوکارسینوماي معدي ). 6،5(نماید اسید معده محافظت می
رژیم غذایی، . ها در سراسر جهان استجزء شایع ترین بدخیمی

آلودگی با هلیکوباکترپیلوري و فاکتورهاي ژنتیکی را درگیر 
 افراد % 20هلیکوباکترپیلوري در مخاط معده کمتر از . دانندمی

 سال وجود دارد اما میزان شیوع این ارگانیسم در 30کمتر از 
افزایش  % 60 تا 40به ) از جمله افراد فاقد علامت( ساله 60افراد 
در کشورهاي در حال توسعه، میزان شیوع این عفونت . یابدمی

 ) . 7 -10(یا بیشتر باشد % 80در بزرگسالان ممکن است 

کنیم، همانند سایر دگی میاي که ما در آن زندر جامعه     
هاي گوارشی ناشی از کشورهاي دنیا بیماران مبتلا به ناراحتی
برند، این بیماران اغلب به عفونت با هلیکوباکترپیلوري رنج می

پزشک مراجعه نموده و در اتاق آندوسکوپی به علت زمان 
طولانی انکوباسیون هلیکوباکترپیلوري از کشت میکروبی 

. شود اغلب از تست اوره آز سریع استفاده میاستفاده نکرده و
تواند در این تست در مدت یک دقیقه تا یک ساعت می

تشخیص باکتري با . تشخیص سریع باکتري کمک موثري نماید
روش هاي مختلفی از جمله رادیوگرافی با باریم و آندوسکوپی 

  هدف ما در این  ) .13-11(وجود دارد... و روش هاي مولکولی

  
  

 روش کشت، رنگ آمیزي لام مستقیم و 3ق مقایسه تحقی
تست اوره جهت تسریع در شناسایی باکتري به هنگام زخم 

 .معده و یا اثنی عشر می باشد

  روش بررسی
 نمونه از بیماران مشکوك به زخم معده و یا اثنی عـشر    82      

هاي امام خمینی، مهر، آبان، سـینا و        بیمارستانمراجعه کننده به    
نمونـه اول بـراي   . دو نمونه بیوپسی تهیـه مـی شـود    یماراز هر ب

ــریع اوره و  ــست س ــیط   ت ــه مح ــال ب ــس از انتق ــه دوم را پ  نمون
ترانسپورت به آزمایشگاه میکروب شناسی دانـشکده بهداشـت         
انتقــال داده و پــس از طــی مراحــل آمــاده ســازي و بــه منظــور  
جستجوي باکتري در نسج سه گسترش از هر نمونه تهیه کـرده            

ا رنــگ آمیــزي فوشـــین، گیمــسا و گــرم بــه مـــشاهده      و بـ ـ
ــردازیم  ــی پـ ــسج مـ ــاکترپیلوري در نـ ــه دوم . هلیکوبـ از نمونـ

هـاي کـشت اختـصاصی در       هلیکوباکترپیلوري را روي محـیط    
 درجـه  37روز در اتو  ) 4-6(شرایط میکروآئروفیلیک به مدت     

 .سانتی گراد قرار داده می شود

ا فرو بردن دسته گرینـدر    ب :کشت نمونه و تهیه گریندراستریل        
ها را خرد نموده، به قسمت پایه و چرخانیدن دسته گریندر نسج    

ها را با لوپ استریل از قسمت پایه گریندر درآورده       سپس نسج 
دار قـرار داده    و بر روي محیط انتخابی کمپیلوبلاد آگـار خـون         

می شود، سپس با پیپت پاستور استریل یا توسط سرنگ استریل   
یتـر از محـیط ترانـسپورت یـا آب مقطـر اسـتریل را                میلی ل  5/0

برداشته و در قسمت پایه گریندر ریخته تـا یـک سوسپانـسیون             
میکروبی تهیه شـود و از سوسپانـسیون میکروبـی سـه گـسترش        
تهیه نموده و پس از خنک شدن و فیکس کردن سه لام با سـه               
ــر     ــرده و زی ــزي ک ــگ آمی ــرم، رن ــسا و گ ــین، گیم روش فوش

گـردد و نتـایج بدسـت آمـده  ثبـت      هده مـی  میکروسکوپ مشا 
در محیط کشت لوپ اسـتریل از قـسمت پایـه گرینـدر            . میشود

درآورده و بر روي محیط کـشت انتخـابی کمپیلوبـاکتر آگـار             
قرارداده ، چندین بار لوپ استریل را در چند قسمت از محـیط             

هـاي بیوپـسی را     کشت فشار داده و سپس با لوپ استریل نمونه        
 پلیت خوندار تماس داده تا کاملاً آغـشته شـوند،           به تمام سطح  

ها را در جار قرار داده و شرائط میکرو آئروفیلیـک           آنگاه پلیت 
  .تامین می شود
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   و همکارانمحمد مهدي سلطان دلال

  1391بهار و تابستان ) 1هشمار (ششممجله علوم آزمایشگاهی، دوره 
 

  
  

  :ها در جارشرایط میکروآئروفیلی و قرار دادن پلیت
 درجـه سـانتی گـراد بهتـرین درجـه        36-37درجه حرارت مناسب    

فیلی از جار، گازپک حرارت است، براي ایجاد شرایط میکروآئرو
شود، پس از گذاشتن اولین پلیت در جار شـمع        و شمع استفاده می   

را به سرعت روشن کرده و درون جار قرار داده و در جار را بسته، 
       این کار باید بـا سـرعت انجـام گیـرد، و هـر بـار کـه در جـار بـاز                       

شمع را روشـن    ) پلیت.... براي گذاشتن دومین و سومین    (می شود   
ر جار بسته، تا هنگامی که به آخرین پلیت برسیم شمع را کرده و د

 را درون جـار بـه   (Gas Pack)مجدداً روشـن کـرده و گـاز پـک     
 میلــی لیتــر آب مقطــر 6صــورت عمــودي قــرار داده و بــه آرامــی 

تمـامی  . استریل روي آن ریخته و بـه سـرعت در جـار بـسته شـود               
 سوختن شـمع  ها درون جار به صورت وارونه قرار گرفته و با   پلیت

 لازم بـه    Co2شود و   قسمتی از اکسیژن موجود در جار مصرف می       
  .شودهمراه گاز پک فراهم می

هاي هلیکوباکترپیلوري در طی    کلنی:شرایط و مدت آنکوباسیون   
. شـوند  روز پس از کـشت نمونـه بیوپـسی ظـاهر مـی             4-6مدت  
  یـورد بررسـوپی مـکـهاي مشکوك از نظر شکل میکروسکلنی

  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  

  
  

چون هلیکوبـاکترپیلوري میکروآئروفیـل اسـت در        . قرار گرفتند 
نتیجه به فشار و اکسیژن موجـود در اتـاق حـساس اسـت، بـدین               

هـاي واجـد کلنـی هلیکوبـاکترپیلوري را فقـط در            ترتیب پلیـت  
هنگامی که براي انجام تـست احتیـاج اسـت از جـار درآورده و        

  .می گردندپس از استفاده سریعاً به جار منتقل 
هـاي هلیکوبـاکترپیلوري در سـطح       پس از ظـاهر شـدن کلنـی          

 3محیط انتخابی کمپیلوباکتر بلادآگار، جهت رنـگ آمیـزي بـا       
روش فوشین،گیمسا، گرم و تست هاي کاتالاز، اکسیداز و اوره    

  .استفاده گردید
  یافته ها 

 نمونـه بیوپـسی معـده وزخـم اثنـی عـشر از چهـار                82تعداد        
تان امام خمینی، مهر، آبان، سـینا تهیـه و کـشت داده شـد       بیمارس

 نمونــه اوره آز 12 نمونــه اوره آز مثبــت و تعــداد 70کــه تعــداد 
نمونه هاي اثنـی    % 86نمونه هاي معده و     % 85منفی بدست آمد،    

ــد  ــده در جــدول  . عــشر اوره از مثبــت بودن ــایج بدســت آم  1نت
 .منعکس گردیده است2و

  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  

  بیمارستان4هاي جمع آوري شده از  توزیع فراوانی مطلق و نسبی اوره آز نمونه-1جدول 

 هاتعداد کلی نمونه درصد اوره آز منفی درصد اوره آز مثبت محل جمع آوري نمونه
 13 16 2 84 11 ستان امام خمینیبیمار

 49 21 10 79 39 بیمارستان مهر
 16 0 0 100 16 بیمارستان آبان
 4 0 0 100 4 بیمارستان سینا
 82 6/14 12 4/85 70 جمع

 

 
  توزیع فراوانی مطلق و نسبی زخم معده و اثنی عشر نسبت به تست اوره آز-2جدول 

 جایگاه زخم اوره آز منفی اوره آز مثبت

 درصد تعداد درصد تعداد

 تعداد کل

 53 1/15 8 85 45 معده
 29 8/13 4 86 25 اثنی عشر
 82 6/14 12 4/85 70 جمع
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براي مقایسه بین سه رنگ آمیزي فوشین، گـرم، گیمـسا و تـست            
 و (Sensitivity)اوره از بـــا روش کـــشت از تعیـــین حـــساسیت 

 ان ـشـت آمده ن استفاده نمودیم، نتایج بدس(Specificity)ویژگی 
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  

حساسیت، اختـصاصیت ، ارزش پیـشگوئی مثبـت و منفـی روش             
، %94،%100بــه ترتیــب رنــگ آمیــزي فوشــین نــسبت بــه کــشت 

ایـن مقـادیر بـراي رنـگ آمیـزي گیمـسا بـه         . بود% 100و  % 98,5
، %89اما براي رنگ آمیزي گرم % 67و % 94، %75، % 94ترتیب 

 

  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  

  
  

دهد که رنگ آمیزي فوشین بالاترین حساسیت را داشته می
و در مراحل بعدي تشخیص به ترتیب تست اوره،  %) 100(

-آمیزي گیمسا و رنگ آمیزي گرم قرار گرفتهرنگ 

  ).3جدول(اند
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  

حساسیت روش اوره آز به . برآورد گردید% 67و % 97، 87%
).4جدول(تعیین گردید% 97نسبت کشت 

 
باتوجه به آزمون 

آمیزي فوشین، گیمسا، گرم و اوره با ¬اختلاف نسبت در رنگ
.داري وجود ندارد¬کشت میکروبی اختلاف معنی

  

  
  
  

  

  
  
  
  
  
  
  
  
  
  

 یمسا و گرم و تست اوره ازاي کشت با رنگ آمیزي هاي فوشین، گ بررسی مقایسه-3  جدول 

 
    رنگ آمیزي و تست اوره آز تست اوره آز گرم گیمسا فوشین

 کشت
+  
 

- +  
 

- +  
 

- + - 

 جمع

+ 66 0 62 4 59 7 64 2 66 
- 1 15 4 12 2 14 6 10 16 

 82 12 70 21 61 16 66 15 67 جمع

 

 هاي تشخیصی در مقایسه با کشت میکروبی بررسی آنالیز آماري روش-4جدول 

 
  تست آماري (%)ارزش پیشگوئی

 تست تشخیصی
 (%)اختصاصیت (%)حساسیت

 مثبت منفی
 99 100 94 100 رنگ آمیزي فوشین
 94 75 75 94 رنگ آمیزي گیمسا
 97 67 87 89 رنگ آمیزي گرم

 91 83 62 97 تست اوره
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   و همکارانمحمد مهدي سلطان دلال
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 بحث
کنـیم، هماننـد سـایر      اي که مـا در آن زنـدگی مـی         در جامعه       

هـاي گوارشـی ناشـی از       کشورهاي دنیا بیماران مبتلا به نـاراحتی      
برند، این بیماران اغلـب بـه       عفونت با هلیکوباکترپیلوري رنج می    

پزشک مراجعـه نمـوده و در اتـاق آندوسـکوپی بـه علـت زمـان                 
ــولانی انکو ــی    ط ــشت میکروب ــاکترپیلوري از ک ــیون هلیکوب باس

-اســتفاده نکــرده و اغلــب از تــست اوره آز ســریع اســتفاده مــی 

 و تهــاجمی روش هــاي از مجموعــه اي). 12،11،5(شــود
 وجـود  هلیکوبـاکترپیلوري  وجـود   بررسـی  بـراي  غیرتهاجمی

 که است روشی اوره تنفسی تست روش ها، این بین از .دارد
 مـولفین  .اسـت  برخـوردار  قبـولی  بلقا ویژگی و حساسیت از

 متفـاوت  روش هـاي  مقایـسه  بـراي  خـود  مطالعـه  در اسپانیایی
 کـه  رسـیدند  نتیجـه  این به پیلوري هلیکوباکتر براي تشخیصی

 درصـد  60 وویژگـی  درصـد  75 حـساسیت  اوره تنفسی تست

 ویژگی و تشخیصی حساسیت ستانه آ حد در تغییر با اما دارد،
    ).14( میرسد درصد 90 به

Salah     نمونه بیوپـسی را مـورد   49، 1989 و همکاران در سال 
 درصـد و  62مطالعه قـرار دادنـد کـه حـساسیت اوره آز برابـر بـا             

 و همکــاران نیــز در ســال Wang). 15( درصــد بــود 93ویژگــی 
 نمونه بیوپسی را مـورد آزمـایش قـرار دادنـد     121 به تعداد    1990

 درصد بـود  96 و ویژگی  درصد 95که حساسیت اوره آز برابر با       
)16.(  

 نمونه بیوپـسی حـساسیت و ویژگـی اوره    82یافته هاي ما طی         
 و  Wangایـن نتـایج بـا       .  درصد بود  62 و   97آز به ترتیب برابر با      

Salah     تـوان بـه عنـوان یـک      نزدیک است و تست اوره آز را می
تست خوب در اتاق آندوسکوپی و تشخیص سریع باکتري موثر           

 که تست اوره آز با تعـداد کمـی از بـاکتري در نمونـه            چرا. باشد
 نمونــه Wang ، 121 ). 16،15(توانــد مثبــت شــود بیوپــسی مــی

بیوپسی را با رنـگ آمیـزي گـرم و مـشاهده زیـر میکروسـکوپ                
 درصد را بدست 100 درصد و ویژگی 95پرداخت که حساسیت 

فـاوت  آورد که از نتایج ما بالاتر و بیشتر است ولی از آنجائیکه ت            
تـوان از  آماري معنی داري بین نتایج روش ها وجـود نـدارد، مـی    

آمیزي گرم نیز به عنوان یک تست تشخیص مـوثر اسـتفاده            رنگ
  .کرد

  
  

  
  

Pinkard نمونـــه بیوپـــسی را 70، 1985 و همکـــاران در ســـال 
توسط دو نوع آزمایش، رنگ آمیزي گرم و کـشت میکروبـی            

 درصد بـا رنـگ آمیـزي     62مورد بررسی قرار داد از این تعداد        
ــاکترپیلوري را   ــود و هلیکوب گــرم و کــشت میکروبــی مثبــت ب

 نمونـه  82، در مطالعه مـا نیـز طـی بررسـی     )17(مشاهده کردند  
ها بـه هنگـام دیـد مـستقیم بـا رنـگ        درصد نمونه 4/74بیوپسی  

 درصد در محیط کشت هلیکوبـاکتر       5/80آمیزي گرم مثبت و     
  .شناسائی شد

 94 درصـد و ویژگـی       100رنگ آمیزي فوشین با حساسیت          
درصد بهترین رنگ آمیزي مـشاهده شـده در مقابـل دو رنـگ            
آمیزي گرم و گیمسا است و رنگ آمیزي گیمسا بـا حـساسیت    

 درصد در مقابل رنگ آمیـزي گـرم بـا           75 درصد و ویژگی   94
 درصد بهتر بود، بنـابراین در       87 درصد و ویژگی     89حساسیت  

تشخیص هلیکوبـاکترپیلوري بـر مبنـاي رنـگ آمیـزي ، رنـگ              
  .آمیزي فوشین و گیمسا مناسب تر هستند

  نتیجه گیري
باتوجه به آزمون اختلاف نسبت در رنگ آمیـزي فوشـین،                

 و گرم و اوره با کـشت میکروبـی اخـتلاف معنـی داري      گیمسا
و تمامی این روش ها می توانند براي تشخیص به  وجود ندارد

کار روند ولی روش رنگ آمیزي فوشـین بـه علـت حـساسیت             
  بالا و ارزان بودن پیشنهاد می گردد

   و قدردانیتشکر
 این مقاله نتیجـه طـرح تحقیقـاتی مـصوب دانـشگاه علـوم                    

و خدمات بهداشتی درمانی تهـران بـه شـماره قـرارداد            پزشکی  
  . می باشد 9/12/89مورخ 11731
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16- Wang WM. Evaluation of urease test, gram test, culture, 
and histology in the detection of Helicobacter pylori. Taiwan-
I-Hsueh- Hui- Tse- Chih. 1990 Aug; 89 (8): 638-646. 
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