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   مقاله پژوهشي  دانشكده پزشكي اصفهانمجله 

 23/12/89: تاريخ پذيرش         17/6/89: تاريخ دريافت  1390فروردين ماه  دومهفته /126شماره /سال بيست و نهم
  

به منظور شناسايي TaqMan هاي اختصاصي آلل  و پروب Real-time PCRاستفاده از روش 

   اي مقاومت به كلاريترومايسين در هليكوباكتر پيلوري هاي نقطه جهش

  

  2، نگار صعود3دوستي ، دكتر عباس2، صادق قرباني داليني1دكتر محمد كارگر
  
  

  خلاصه

. روز زمان نياز دارد 14تا  10بيوتيكي آن به  هاي حساسيت آنتي هليكوباكتر پيلوري يك ارگانيسم مشكل پسند و كند رشد است كه انجام تست :مقدمه

. باشدبيوتيكي در اين باكتري  مقاومت آنتياي  هاي نقطه زمان جهش تواند جايگزين دقيق و مناسبي براي شناسايي هم هاي مولكولي مي استفاده از روش

 .بود Real-time PCRاي مرتبط با آن با استفاده از روش  هاي نقطه هدف از اين پژوهش ارزيابي مقاومت به كلاريترومايسين و جهش

بيوپسي تهيه شده از بيماران مراجعه كننده به بيمارستان هاجر شهركرد انجام  ي نمونه 200توصيفي بر روي  -اين مطالعه به صورت مقطعي :ها روش

 ي در مرحله. وجود هليكوباكتر پيلوري تشخيص داده شد) PCR(اي پليمراز  و واكنش زنجيره) RUT( آز سريع هاي اوره در ابتدا با استفاده از روش. شد

هاي اختصاصي مورد  اي مرتبط با آن با استفاده از پروب هاي نقطه ريترومايسين و جهشمقاومت به كلا ،Real-time PCRبعد با استفاده از روش 

 .ارزيابي قرار گرفت

 59حساس و ) درصد 2/64(نمونه  105هليكوباكتر پيلوري شناسايي گرديد كه  )درصد 82( نمونه 164هاي مورد بررسي، در  از مجموع نمونه :ها يافته

، A2144Gاي  هاي نقطه موتاسيون ،هاي مقاوم شناسايي شده در بين سوش. بيوتيك كلاريترومايسين بودند مقاوم به آنتيآن ) درصد 98/35( ي نمونه

A2143G ،A2143C  وA2142G  مقاوم، ) درصد 47/8( ي نمونه 5اما در . را داشتند 19/12و  15/9درصد،  85/15درصد،  44/2به ترتيب فراواني

) درصد 76/9(نمونه  16تنها داراي يك ژنوتيپ و ) درصد 17/23(نمونه  38هاي داراي مقاومت،  در بين سويه. شناسايي نشدها  هيچ كدام از اين ژنوتيپ

 .ها بودند داراي مخلوطي از ژنوتيپ

پيلوري و انواع به صورت مستقيم توانايي شناسايي هم زمان هليكوباكتر  Real-time PCRنتايج اين پژوهش نشان داد كه تكنيك  :گيري نتيجه

 .هاي بيوپسي دارد در كمترين زمان در نمونه را مقاومت به كلاريترومايسين

  .Real-time PCR، اي هاي نقطه هليكوباكتر پيلوري، كلاريترومايسين، جهش :كليدي واژگان

  

  مقدمه

 در كـه  اسـت  يمنف گرم يباكتر كيهليكوباكتر پيلوري 

ــا مســتقر  انســان ي معــده ــه ــد و اهموشــ يم آن در  تي

آن در   ي نقش بالقوه ليدستگاه گوارش به دل يها يماريب

گوارش اسـت   يمجرا يقسمت فوقان يها يماريب جاديا

 و اسـت التهاب مزمن معده  يعامل اصل يباكتر نيا. )1(

 بـه . دارد ارتبـاط معده و دوازدهـه   يها زخم ي با توسعه

معـده و   ينومايآدنوكارس ـ بـروز  عوامـل  از يك ـي علاوه

   يوابسـته بـه بافـت لنفـاو     يمخـاط  B يهـا  لنفوم سلول

)B-cell mucosa-associated lymphoid tissue 

lymphoma ( است)2- 3( .  

ــان     ــط درمــ ــين خــ ــر اولــ ــال حاضــ در حــ

روز  7دارويـي بـه مـدت     3درمان ، هليكوباكترپيلوري

براي درمان هليكوبـاكتر پيلـوري    به طور معمول. است

هـاي   ي مهـار كننـده   از دسـته از يك تركيب ضد اسـيد  

 )PPIيــا  Proton Pump Inhibitors(پمــپ پروتــون 

 ي دسـته  يا و مانند امپرازول، لانزوپرازول و پنتوپرازول

يمتيدين، رانيتيـدين،  اماننـد س ـ  H2هـاي   ممانعت كننده
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ــا دو      ــك ي ــا ي ــراه ب ــاتيدين هم ــدين و روكس فوماتي

يـا   و سـيلين  آموكسـي كلاريترومايسـين،  (بيوتيـك   آنتي

هـاي   عفونـت . )4-5( شـود   ه مـي اسـتفاد ) مترونيدازول

با استفاده از رژيم سه  2001هليكوباكتر پيلوري تا سال 

هـاي اصـلي آن    بيوتيـك  دارويي رايج كه يكـي از آنتـي  

قابـل   درصـد  90 شـد تـا   كلاريترومايسين محسوب مي

  . )3( ددرمان بو

بـه  نسـبت  تر پيلـوري  اما ظهور مقاومت هليكوبـاك 

ــاهش    ــب ك ــين موج ــأثيركلاريترومايس ــاني و  ت درم

بسـياري از  . )3(شـد   ايـن دارو محدودتر از  ي استفاده

 50كه در بعضي از موارد تـا   ستا  مطالعات نشان داده

بـه  نسـبت  هـاي هليكوبـاكتر پيلـوري     درصد از سـويه 

هسـتند كـه ايـن امـر موجـب      مقـاوم  كلاريترومايسين 

امـروزه  . )6(شـود   درمان مـي  شدن طول مدتطولاني 

 ،اشتباه از ماكروليـدها  ي كه استفادهاست شده  مشخص

منجــر بــه ايجــاد و افــزايش  ،بــه ويــژه اريترومايســين

 .)6( شود به كلاريترومايسين مينسبت مقاومت 

ــل اصــل  ــت بــه كلار  يعام در  نيســيترومايمقاوم

بـه قسـمت    دهاي ـهليكوباكتر پيلوري عدم اتصال ماكرول

23S rRNA كـه  بيترت نيبه ا. است ييايباكتر بوزومير 

 اي ـ ونيلاس ـيمت ي لهيوس ـ بـه  كي ـوتيب  يآنت هدف گاهيجا

 ي هي ـدر ناح يا نقطـه  يخود بـه خـود   يها وقوع جهش

 23S rRNAژن  V نيترانسـفراز واقـع در دوم ـ   ليديپپت

 يانقطــــه يهــــاجهــــش. )4( كنــــد يمــــ رييــــتغ

A2142G،A2143G   وA2142C يها جهش نيترعيشا 

ماننـد   گـر يد يهـا  جهـش  نيهمچن. هستندگزارش شده 

A2115G ،G2141A  و T2717C به ندرت گزارش  زين

 .)7(اند  شده

 مقاومـت  نيـي تع يدر حال حاضر روش متداول بـرا 

 اسـتفاده  يمبنا بر نيسيترومايكلار به پيلوري هليكوباكتر

 ـ و آگار در انتشار يها روش از مشـكل  . اسـت  E-test اي

 ـ يبر بودن، وابسـتگ زمان شده ادي يها روش ياصل  شيب

 هـا آننبـودن   ريو تكرارپذ شگاهيآزما طياز اندازه به شرا

 ـن بـدون  و رنديتكرارپذ يمولكول يها اما روش. است  ازي

 ـارز امكـان  يبـاكتر  كشـت  به  يهـا  نمونـه  ميمسـتق  يابي

پــژوهش،  نيــا انجــامهــدف از . )8( دارنــد را يوپســيب

 يبــه منظـور بررس ــ Real-time PCRاده از روش اسـتف 

مرتبط  يا نقطه يها و جهش نيسيترومايمقاومت به كلار

  .بودبا آن 

  

  ها روش

پس از كسب موافقـت   توصيفيو  مقطعي ي طالعهماين 

كتبـي   ي نامه اخلاق پزشكي دانشگاه و رضايت ي كميته

بيوپسي تهيـه شـده از    ي نمونه 200بر روي  ،از بيماران

مركــز بــه  1388ي كــه از خــرداد تــا آذر ســال بيمــاران

مراجعـه كـرده    بيمارستان هـاجر شـهركرد  اندوسكوپي 

 .انجام شد بودند،

بـا اسـتفاده از كيـت     ،آز سـريع  در ابتدا آزمون اوره

Gastro urease  انجــام  ،ســاخت شــركت بهارافشــان

هـا بـه مركـز تحقيقـات بيوتكنولـوژي       گرديد و نمونـه 

ــل   ــهركرد منتق ــدانشــگاه آزاد اســلامي واحــد ش . دش

بر اساس دستورالعمل كيت اسـتخراج   DNAاستخراج 

DNA ساخت شركت سيناژن انجام شد .  

جفت  109 ي قطعه كي ريبه منظور تكث PCRآزمون 

 ـتأ يبـرا  16S rRNAژن  يباز  كوبـاكتر يحضـور هل  ديي

 HP-2و  HP-1 يمرهـا يبا اسـتفاده از جفـت پرا   يلوريپ

سـاخت   كلريو با استفاده از دستگاه مسترسـا ) 1جدول (

 يوپس ـيب يهـا  نمونـه  يتمـام  يبر رو ،شركت اپندورف

 25 ييهـدف در حجـم نهـا    ي قطعه ريتكث. ديانجام گرد

بـا   MgCl2الگـو،   DNA تـر يكروليم 2 يحاو تريكروليم

 dNTPs ،2/0 كرومـول يم 2/0مـولار،  يل ـيم 5/1غلظـت  

ــيم ــدام از پرايل ــول از هرك ــايم ــد  1و  مره  DNAواح
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  مطالعهتوالي اليگونوكلئوتيدهاي مورد استفاده در اين  .1جدول 

 هدف (′3→′5) قطعه  پروب/پرايمر

HP-1 CTGGAGAGACTAAGCCCTCC 
16S rRNA 

HP-2 ATTACTGACGCTGATTGTGC 

HP23S-1 CCACAGCGATGTGGTCTCAG 23S rRNA 
HP23S-2 CTCCATAAGAGCCAAAGCCC 

Pwt Cy5-GGGGTCTTTCCGTCT-BHQ2 Wild type 
P44G TAMRA-GGTCCTTCCGTCTTG-Dabcyl A2144G 
P43G TET-GGTCTCTCCGTCTTG-Dabcyl A2143G 
P43C HEX-GGTCTGTCCGTCTTG-Dabcyl A2143C 
P42G FAM-GGTCTTCCCGTCTTG-Dabcyl A2142G 

 
شـده   ادي ـ يگرهاواكنش يتمام( Smar Taq مرازيپل

 ـانجـام گرد ) ناژنيساخت شركت س ـ  ييدمـا  طيشـرا . دي

PCR  95 يدر دمــا ييواسرشــت ابتــدا قــهيدق 5شــامل 

ــه ــانت ي درج ــراد يس ــه گ ــامل  30 ،و در ادام ــه ش چرخ

، اتصـال  گراد يسانت ي درجه 95 يواسرشت شدن در دما

 72 يو گسترش در دما گراد يسانت ي درجه 58 يدر دما

انجـام   قـه يدق 1هر كـدام بـه مـدت     گراد يسانت ي درجه

 گراد يسانت ي درجه 72 يدر دما قهيدق 5 سپسگرفت و 

 ـانجـام گرد  ييقرار داده شد و گسـترش نهـا    سـپس . دي

درصـد و   5/1با استفاده از ژل آگارز  افتهي ريتكث ي قطعه

  .ديمشاهده گرد ديبروما وميديبا ات يزيرنگ آم

ــون  ــت   Real-time PCRآزم ــتفاده از جف ــا اس ب

ــاي  ــروب HP-23S-2و  HP23S-1پرايمره ــاي  و پ ه

گــزارش  P43Cو  Pwt ،P44G ،P43G ي تغييــر يافتــه

بـه منظـور بررسـي     )9(و همكـاران   Pinaشده توسط 

هاي  هاي مقاوم داراي جهش هاي حساس و سويه سويه

A2144G ،A2143G  وA2143C همچنـين  . انجام شد

، با استفاده از تـوالي ژن  A2142Gبراي بررسي جهش 

23S rRNA )GenBank accession no. U27270( ،

 ).1جدول (طراحي گرديد  P42Gپروب 

در حجم نهـايي   TaqMan real-time PCRواكنش 

 200الگــو،  DNAميكروليتــر  2ميكروليتــر حــاوي  25

 واحـد  MgCl2 ،5/1مـول   ميلـي  dNTP ،1/0مول  ميلي

DNA مراز  پليSmar Taq ،2/0 مول از هركدام از  ميلي

و  Pwt ،P44G ،P43G ،P43Cهـاي   پرايمرها و پروب

P42G  75/0و  1/0، 1/0، 2/0، 1/0به ترتيب با غلظت 

ــي ــد ميل ــول انجــام گردي ــتگاه  . م ــنش در دس ــن واك   اي

Rotor-Gene 6000 )Corbett Research, Australia (

ــا شــرا ــا طيو ب ــدا ييدم  95در  ييواسرشــت شــدن ابت

 45 ،ادامـه  در و قـه يدق 5بـه مـدت    گـراد  يسانت ي درجه

 ـثان 30به مدت  گراد يسانت ي درجه 95چرخه شامل   و هي

 ـثان 40به مدت  گراد يسانت ي درجه 58 . دي ـگرد انجـام  هي

كنتـرل   شيبار تكرار و در هر بار آزما 3ها واكنش يتمام

اطلاعـات بـه دسـت    . شد انجام زين يمثبت و كنترل منف

 ي نسـخه  rotor-gene 6000افـزار   نـرم  ي لهيآمده به وس

 بـه  جيبـا اسـتفاده از نتـا    تيدر نها. ديپردازش گرد 7/1

كه مقدار فلورسـانس   ياچرخه( CT ري، مقادآمده دست

  .دشمحاسبه ) روديم بالاتر نهياز مقدار زم

  

  ها يافته

 ـيب يهـا  نمونه در يلوريپ كوباكتريهل ييشناسا  بـر  :يوپس

ــون اوره ــاس آزم ــراس ــه 200از  ع،يآز س ــورد  ي نمون م

 جينتـا . بودآز مثبت اوره) درصد 82(نمونه  164مطالعه، 

 PCRآز مثبت و  اوره يوپسيب يها نمونه DNAاستخراج 

 109بانـد  ) درصد 100(ها  آن يدر تمام 16S rRNAژن 

 ). 1 شكل(هليكوباكتر پيلوري را نشان داد  يجفت باز
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 16S ژن PCR از حاصل بازي جفت 109 ي قطعه .1 شكل

rRNA رديف. پيلوري هليكوباكتر حضور تأييد منظور به M سايز 

 4-2 رديف مثبت، كنترل 1 رديف بازي، جفت 100 ماركر

  .منفي كنترل 5 رديف مثبت، هاي نمونه

 

ــيتع ــرز ني ــد م ــون  CT يح : Real-time PCRدر آزم

ــي   ــانس در ط ــدار فلورس ــرات مق ــه در  45تغيي چرخ

 Rotor-geneهاي مختلـف دسـتگاه ترموسـايكلر     كانال

ــرار گرفــت ــابي ق ــه 164از . مــورد ارزي مــورد  ي نمون

ــي، در  ــورد  143بررسـ ــد 2/87(مـ ــزايش ) درصـ افـ

هـا مشـاهده شـد كـه      فلورسانس تنها در يكي از كانال

هاي خالص بود و به همـين دليـل    نمونه ي نشان دهنده

 8/9(نمونـه   16. هـا ثبـت شـد    بـراي آن  CTتنها يـك  

بنـابراين افـزايش    ژنوتيـپ مخلـوط داشـتند و   ) درصد

مقدار فلورسانس در بيش از يك كانال مشاهده و بيش 

در اين پژوهش مقادير . ها ثبت شد براي آن CTاز يك 

CT  مقادير . ثبت گرديد 6/43تا  4/21بينCT  كمتر از

 CTهاي واجد يك ژنوتيپ، مقـادير   به عنوان نمونه 35

هاي داراي چنـد ژنوتيـپ    به عنوان نمونه 40تا  35بين 

به عنوان مثبت كاذب در نظـر   40بيش از  CTو مقادير 

 ).2 شكل(گرفته شد 

 ـتكن تيحساس  ـ  :TaqMan real-time PCR كي   هبـراي ب

دست آمده   هب DNAدست آوردن حساسيت تكنيك از 

اسـتفاده شـد و    از كشت خـالص هليكوبـاكتر پيلـوري   

هاي متوالي  رقت ي نمودار استاندارد با تهيهخطي بودن 

نتايج نشان داد كه . در دستگاه مورد بررسي قرار گرفت

 با توجـه بـه  . است باكتري 40حساسيت تكنيك معادل 

  
 هليكوبـاكتر  در كلاريترومايسين به مقاومت بررسي نمودار .2 شكل

.  Real-time PCRدر آزمـون  CT با تعيين حـد مـرزي   پيلوري

CT و خالص هاي نمونه ي دهنده نشان 35 از كمتر CT تـا  35 بين 

 از بيشـتر  CT و ژنوتيپ چندين داراي هاي نمونه ي دهنده نشان 40

  .هستند كاذب مثبت نتايج ي دهنده نشان 40

 
در ژنـــوم  23S rRNAكـــه دو نســـخه از ژن  ايـــن

هليكوباكتر پيلوري وجود دارد، اين حساسـيت معـادل   

همچنين نتـايج  . كپي از ژن هدف در نظر گرفته شد 80

دست آمـده از تعيـين حساسـيت تكنيـك بـر روي        هب

  . هاي بيوپسي نيز با نتايج كشت باكتري مشابه بود نمونه

 ـيترومايمقاومـت بـه كلار    Real-time PCR جينتـا  :نيس

مقاومـت بـه    يقـادر بـه بررس ـ   كيتكن نينشان داد كه ا

 100( يوپســيب يهــا نمونــه يدر تمــام نيســيترومايكلار

 ني ـمورد استفاده در ا يهاپروب نيهمچن. است) درصد

مـرتبط بـا    يا نقطـه  يهـا  جهش ييقادر به شناسا كيتكن

نمونه  164نمونه از  159در  نيسيترومايمقاومت به كلار

  .بودند يوپسيب) درصد 95/96(

 164اين بررسـي نشـان داد كـه از مجمـوع      نتايج

نمونـه   105هليكوباكتر پيلـوري جـدا شـده،     ي سويه

ژنوتيپ حساس به صـورت خـالص   ) درصد 02/64(

داراي ) درصــد 97/35(نمونــه  59همچنــين . داشــتند

از  هاي مقاوم به كلاريترومايسـين بودنـد كـه    ژنوتيپ

تنهـا   هـا  آن) درصـد  17/23( ي نمونـه  38 اين تعـداد 

هاي  از مجموع نمونه. اي يك ژنوتيپ مقاوم بودنددار
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 A2144G ،13ژنوتيپ ) درصد 93/1(نمونه  3مقاوم، 

ــه  ــه  A2143G ،7ژنوتيــپ ) درصــد 93/7(نمون نمون

 15/9(نمونـه   15و  A2143Cژنوتيپ ) درصد 27/4(

در اين بررسـي  . را داشتند A2142Gژنوتيپ ) درصد

هــاي  نيــز داراي ژنوتيــپ) درصــد 58/11(نمونــه  19

هـاي مـورد اسـتفاده در ايـن      پروباما . مخلوط بودند

قادر به شناسـايي  ) درصد 05/3(نمونه  5پژوهش در 

  .هاي مقاوم نبودند ژنوتيپ

 
  بحث

 يشكست درمان ياصل عامل نيسيترومايمقاومت به كلار

 ـدل بـه . است كيوتيبيآنت نيا با  افـزون  روز مصـرف  لي

 بلكـه  يلـور يپ كوبـاكتر يهل درمان در تنها نه دها،يماكرول

 ـن يدستگاه تنفس يهاعفونت درمان در  ـم زي  وعيش ـ زاني

 لي ـدل نيبه هم ـ. هستند شيمقاوم در حال افزا يها هيسو

 نيس ـيترومايكلار به مقاوم يها هيسو قيدق و عيسر شيپا

 ارائـه  روش بـا . دارد يتـوجه  قابل تياهم ينيبال نظر از

 در را مقـاوم  يهـا  هيتـوان سـو  يم ـ پژوهش نيا در شده

 ـا بـه . نمـود  ييشناسـا  ساعت 3 تا 2 حداكثر  ـترت ني  بي

ــارز ــود يابي ــاكتريهل وج ــوريپ كوب ــت و يل ــه مقاوم  ب

 فـراهم  ياندوسـكوپ  از پـس  سرعت به نيسيترومايكلار

 يبـرا  يپيفنـوت  يها روش درزمان  نيا مدتاما . شوديم

 مقاومــت جينتــا يابيــو ارز يبــاكتر يكشــت، جداســاز

  .)9- 10(رسد يم روز چند به حداقل

مورد شيوع  هاي مختلفي در دنيا در تا كنون گزارش

امـا بـه   . مقاومت به كلاريترومايسين ارائـه شـده اسـت   

ــتفاده از روش ــل اس ــاوت آزمايشــگاهي،   دلي ــاي متف ه

 هـاي  زمـان ارزيابي در منـاطق جغرافيـايي گونـاگون و    

  . مختلف، آمار دقيقي در مورد آن وجود ندارد

و همكاران  Schabereiter-Gurtnerبه عنوان نمونه 

)11(، Kalach  و همكاران)12( ،Oleastro و همكاران 

)13( ،Lascols ــاران و  Russmann، )7( و همكــــــ

و  )15( و همكــاران van der Ende ،)14( همكــاران

Fontana 2004تا  1994هاي  در سال )16( و همكاران 

هاي مختلف  در مناطق مختلف اروپا با استفاده از روش

شيوع مقاومت به كلاريترومايسين را مورد بررسي قرار 

ها مشخص نمود كه بيشـترين   نتايج اين پژوهش. دادند

شيوع مقاومت به كلاريترومايسن در اروپـا مربـوط بـه    

 Fontana ي مطالعـه همچنين نتايج . كشور فرانسه است

نشان داد كـه بيشـترين اخـتلاف شـيوع در      و همكاران

. اسـت ط به نقـاط شـمالي و جنـوب ايتاليـا     اروپا مربو

درصد و در جنوب  6/1شيوع مقاومت در شمال ايتاليا 

تـرين   كه دقيقضمن اين  .درصد گزارش گرديد 14آن 

به كلاريترومايسين  يهاي مقاومت روش شناسايي جهش

  .)16(گزارش شد  Real-time PCRتكنيك 

Prazeres ــاران ــاران Godoy، )17( و همك  و همك

)18( ،Torres و همكاران )19( ،Alarcon  و همكـاران 

تـا   1995هاي  در سال )21( و همكاران Stoneو  )20(

آمريكا بـا اسـتفاده    ي در كشورهاي مختلف قاره 2003

هــاي مختلــف مولكــولي شــيوع مقاومــت بــه  ز روشا

مطالعـات  نتـايج  . كلاريترومايسين را ارزيـابي نمودنـد  

شـيوع مقاومـت    ي نشـان داد كـه كمتـرين دامنـه     ها آن

و بيشترين آن مربوط بـه  ) درصد 8/9(مربوط به برزيل 

  .است) درصد 55(ايالات متحده 

در آسـياي شـرقي نيـز     2006تا  1998هاي  در سال

Pan  22( همكــارانو( ،Liu و همكــاران )6( ،Kato  و

و  Leeو  )24( Raniو  Kumala، )23( همكــــــاران

هـاي مختلـف ميـزان     با اسـتفاده از روش  )5( همكاران

 27تـا   20شيوع مقاومت بـه كلاريترومايسـين را بـين    

در ايران و در استان چهارمحال . درصد گزارش نمودند

با استفاده از روش  )25( و همكاران كارگر ،و بختياري

PCR-RFLP  شــيوع مقاومــت بــه كلاريترومايســين را
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امـا نتـايج مـا در ايـن     . درصـد گـزارش نمودنـد    6/22

پژوهش نشان داد كه ميزان مقاومت به كلاريترومايسين 

درصـد   Real-time PCR ،98/35با استفاده از تكنيـك  

دهد كه شيوع مقاومت در اين  اين نتايج نشان مي. است

كشـورهاي واقـع در آسـياي شـرقي      ازمنطقه از ايـران  

  .بيشتر است

هاي متعددي در دنيا در مورد  همچنين گزارش

اي مرتبط با مقاومت به  هاي نقطه ميزان شيوع جهش

هاي هليكوباكتر پيلوري انجام  كلاريترومايسين در سويه

و  Maraisو  )9( و همكاران Pina. شده است

 و همكاران Russmannاز فرانسه،  )26( همكاران

از آرژانتين،  )20( و همكاران Alarconاز آلمان،  )14(

Pan چين، از  )22( و همكارانMaeda و همكاران 

)27( ،Matsuoka و همكاران )28( ،Matsumura  و

از ژاپن و  )23( و همكاران Katoو  )29( رانهمكا

Lee )5( و با  2004تا  1998هاي  از كره در سال

شيوع اين هاي مختلف به بررسي  استفاده از تكنيك

مختلف دنيا به طور كلي در مناطق . ها پرداختند جهش

 صورت اي به هاي نقطه ترتيب فراواني شيوع جهش
A2143C�A2142C�A2143G�A2142G�A2144

G با  )25( و همكاران رنيز كارگ 2007در سال . است

هاي  شيوع جهش PCR-RFLPاستفاده از تكنيك 

اي كلاريترومايسين را در استان چهارمحال و  نقطه

اد نتايج اين پژوهش نشان د. بختياري بررسي نمودند

با  A2143Gكه بيشترين شيوع جهش مربوط به جهش 

و  A2142Gهاي  درصد و سپس جهش 4/68فراواني 

A2142C  درصد  5/10و  8/15به ترتيب با فراواني

نشان داد كه  حاضر اما نتايج ما در پژوهش. است

بيشترين جهش شناسايي شده مربوط به جهش 

A2143G  هاي  درصد و سپس جهش 1/37با فراواني

A2142G ،A2143C  وA2144G  به ترتيب با فراواني

به اين ترتيب نتايج . درصد است 7/5و  4/21، 6/28

هاي  دهد كه شيوع جهش دو پژوهش ياد شده نشان مي

مقاومت به كلاريترومايسين در اين منطقه به صورت 

A2144G�A2143C�A2142G�A2143G  است كه

 ها با ، شيوع ساير جهشA2144Gبه استثناي جهش 

  .باشد ميساير نقاط دنيا يكسان 

توان در يم Real-time PCRبا استفاده از روش 

 و ييشناسا را مخلوط و مقاوم حساس، يها هيابتدا سو

مقاوم و مخلوط  يها در نمونه را جهش نوع سپس

 قيدق ييامكان شناسا بيترت نيبه ا. نمود ييشناسا

 ليدل نيبه هم. حساس و مقاوم وجود دارد يها هيسو

 و عيسر ييتوان به منظور شناسايم كيتكن نياز ا

 و يلوريپ كوباكتريهل يها هيسو صرفه به مقرون

 نيسيترومايكلار به مقاومت ميمستق يابيارز نيهمچن

 .نمود استفاده يوپسيب يها نمونه در

  

  تشكر و قدرداني

نويسندگان اين مقاله مراتب سپاس خود را از معاونـت  

پژوهشي دانشگاه آزاد اسلامي واحد جهرم و شـهركرد  

ــت  ــل حماي ــه دلي ــي  ب ــلام م ــي اع ــاي اجراي ــد ه .دارن

 

References 

1. Goldman RC, Zakula D, Flamm R, Beyer J, Ca-
pobianco J. Tight binding of clarithromycin, its 
14-(R)-hydroxy metabolite, and erythromycin to 
Helicobacter pylori ribosomes. Antimicrob 
Agents Chemother 1994; 38(7): 1496-500. 

2. Lottspeich C, Schwarzer A, Panthel K, Koletzko 
S, Russmann H. Evaluation of the novel Helico-
bacter pylori ClariRes real-time PCR assay for de-

tection and clarithromycin susceptibility testing of 
H. pylori in stool specimens from symptomatic 
children. J Clin Microbiol 2007; 45(6): 1718-22. 

3. Chisholm SA, Owen RJ, Teare EL, Saverymuttu 
S. PCR-based diagnosis of Helicobacter pylori 
infection and real-time determination of clarith-
romycin resistance directly from human gastric 
biopsy samples. J Clin Microbiol 2001; 39(4): 

www.mui.ac.ir

http://www.mui.ac.ir


 ندكتر محمد كارگر و همكارا  … ياختصاص يها و پروب Real-time PCRاستفاده از روش  

  71  1390 فرورديندوم  هفته /126 شماره / 29 سال – اصفهان پزشكي دانشكده مجله

1217-20. 
4. Taneike I, Suzuki K, Nakagawa S, Yamamoto T. 

Intrafamilial spread of the same clarithromycin-
resistant Helicobacter pylori infection confirmed 
by molecular analysis. J Clin Microbiol 2004; 
42(8): 3901-3. 

5. Lee JH, Shin JH, Roe IH, Sohn SG, Lee JH, 
Kang GH, et al. Impact of clarithromycin resis-
tance on eradication of Helicobacter pylori in in-
fected adults. Antimicrob Agents Chemother 
2005; 49(4): 1600-3. 

6. Liu Z, Shen J, Zhang L, Shen L, Li Q, Zhang B, 
et al. Prevalence of A2143G mutation of H. pylo-
ri-23S rRNA in Chinese subjects with and with-
out clarithromycin use history. BMC Microbiol 
2008; 8: 81. 

7. Lascols C, Lamarque D, Costa JM, Copie-
Bergman C, Le Glaunec JM, Deforges L, et al. 
Fast and accurate quantitative detection of Heli-
cobacter pylori and identification of clarithromy-
cin resistance mutations in H. pylori isolates 
from gastric biopsy specimens by real-time PCR. 
J Clin Microbiol 2003; 41(10): 4573-7. 

8. van Doorn LJ, Glupczynski Y, Kusters JG, Me-
graud F, Midolo P, Maggi-Solca N, et al. Accu-
rate prediction of macrolide resistance in Helico-
bacter pylori by a PCR line probe assay for de-
tection of mutations in the 23S rRNA gene: mul-
ticenter validation study. Antimicrob Agents 
Chemother 2001; 45(5): 1500-4. 

9. Pina M, Occhialini A, Monteiro L, Doermann 
HP, Megraud F. Detection of point mutations as-
sociated with resistance of Helicobacter pylori to 
clarithromycin by hybridization in liquid phase. J 
Clin Microbiol 1998; 36(11): 3285-90. 

10. Ribeiro ML, attos RG, endonca S, edrazzoli Jr J. 
Quantitative real-time PCR for the clinical detec-
tion of Helicobacter pylori. Genetics and Mole-
cular Biology 2007; 30(2): 431-4. 

11. Schabereiter-Gurtner C, Hirschl AM, Dragosics 
B, Hufnagl P, Puz S, Kovach Z, et al. Novel real-
time PCR assay for detection of Helicobacter py-
lori infection and simultaneous clarithromycin 
susceptibility testing of stool and biopsy speci-
mens. J Clin Microbiol 2004; 42(10): 4512-8. 

12. Kalach N, Benhamou PH, Campeotto F, Bergeret 
M, Dupont C, Raymond J. Clarithromycin resis-
tance and eradication of Helicobacter pylori in 
children. Antimicrob Agents Chemother 2001; 
45(7): 2134-5. 

13. Oleastro M, Menard A, Santos A, Lamouliatte H, 
Monteiro L, Barthelemy P, et al. Real-time PCR 
assay for rapid and accurate detection of point 
mutations conferring resistance to clarithromycin 
in Helicobacter pylori. J Clin Microbiol 2003; 
41(1): 397-402. 

14. Russmann H, Adler K, Haas R, Gebert B, Ko-
letzko S, Heesemann J. Rapid and accurate de-

termination of genotypic clarithromycin resis-
tance in cultured Helicobacter pylori by fluores-
cent in situ hybridization. J Clin Microbiol 2001; 
39(11): 4142-4. 

15. van der Ende A, van Doorn LJ, Rooijakkers S, 
Feller M, Tytgat GN, Dankert J. Clarithromycin-
susceptible and -resistant Helicobacter pylori iso-
lates with identical randomly amplified polymor-
phic DNA-PCR genotypes cultured from single 
gastric biopsy specimens prior to antibiotic thera-
py. J Clin Microbiol 2001; 39(7): 2648-51. 

16. Fontana C, Favaro M, Pietroiusti A, Pistoia ES, 
Galante A, Favalli C. Detection of clarithromy-
cin-resistant Helicobacter pylori in stool samples. 
J Clin Microbiol 2003; 41(8): 3636-40. 

17. Prazeres MP, De Magalhaes Queiroz DM, Cam-
pos Barbosa DV, Aguiar RG, Nogueira ME, San-
tos A, et al. Helicobacter pylori primary resis-
tance to metronidazole and clarithromycin in 
Brazil. Antimicrob Agents Chemother 2002; 
46(6): 2021-3. 

18. Godoy AP, Ribeiro ML, Benvengo YH, Vitiello 
L, Miranda MC, Mendonca S, et al. Analysis of 
antimicrobial susceptibility and virulence factors 
in Helicobacter pylori clinical isolates. BMC Ga-
stroenterol 2003; 3: 20. 

19. Torres J, Camorlinga-Ponce M, Perez-Perez G, 
Madrazo-De la Garza A, Dehesa M, Gonzalez-
Valencia G, et al. Increasing multidrug resistance 
in Helicobacter pylori strains isolated from child-
ren and adults in Mexico. J Clin Microbiol 2001; 
39(7): 2677-80. 

20. Alarcon T, Vega AE, Domingo D, Martinez MJ, 
Lopez-Brea M. Clarithromycin resistance among 
Helicobacter pylori strains isolated from child-
ren: prevalence and study of mechanism of resis-
tance by PCR-restriction fragment length poly-
morphism analysis. J Clin Microbiol 2003; 
41(1): 486-99. 

21. Stone GG, Shortridge D, Versalovic J, Beyer J, 
Flamm RK, Graham DY, et al. A PCR-
oligonucleotide ligation assay to determine the 
prevalence of 23S rRNA gene mutations in cla-
rithromycin-resistant Helicobacter pylori. Anti-
microb Agents Chemother 1997; 41(3): 712-4. 

22. Pan ZJ, Su WW, Tytgat GN, Dankert J, van der 
Ende A. Assessment of clarithromycin-resistant 
Helicobacter pylori among patients in Shanghai 
and Guangzhou, China, by primer-mismatch 
PCR. J Clin Microbiol 2002; 40(1): 259-61. 

23. Kato M, Yamaoka Y, Kim JJ, Reddy R, Asaka 
M, Kashima K, et al. Regional differences in me-
tronidazole resistance and increasing clarithro-
mycin resistance among Helicobacter pylori iso-
lates from Japan. Antimicrob Agents Chemother 
2000; 44(8): 2214-6. 

24. Kumala W, Rani A. Patterns of Helicobacter 
pylori isolate resistance to fluoroquinolones, 

www.mui.ac.ir

http://www.mui.ac.ir


  و همكاران دكتر محمد كارگر  …هاي اختصاصي  و پروب Real-time PCRاستفاده از روش  

  1390 فرورديندوم  هفته /126 شماره / 29 سال – اصفهان پزشكي دانشكده مجله 72

amoxicillin, clarithromycin and metronidazoles. 
Southeast Asian J Trop Med Public Health 2006; 
37(5): 970-4. 

25. Kargar M, Baghernejad M, Doosti A. Evaluating 
the prevalence of A2142G, A2143G, and A2142C 
mutations in clarithromycin resistance Helicobac-
ter pylori in Chaharmahal and Bakhtiari province, 
Iran. Journal of Kordestan University of Medical 
Sciences 2010; 14(4): 72-8. 

26. Marais A, Monteiro L, Occhialini A, Pina M, 
Lamouliatte H, Megraud F. Direct detection of 
Helicobacter pylori resistance to macrolides by a 
polymerase chain reaction/DNA enzyme immu-
noassay in gastric biopsy specimens. Gut 1999; 
44(4): 463-7. 

27. Maeda S, Yoshida H, Ogura K, Kanai F, Shirato

ri Y, Omata M. Helicobacter pylori specific 
nested PCR assay for the detection of 23S rRNA 
mutation associated with clarithromycin resis-
tance. Gut 1998; 43(3): 317-21. 

28. Matsuoka M, Yoshida Y, Hayakawa K, Fukuchi 
S, Sugano K. Simultaneous colonisation of He-
licobacter pylori with and without mutations in 
the 23S rRNA gene in patients with no history 
of clarithromycin exposure. Gut 1999; 45(4): 
503-7. 

29. Matsumura M, Hikiba Y, Ogura K, Togo G, 
Tsukuda I, Ushikawa K, et al. Rapid detection of 
mutations in the 23S rRNA gene of Helicobacter 
pylori that confers resistance to clarithromycin 
treatment to the bacterium. J Clin Microbiol 
2001; 39(2): 691-5. 

  

www.mui.ac.ir

http://www.mui.ac.ir


  

  73  1390 فرورديندوم  هفته /126 شماره / 29 سال – اصفهان پزشكي دانشكده مجله

Journal of Isfahan Medical School Original Article 

 

Vol 29, No 126, 2nd week, April 2011 Received: 8.9.2010 Accepted: 14.3.2011 

 
Real-Time PCR Assay Using Allele-Specific TaqMan probe for Detection of 
Clarithromycin Resistance and Its Point Mutations in Helicobacter Pylori  

 
Mohammad Kargar PhD1, Sadegh Ghorbani-Dalini MSc2, Abbas Doosti PhD3,  

Negar Souod MSc2 

 
Abstract 

Background: Helicobacter pylori is a fastidious microorganism and therefore standard phenotypic sus-
ceptibility tests can take at least 10-14 days. Molecular based diagnostic assays offer an alternative ap-
proach to obtain susceptibilities to antibiotics and detection of point mutations with greater accuracy. 
The aim of this study was the assessment of Clarithromycin resistance and its point mutations by using 
real-time PCR assay. 

Methods: This cross-sectional descriptive study was performed on 200 gastric biopsy specimens ob-
tained from patients undergoing upper gastrointestinal endoscopy at Hajar hospital in Shahrekord. In-
itially Helicobacter pylori were identified by rapid urease test (RUT) and polymerase chain reaction 
(PCR). Then clarithromycin resistance and its point mutations were evaluated by using specific probes 
and real-time PCR technique.  

Findings: Of total samples, 164 (82%) were Helicobacter pylori positive. Overall, a clarithromycin 
susceptible strains were detected in 105 (64.02%) patients and resistance strains were detected in 59 
(35.98%) which were identified as 4 (2.44%) A 2144G, 26 (15.85%) A2143G, 15 (9.15%) A2143C, 
and 20 (12.19%) A2142G point mutations. Genotype of 5 (8.47%) strains was not detected. Purely 
resistant strains were detected in 38 (23.17%), while heteroresistant were found in the remaining 16 
cases (9.76%). 

Conclusion: Results showed that real-time PCR assay has high accuracy to simultaneously identify He-
licobacter pylori and clarithromycin resistance types directly in gastric biopsy specimens in short time. 

Keywords: Helicobacter pylori, Clarithromycin, Point mutations, Real-time PCR. 
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