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    چكيده

 ارتباط بين حضور هليكوباكتراحتمال وجود  يلوري در آن به علت هيپرتروفي،پ رو احتمال استقرار هليكوباكت ميزان بالاي جراحي برداشتن لوزه: زمينه
  . كندرا مطرح ميپيلوري در لوزه و هيپرتروفي مزمن 

  .يلوري در نمونه لوزه بيماران مبتلا به هيپرتروفي لوزه انجام شدپ هليكوباكتر مطالعه به منظور تعيين فراواني :هدف
كننـده بـه بيمارسـتان    مراجعـه نمونه پارافينه تهيه شده از لوزه بيماران مبتلا به هيپرتروفي لوزه  103وصيفي بر روي اين پژوهش ت :هامواد و روش

    يلـوري بـا روش  پ هليكوبـاكتر از نظـر وجـود    DNA هـا پـس از اسـتخراج   تمام نمونه .ام شدانج 1389 تا تير 1388ارديبهشت  قدس شهر قزوين از
real-time PCR  شدندبررسي.  

  .يافت شديلوري پ هليكوباكتر  DNA)35/21(%مورد  22، دربررسي نمونه مورد 103از  :هايافته
از  تواند به عنـوان يكـي  وري مييلپ رسد هليكوباكترنيست، به نظر مي لوزهاز آنجاكه هليكوباكتر جزء فلور طبيعي  ها وبا توجه به يافته :گيرينتيجه

  .علل هيپرتروفي لوزه مطرح شود
  
  التهاب مزمن لوزه پيلوري، هليكوباكتر، لوزههيپرتروفي  :هاليدواژهك
  

  

  :مقدمه 

) آدنوتونسـيلكتومي (برداشتن لوزه حلقـي  به طور كلي      
ي فوقاني به دنبال يداد راه هوابه شكل اوليه مربوط به انس

 م خروپـف، ي ـكه خود را با علا استي لوزه حلقهيپرتروفي 
مـزمن، نظيـر    يا شرايط عفونتو  وقفه تنفسي حين خواب
م انسـداد  ي ـعلا .دهـد مـي ها نشان عفونت عودكننده لوزه

لـوزه  دهنده ميـزان هيپرتروفـي   ي كه نشانيشديد راه هوا
 است، شامل خروپف شديد، خواب آلودگي طـي روز، ي حلق

  )1(.ادراري است در رشد و احتمالاً شباشكال 

خميـده،   ،يك باكتري گـرم منفـي   هليكوباكتر پيلوري     
 ، زخـم التهـاب معـده  كوچك و اوره آز مثبت است كـه بـا   

بافت لنفاوي همـراه موكـوس    ومعده، آدنوكارسينوم معده 
كـه ايـن   انـد  دادههاي اخيـر نشـان   همطالع )2(.مرتبط است

، آنشـيره   در معـده و  باكتري قادر بـه تهـاجم و اسـتقرار   
بـه   با توجه) 4و3(.موكوس ناحيه دهاني و بزاق بيماران است
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هـاي  تحريـك واكـنش  ها و وجود سيستم لنفاوي در لوزه

، قرار هليكوبـاكتر در موكـوس گوارشـي   التهابي پس از است
تحريـك  در هيپرتروفي به وسيله التهاب لوزه  امكان ايجاد

براي تشخيص  هاي متعدديروش. ژن باكتري وجود دارد
ترين مهمهاي باليني وجود دارد كه ازاين باكتري در نمونه

 Real-time PCRو  PCR،  تـوان بـه كشـت   ها مـي نآ
  )5(.اشاره كرد

در بافـت لـوزه   يلوري حضور هليكوباكتر پ ارتباط با در     
انجام مطالعه . هاي متناقضي گزارش شده استي يافتهحلق

كـودك   20لوزه حلقي و  لوزه ه بافتنمون 30رويبر شده 
، (RUT)آزمـون اوره آز سـريع   با استفاده از ساله  10تا  2

داراي حساسيت  PCRآزمون نشان داد كه  PCRو  كشت
سريع  اوره آز آزمونكه  در حالي ؛بودصد در 100ويژگي  و

دقـت  در تشخيص اين باكتري در مناطق خـارج از معـده   
   )6(.شتداتري كم

هـاي  درصد از نمونـه  48كه ديگري نشان داد  مطالعه     
هـاي  ز نمونـه درصـد ا  24علت التهاب و جدا شده به لوزه 

يلـوري  حـاوي هليكوبـاكتر پ   )گـروه شـاهد  (فاقد التهـاب  
   )7(.بودند
مونـة  ن 101 ديگـري بـر روي   با ايـن وجـود مطالعـه        

 كـودك بـا   62حاصل از جراحي بافت لوزه و لـوزه حلقـي   
هاي اوره آز سـريع، ايمونوهيستوشـيمي،   آزمون استفاده از
نشـان   vacAجهت تشخيص ژن  PCR-DEIAفيش و 

تواند به عنوان مخـزن خـارج   نميي د كه بافت لوزه حلقدا
 )8(.معدي اين باكتري تلقي شود

ي بـا نتـايج   هـاي نظر به وجود ابهام گسترده و گـزارش      
هليكوبـاكتر  هدف تعيين فراواني  مطالعة حاضر با، مختلف
  بـه روش  ،مـزمن در بيمـاران دچـار التهـاب لـوزه      پيلوري

Real-Time PCR انجام شد.   
  
  :هامواد و روش 

تا تيـر   1388توصيفي كه از ارديبهشت  در اين مطالعه     
كـه   زهول بيمار مبتلا به هيپرتروفي 103 انجام شد، 1389
، در بيمارستان قدس هاي شايع برداشتن لوزهشاخصبنابر 

جراحي قرار گرفته بودند، بـه  عمل شهر قزوين تحت اين 
سي وارد مطالعـه  طور اتفاقي و بدون محدوديت سني و جن

ــدند ــي  . ش ــه ط ــاراني ك ــي  2بيم ــل از جراح ــه قب         ،هفت
عـده مصـرف كـرده    يا داروي كاهندة اسـيد م بيوتيك آنتي

داشـتند، از مطالعـه خـارج    نيـاز  برداشتن لـوزه  به بودند يا 
  .شدند
تمامي بيماران پس از توضـيح روش كـار بـا رضـايت          

  .شخصي وارد مطالعه شدند
هوشـي  بيمار تحت بياحي برداشتن لوزه طي عمل جر     

عمومي قرار گرفت و دهان بيمار با گذاشتن وسـيلة عبـور   
و  بيمـار جـدا    يهـا سپس لوزه .باز شد (Davis gag)هوا 

در محلــول نرمــال ســالين اســتريل قــرار داده شــد و بــه 
پارافينـه  لوزه  از نمونه. دشناسي منتقل شآسيبآزمايشگاه 

  . بلوك تهيه شد، شده
هـا نمونـة بيوپسـي    زدايي از اين بلوك پارافينپس از      

بـا   DNAميكروليتـر بـافر اسـتخراج     400و در شـد  جدا 
) ليتـر گرم در ميليميلي K )10استفاده از محلول پروتئيناز 

كلروفورم و بافت با استفاده از روش فنل DNA .شدهضم 
حاصـل بـا ايـن روش معـادل      DNAمقدار  .داستخراج ش

  .نوگرم بودنا 10±200
عبارت بودنـد   پرايمرهاي مورد استفاده در اين تحقيق     
ــاران    :از ــوآ و همك ــتفاده بوروك ــورد اس ــاي م               )9(پرايمره

ــ ــو ه بــــ ــه جلــــ ــر رو بــــ ــورت پرايمــــ                                  و صــــ
 FAMAAGGTAGGTGAAAATTCCTC-’5 آشكارگر

CTACCBHQ1HEGGGACCACGGGGTCTTT-3’ 
  . ’TGCGAAATTCCTTGTCGG-3-’5پرايمر برگشت و

    PCR  با استفاده ازPremix EX Taq  تاكارا از شركت
(Takara) واكنش . انجام شدPCR    25در حجـم نهـايي 
اسـتخراج شـده از    DNAميكروليتـر   5حاوي  ميكروليتر،

 8/0پرايمـر برگشـت و    ازميكرومـول   1/0، نمونه بيوپسي
  .رفت بود 23Sscميكرومول از پرايمر 

بــا انجــام  و همكــاران تكثيــر مطــابق روش بوروكــوآ     
  ABI Prism 7500 دستگاه كارگيري دره براي ب تغييرات لازم

Sequence Detection System) (Applied Biosystem   انجـام 
 ـيـك   )9(.شد  در (Denaturation) اوليـه  واسرشـت  همرحل
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دنبـال   نيه و بـه ثا 15گراد به مدت سانتي هدرج 95دماي 

ــه   50آن  ــت اولي ــيكل واسرش ــاي در   س ــ 95دم    هدرج
 ـ 15گراد به مدت سانتي  اتصـال بـه پرايمـر    هثانيه و مرحل

(Annealing)  34گراد به مدت سانتي هدرج 55 دمايدر 
 هدرج ـ 72دمـاي  در  (Extension) گسترش هثانيه و مرحل

  .   ثانيه انجام شد 20گراد  به مدت سانتي
كانال  4براي هر ه اتصال به پرايمر رحلفلورسنت در م     

 Collect dataو Auto collect dataهگزينو با انتخاب 

at annealing سيكل آستانه . خوانده شد(CT)  براي هر
ز حـد  كانال به عنوان تعداد سيكلي كه در آن فلورسانس ا

  .دآستانه گذر كند، محاسبه ش
ه كنترل مثبت استخراج، با مشخص شدن يـك قطع ـ      
بـا  وگلوبين با اسـتفاده از كانـال سـايبرگرين و    هم -βژن 

ــتفاده از پرايمرهــــــــــــاي  - BGLO1اســــــــــ

5’ACACAACTGTGTGTTCACTAGC - 3’ و 
BGLO2 5’- CAACTTCATCCACGTTCACC-3’ 
  .حاصل شد

ميكروليتر  5/12ديگر شامل اين آزمايش در يك لوله      
 ميكروليتـر  5 ،)ژاپن( شركت تاكارا Premix EX Taqاز 
ميكرومـول از   25/0استخراج شـده از بيوپسـي،    DNAاز 

بـا  سايبرگرين سـيگما   X5/0اليگونوكلئوتيدهاي پرايمر و 
گراد به مـدت  سانتي هدرج 95يك سيكل در دماي برنامه 

 هدرج ـ 95سـيكل در دمـاي    40ثانيه و بـه دنبـال آن    10
گراد سانتي هدرج 55ثانيه، در دماي  5گراد به مدت سانتي

گراد به مـدت  سانتي هدرج 72ثانيه و در دماي  3به مدت 
  . ثانيه انجام شد 10

  
  :هايافته 

ــدا روش       ــر  real-time PCRابت ــاكتر روي ب هليكوب
انجام و فرآينـد آزمـايش تثبيـت     ATCC 26695 پيلوري

گيـري مقـدار   منحني استاندارد مربوطـه بـراي انـدازه   . شد
DNA 1دار شماره نمو(شد  در يك نمونه ناشناخته رسم .(

و كـارآيي   996/0ضريب رگرسيون خطي در اين آزمايش 
PCR  نمونـه بيوپسـي لـوزه     103از  .درصد بـود  99برابر

 DNA) درصـــد 35/21( مـــورد 22مـــورد بررســـي، در 

 هايمنحني تكثيري رقت .هليكوباكتر پيلوري يافت شد
نمـودار  ( ارائه شده استمختلف استانداردهاي اين آزمون 

   ).2شماره 
  

  دمنحني استاندار -1نمودار 
  

  
       
       

  فلورسنت رقيق شده استاندارد از  -2نمودار 
  1×102تا  1×105

   

  
  

قســمتي از ژن  PCRنتيجــه محصــولات حاصــل از      
SrRNA23 ــاكتر پ را ــوريدر ســويه اســتاندارد هليكوب  يل

ATCC 26695 بـه عنـوان   ايـن سـويه   (دهـد  نشان مي
  ).1شكل شماره ) (ستشده ا استفادهكنترل 
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  الگوي الكتروفورز محصولات -1شكل

Scorpion real-time PCR از به ترتيب در ژل آگاروز  
هاي مثبت بيماران و نمونه ،-كنترل ،+كنترل :سمت چپ 

100bp Ladder    

  
  

  :گيريبحث و نتيجه 

هاي لوزه به دسـت  نشان داد كه در نمونهمطالعه اين      
ار هيپرتروفـي لـوزه،   ران دچ ـبيمـا زه ز برداشـتن لـو  آمده ا

  .يلوري از شيوع بالايي برخوردار بودهليكوباكتر پ
 هليكوباكتر پيلوريهاي متعددي براي تشخيص روش     

  هـا  تـرين آن وجـود دارد كـه از مهـم   هاي باليني در نمونه
. اشاره كرد Real-time PCRو  PCRتوان به كشت، مي

مايشگاهي شناسايي اين ترين روش آزترين و دقيقحساس
در . اسـت  Real-time PCR باكتري پس از كشت، روش

بـه   Scorpion Real-time PCR روشاز  اين پـژوهش 
بيمـاران  ر لـوزه  د هليكوباكتر پيلوريمنظور ارزيابي وجود 

از  استفاده شد ولوزه و التهاب لوزه مزمن  دچار هيپرتروفي
ايـن  ، يسـت آنجا كه اين باكتري جزء فلور طبيعـي لـوزه ن  

به دست آمده  هاي لوزهمطالعه مبين آن است كه در نمونه
لـوري  ي، هليكوبـاكتر پ از بيماران مبتلا به هيپرتروفي لـوزه 

 هاي متعـددي در مـورد ارتبـاط    گزارش. داردع بالايي شيو
كوسانو . مزمن وجود داردو التهاب لوزه  هليكوباكتر پيلوري

كـه هليكوبـاكتر    گزارش كردند مطالعه خوددر  و همكاران
قادر به رشد در محيط كشـت   ت لوزهپيلوري موجود در باف

در مطالعـه خـود    با اين وجود پاوليـك و همكـاران  . نيست
 از بافـت لـوزه    موفق به كشت دادن هليكوبـاكتر پيلـوري  

  )11و10(.شدند
در مطالعـه خـود بـا اسـتفاده از      و همكـاران  جلاويك     

  تـا   4 كـودك  77هـاي لـوزه   شت نمونـه و ك RUTروش 

مخـزن مناسـبي    ه لـوزه ساله به اين نتيجه رسـيدند ك ـ 14
ه افت ـينيست كه ايـن  در كودكان  هليكوباكتر پيلوريبراي 

  )12(.تحاضراس همخالف نتايج مطالع
و همكـاران بـه روش   انـور  اي كـه توسـط   در مطالعه     

CLO-test  89/57(بيمـار   11بيمار انجام شـد،   19روي 
نفـر   8و مثبـت  ود هليكوبـاكتر پيلـوري   از نظر وج) درصد

كـه   اين باكتري منفي بودنـد از نظر وجود  )درصد 11/42(
 لوزه دهنده استقرار قابل توجه هليكوباكتر پيلوري درنشان
  )13(.دخواني دارهاي مطالعه حاضر همو با يافته است
  PCRبه روش كه خود  هو همكاران در مطالعيراك ش     

بيمار  23لوزهدر نمونة يلوري پكتر جهت جستجوي هليكوبا
وجـود  ايـن بـاكتري   ) درصـد  30(بيمار  7 در انجام دادند،

 cag-Aداراي ژن ) درصد 71(نفر  5تعداد  و از اينداشت 
 PCRبـه روش  اي نيز مطالعه و همكارانبولوت  )14(.بودند

بـين   هليكوباكتر و يافتن ارتبـاط  cag-Aجهت يافتن ژن 
. انجـام دادنـد  رتروفي لوزه حلقـي  وجود اين باكتري و هيپ

نتيجـه گرفتنـد كـه وجـود ژن مـذكور بـا ايجـاد و         هاآن
نتـايج دو  مرتبط است كـه  لوزه حلقي  پيشرفت هيپرتروفي
  )15(.تهمخوان اسحاضر مطالعه هاي مطالعه اخير با يافته

و  RUTاي كه بـه روش  در مطالعه ايگور و همكاران     
PCR  ي لـوزه  هـا نمونـه ر جهت جستجوي هليكوبـاكتر د 

داري بين وجـود ايـن بـاكتري و    ارتباط معنيانجام دادند، 
پيدا نكردند كه مزمن و هيپرتروفي لوزه حلقي  التهاب لوزه
  )16(.حاضراست همطالعمخالف نتيجه  اين يافته

تواند به علت هاي مختلف ميهتفاوت بين نتايج مطالع     
بـراي  . باشـد تفاوت در دقت و اختصاصي بودن روش كار 

هاي سرولوژي حساسيت و و ساير روش RUTروشمثال، 
ــاكتر پ  ــخيص  هليكوب ــي لازم را در تش ــه ويژگ ــوري ب يل

هــاي در نتيجــه پاســخ. ندارنـد ط لــوزه در محــيخصـوص  
توان به توانايي پـايين  را ميضر امطالعه ح نتايج متفاوت با

با توجه به حساسيت و ويژگـي   .نسبت دادها روش كار آن
مقايسه  درScorpion real-time  PCRروشبالاي  بسيار

بـه  ، )9(همكاران و بوروكوآآزمايشگاهي هاي روشبا ساير 
از اعتبار  حاضر طالعهرسد نتايج به دست آمده در ممينظر 
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بعـدي و   هـاي همطالعبا تواند كه مي بالايي برخوردار باشد

ه ايـن يافت ـ يد تأي. يد قرار گيردمورد تأيتر مقياس بزرگ در
از طريـق درمـان   د برداشـتن لـوزه را   كاهش موارتواند مي
  . يلوري به دنبال داشته باشدكوباكتر پبيوتيكي ضد هليآنتي

  
  :گزاريسپاس 

ي قـزوين بـه   پژوهشي دانشگاه علوم پزشكشوراي از      
دوره تحقيقـاتي  نامـه  پايـان ايـن  علت پشـتيباني مـالي از   

اكبري بـراي در  آقاي دكتر پـور ي پزشكي عمومي و ادكتر
تشـكر  اختيار گذاشتن سويه استاندارد هليكوباكتر پيلـوري  

  . شودمي
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