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ÁëõóéäùôÞ áíôßäñáóç ìå
ðïëõìåñÜóç (PCR)

Êùíóôáíôßíá ÊáëëÝñãç

ÅÉÓÁÃÙÃÇ

Ôï Eëéêïâáêôçñßäéï ôïõ ðõëùñïý (H. pylori) ðñïêáëåß ôçí ðéï óõ÷íÞ
âáêôçñéáêÞ ëïßìùîç ðáãêïóìßùò, êáôÝ÷åé óçìáíôéêü ñüëï óôçí áíÜðôõîç
ôçò ãáóôñßôéäáò êáé Ýëêïõò ôïõ äùäåêáäáêôýëïõ, åíþ ðáñÜëëçëá åìðëÝêå-
ôáé óôçí ðáèïãÝíåéá ôïõ ãáóôñéêïý êáñêßíïõ. Ëüãù ôçò êëéíéêÞò óçìáóßáò
ôçò ëïßìùîçò áðü H. pylori Ý÷ïõí áíáðôõ÷èåß áñêåôÝò åõáßóèçôåò ôå÷íéêÝò
áíß÷íåõóÞò ôïõ ôüóï óôá âéïëïãéêÜ äåßãìáôá üóï êáé óå äåßãìáôá ðåñéâÜë-
ëïíôïò.

Ç ÷ñÞóç äéáöïñåôéêþí ìïñéáêþí ôå÷íéêþí êáé êõñßùò ôçò PCR óôç
äéÜãíùóç ôïõ H. pylori ðáñïõóéÜæåé ïëïÝíá áõîáíüìåíï åíäéáöÝñïí êáé Ý÷åé
âïçèÞóåé:
á) óôçí áíß÷íåõóç ôïõ DNA ôïõ ìéêñïâßïõ óå êëéíéêü õëéêü,
â) óôçí áíß÷íåõóç ãåíåôéêþí ðáñáãüíôùí ëïéìïãüíïõ äýíáìçò ôïõ H. py-

lori êáé
ã) óôïí ðñïóäéïñéóìü ìåôáëëáãþí óôï ãïíßäéï ôïõ Ç. pylori ðïõ êùäéêï-

ðïéïýí áíôï÷Þ óôá áíôéâéïôéêÜ.1

Ç PCR åßíáé ðéï åõáßóèçôç áðü ôçí êáëëéÝñãåéá êáé ðëåïíåêôåß óôï üôé
ç ðïéüôçôá ôïõ äåßãìáôïò åßíáé ëéãüôåñï óçìáíôéêÞ ãéá ôçí åðéôõ÷ßá ôçò. Äåí
áðáéôåß æùíôáíÜ ìéêñüâéá óôï äåßãìá êáé áíé÷íåýåé 101-102 âáêôÞñéá, Ýíáíôé
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103-104 ðïõ áíé÷íåýïíôáé ìå ôéò Üëëåò ìïñéáêÝò ôå÷íéêÝò.2

Ðñùôüêïëëá ðïõ ÷ñçóéìïðïéïýí õâñéäéóìü êáôÜ Southern Þ êáé nested
PCR åßíáé ðéï åõáßóèçôá áðü üôé ç çëåêôñïöüñçóç óå áãáñüæç ìåôÜ áðü
÷ñþóç âñùìéïý÷ïõ áéèéäßïõ.

ÐÑÏÕÐÏÈÅÓÅÉÓ ÃÉÁ ÁÎÉÏÐÉÓÔÇ PCR

Åðåîåñãáóßá ôïõ äåßãìáôïò ðñéí áðü ôçí PCR

Ç ìåôáöïñÜ êáé ç åðåîåñãáóßá ôïõ äåßãìáôïò äéáöÝñåé êáôÜ ðåñßðôùóç
êáé åîáñôÜôáé áðü ôïí ôýðï ôïõ êáé ôçí áíáìåíüìåíç óõãêÝíôñùóç ôïõ H.
pylori ó’ áõôü.

Óôü÷ïò åßíáé ç åîáãùãÞ êáé ç áðïìüíùóç ôïõ DNA ôïõ H. pylori óå
êáèáñÞ ìïñöÞ ãéá íá ÷ñçóéìïðïéçèåß áêïëïýèùò óôçí PCR. Óôç äéåèíÞ âé-
âëéïãñáößá Ý÷ïõí ðñïôáèåß äéÜöïñá ðñùôüêïëëá áíß÷íåõóçò ôïõ H. pylori
óå âéïëïãéêÜ Þ Üëëá õëéêÜ êáé êáôÜ êáéñïýò Ý÷ïõí åëåã÷èåß:
á) ôåìÜ÷éá âéïøßáò áðü ãáóôñéêü âëåííïãüíï Þ õëéêü áðü CLO test
â) ãáóôñéêü õãñü
ã) êüðñáíá
ä) óßåëïò Þ ïäïíôéêÞ ðëÜêá
å) ðüóéìï íåñü

Ïé óõìâáôéêÝò ìÝèïäïé ôçò ÌïñéáêÞò Âéïëïãßáò ãéá ðáñáëáâÞ ôïõ êáèá-
ñïý DNA áðü Ýíá äåßãìá åßíáé äïêéìáóìÝíåò êáé áîéüðéóôåò, áëëÜ äåí ðáýïõí
íá åßíáé ðïëýðëïêåò êáé ÷ñïíïâüñåò.3

Áñ÷éêÜ ãßíåôáé ëýóç ôùí êõôôáñéêþí ìåìâñáíþí êáé áäñáíïðïßçóç ôùí
åíäïêõôôáñéêþí íïõêëåáóþí. Ôá íïõêëåúíéêÜ ïîÝá äéá÷ùñßæïíôáé áðü ôá
õðüëïéðá êõôôáñéêÜ óõóôáôéêÜ êáé ëáìâÜíïíôáé óå êáèáñÞ ìïñöÞ ìå äéÜöï-
ñåò ìåèüäïõò üðùò ç ÷ñÞóç öáéíüëçò/÷ëùñïöïñìßïõ.

ÃåíéêÜ ðñïôéìþíôáé ïé ðéï áðëÝò ìÝèïäïé. ÊáëÞ åíáëëáêôéêÞ ëýóç ðñï-
óöÝñïõí ôá åìðïñéêÜ kits ðïõ êõêëïöïñïýí. ÁõôÜ ÷ñçóéìïðïéïýí èåéïêõá-
íéïý÷ï ãïõáíéäßíç êáé éóïðñïðáíüëç (ISO Quick) Þ óôÞëåò öõãïêÝíôñïõ ðïõ
äåóìåýïõí ôá íïõêëåúíéêÜ ïîÝá ôá ïðïßá áñãüôåñá åêëïýïíôáé ìå Ç

2
Ï Þ

åéäéêü äéÜëõìá (Qiagen, EZNA).

ÅîáóöÜëéóç êáé âåëôßùóç ôçò åõáéóèçóßáò êáé ôçò åéäéêüôçôáò

Ç åõáéóèçóßá ôçò PCR óôï êëéíéêü äåßãìá åßíáé ìéêñüôåñç áð’ üôé èåùñç-
ôéêÜ áíáìÝíåôáé, ëüãù ýðáñîçò ìéêñïý áñéèìïý âáêôçñßùí êáé ëüãù ðáñïõ-
óßáò áíáóôïëÝùí ôçò ðïëõìåñÜóçò. Ç åõáéóèçóßá ôçò PCR áõîÜíåôáé üôáí
÷ñçóéìïðïéçèåß ï õâñéäéóìüò Þ ç nested ôå÷íéêÞ.
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Ç åéäéêüôçôá åîáñôÜôáé áðü ðïëëïýò ðáñÜãïíôåò, üðùò ç öýóç ôùí
åêêéíçôþí, ç èåñìïêñáóßá õâñéäéóìïý, ç óõãêÝíôñùóç ôçò ðïëõìåñÜóçò êáé
ôùí éüíôùí Ìg++ óôï ñõèìéóôéêü äéÜëõìá.

Ç åðéâåâáßùóç ôçò åéäéêüôçôáò ãßíåôáé ìå õâñéäéóìü Þ ìå ôç ÷ñÞóç ðåñéï-
ñéóôéêþí åíæýìùí.4

¸íáò ôñüðïò áýîçóçò ôçò åõáéóèçóßáò êáé ôçò åéäéêüôçôáò óõã÷ñüíùò
åßíáé ï äéá÷ùñéóìüò ôïõ H. pylori áðü ôï õðüëïéðï äåßãìá ðñéí áðü ôçí PCR
ìå ôç âïÞèåéá áíïóïìáãíçôéêþí óöáéñéäßùí ðïõ åßíáé åõáéóèçôïðïéçìÝíá ìå
åéäéêÜ áíôé-H. pylori áíôéóþìáôá. Ç ôå÷íéêÞ åßíáé ãíùóôÞ óáí áíïóïìáãíçôé-
êüò äéá÷ùñéóìüò (immunomagnetic separation-IMS) êáé Ý÷åé ÷ñçóéìïðïéçèåß ãéá
ôçí áíß÷íåõóç ôïõ H. pylori áðü ôá êüðñáíá.5

×ñÞóç êáôÜëëçëùí ìáñôýñùí

Ï ñüëïò ôïõò åßíáé óçìáíôéêüò ôüóï êáôÜ ôç öÜóç ôïõ ðåéñáìáôéêïý
ó÷åäéáóìïý ôçò PCR, üóï êáé êáôÜ ôçí åöáñìïãÞ ôçò óôç äéáãíùóôéêÞ ðñÜîç.

Ïé ìÜñôõñåò åðåîåñãÜæïíôáé üðùò áêñéâþò êáé ôá ðñïò åîÝôáóç äåßãìá-
ôá, åßíáé áðáñáßôçôïé óå êÜèå äïêéìáóßá êáé âïçèïýí óôç óùóôÞ åêôßìçóç
ôïõ áðïôåëÝóìáôïò ôçò PCR.

Èåôéêüò ìÜñôõñáò åßíáé Ýíá óôÝëå÷ïò Ç. pylori Þ êáôÜëëçëï ôìÞìá ôïõ
ãïíéäßïõ ôïõ êáé åëÝã÷åé ôçí êáëÞ åêôÝëåóç ôçò äïêéìáóßáò (åõáéóèçóßá).

Áñíçôéêüò ìÜñôõñáò åßíáé åßôå dH
2
O åßôå ìéêñïïñãáíéóìüò Üó÷åôïò Þ

óõããåíÞò ìå ôï Ç. pylori êáé åëÝã÷åé ôçí åéäéêüôçôá ôçò áíôßäñáóçò.

ÁÍÉ×ÍÅÕÓÇ ÔÏÕ DNA ÔÏÕ Ç. PYLORI ÓÔÏ ÊËÉÍÉÊÏ ÄÅÉÃÌÁ

Ôï ãïíéäßùìá ôïõ Ç. pylori Ý÷åé ÷áñôïãñáöçèåß ðëÞñùò áðü ôï 1997,
ïðüôå êáé äçìïóéåýôçêå ç áêñéâÞò íïõêëåïôéäéêÞ ôïõ áëëçëïõ÷ßá. Áðïôåëåß-
ôáé áðü 1.667.867 æåýãç âÜóåùí (bp) ðïõ êùäéêïðïéïýí ôïõëÜ÷éóôïí 1.590
ãïíßäéá áðü ôá ïðïßá ôá 500 ðåñßðïõ åßíáé ìïíáäéêÜ.6

Ïé åêêéíçôÝò ðïõ ÷ñçóéìïðïéÞèçêáí ãéá ôçí áíß÷íåõóÞ ôïõ âáóßæïíôáé
óôá ãíùóôÜ ãïíßäéá ôçò ïõñåÜóçò, ôï 16S rRNA, ôï ãïíßäéï ðïõ êùäéêïðïéåß
ôçí åéäéêÞ ôïõ åßäïõò ðñùôåÀíç 26 ÊDa Þ óå ôõ÷áßá åðéëåãìÝíá ôìÞìáôá ôïõ
ãïíéäßïõ.2

PCR-ãïíßäéï ïõñåÜóçò

PCR ìå åêêéíçôÝò âáóéóìÝíïõò óôá ãïíßäéá ôçò ïõñåÜóçò (ureA, ureB,
ureC) áíé÷íåýïõí ôï H. pylori óå õëéêü âéïøßáò êáé ãáóôñéêü õãñü ìå åõáéóèç-
óßá 100% êáé åéäéêüôçôá ðïõ îåðåñíÜ ôï 97%.7 Ïé åêêéíçôÝò áõôïß åßíáé
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óõìðëçñùìáôéêïß ôìÞìáôïò ôïõ ãïíéäßïõ ôçò ïõñåÜóçò (ôïõ H. pylori ðïõ äåí
Ý÷åé íïõêëåïôéäéêÞ ïìïëïãßá ìå ãïíßäéá ïõñåÜóçò) Üëëùí âáêôçñßùí (ðñù-
ôÝùí, êëåìðóéåëëþí).

Ç åõáéóèçóßá ôçò åßíáé 10-100 âáêôÞñéá óôï äåßãìá êáé ìå õâñéäéóìü Þ
nested ôå÷íéêÞ ç åõáéóèçóßá áõôÞ ôïõëÜ÷éóôïí äåêáðëáóéÜæåôáé.8

Ç åðéâåâáßùóç ôçò åéäéêüôçôáò ãßíåôáé ìå õâñéäéóìü Þ ìå ðåñéïñéóôéêÜ
Ýíæõìá. Ç ÷ñùìáôïìåôñéêÞ ìÝèïäïò ãéá ôçí áíß÷íåõóç ôïõ ðñïúüíôïò ôïõ
õâñéäéóìïý åßíáé åõáßóèçôç êáé ôá÷åßá ôå÷íéêÞ. Ç ïìïéüôçôÜ ôçò ìå ôçí ELISA
ôçí êÜíåé ðñïóéôÞ óôá ðåñéóóüôåñá êëéíéêÜ åñãáóôÞñéá. Áíé÷íåýåé ôçí ýðáñ-
îç Ýóôù êáé åíüò âáêôçñßïõ óôï äåßãìá êáé Ý÷åé åõñåßá åöáñìïãÞ óôçí ðáñá-
êïëïýèçóç ôçò áðïôåëåóìáôéêüôçôáò ôçò èåñáðåßáò.

PCR-16S rRNA ãïíßäéï

Ç in vitro åíßó÷õóç ôìÞìáôïò ôïõ 16S rRNA ãïíéäßïõ Ý÷åé ôï èåùñçôéêü
ðëåïíÝêôçìá ôçò ðïëý ìåãÜëçò åõáéóèçóßáò åðåéäÞ õðÜñ÷åé ìåãÜëïò áñéèìüò
áíôéãñÜöùí rRNA óôï êýôôáñï.9

ÅêêéíçôÝò ðïõ âáóßæïíôáé óå íïõêëåïôéäéêÝò áëëçëïõ÷ßåò ôìçìÜôùí ôïõ
16S rRNA ôïõ H. pylori äßíïõí äéáöüñïõ ìåãÝèïõò ôåëéêÜ ðñïúüíôá åíßó÷õóçò
(800 bp, 500 bp, 139 bp, 109 bp).

Ç åõáéóèçóßá ôçò 16S rRNA PCR åßíáé 0,05-0,5 âáêôÞñéá óôï äåßãìá êáé
áõîÜíåé áêüìç ðåñéóóüôåñï üôáí óõíäõáóôåß ìå õâñéäéóìü.9 Ç åéäéêüôçôá
üìùò ôçò 16SrRNA PCR ìå åêêéíçôÝò Hp1/Hp2 êáé ôåëéêü ðñïúüí 109 bp Ý÷åé
áìöéóâçôçèåß áðü ìåñéêïýò åñåõíçôÝò. Ïé åêêéíçôÝò áõôïß ðïëëáðëáóéÜæïõí
ìç åéäéêÜ ôï áíèñþðéíï ãïíéäéáêü DNA êáé åðïìÝíùò äåí ìðïñïýí íá
÷ñçóéìïðïéçèïýí äéáãíùóôéêÜ ãéá ôçí áíß÷íåõóç ôïõ H. pylori óå âéïëïãéêÜ
õëéêÜ.10

26KDa-PCR

ÅêêéíçôÝò Ýíáíôé íïõêëåïôéäéêþí áëëçëïõ÷éþí ôìÞìáôïò ôçò åéäéêÞò ôïõ
åßäïõò ðñùôåÀíçò 26 KDa ôïõ H. pylori Ý÷åé áíé÷íåõôåß óå üëá ó÷åäüí ôá
âéïëïãéêÜ õëéêÜ (âéïøßá, ãáóôñéêü õãñü, óßåëïò, êüðñáíá) ìå PCR ðïõ äßíåé
ôåëéêü ðñïúüí 298 bp.11

Adhesion-PCR

Ïé åêêéíçôÝò âáóßæïíôáé óå íïõêëåïôéäéêÞ áëëçëïõ÷ßá ôìÞìáôïò ôïõ ãïíé-
äßïõ ôçò õðïìïíÜäáò ôçò ðñïóêïëëçôßíçò ôïõ H. pylori êáé Ý÷ïõí áíé÷íåýåé
óôï ìéêñüâéï óå êüðñáíá êáé ðüóéìï íåñü.12
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Ïé ëßãåò ìåëÝôåò ðïõ õðÜñ÷ïõí ðéèáíïëïãïýí êïðñáíï-óôïìáôéêÞ, óôï-
ìáôï-óôïìáôéêÞ Þ êïéíÞ ðåñéâáëëïíôéêÞ ðçãÞ ìåôÜäïóçò.13

ÁÍIXÍÅÕÓÇ ÐÁÑÁÃOÍÔÙÍ ËÏÉÌÏÃOÍÏÕ ÄYÍÁÌÇÓ

Ç PCR Ý÷åé ÷ñçóéìïðïéçèåß ãéá ôçí áíß÷íåõóç ãåíåôéêþí ðáñáãüíôùí ðïõ
Ý÷ïõí ó÷Ýóç ìå ôçí áõîçìÝíç ðáèïãÝíåéá ïñéóìÝíùí óôåëå÷þí ôïõ H. pylori.

Cag íçóßäéï ðáèïãÝíåéáò (cag pathogenicity island)

Åßíáé ðåñéï÷Þ ìåãÝèïõò 40 Kb êáé åíóùìáôþèçêå óôï ãïíßäéï ôïõ H. pylori
áðü Üãíùóôç ðçãÞ ó÷åôéêÜ ðñüóöáôá.14

×ùñßæåôáé óå 2 ðåñéï÷Ýò (cag I êáé cag II). Ç ðåñéï÷Þ cag I (ÌÂ 23.508 bp)
ðåñéÝ÷åé ìéá óåéñÜ óçìáíôéêþí ãïíéäßùí (cag A, pic A, pic B) êáé ðñïÜãåé ôçí
ðáñáãùãÞ ðñïöëåãìïíùäþí êõôïêéíþí êáé êõñßùò IL-8. Ôï ãïíßäéï cag A ôï
ïðïßï âñßóêåôáé óôï 60% ðåñßðïõ ôùí óôåëå÷þí ðïõ áðïìïíþíïíôáé áðü
åíÞëéêåò áóèåíåßò åßíáé äåßêôçò ýðáñîçò ôïõ cag íçóéäßïõ ðáèïãÝíåéáò. Ï cag
A(+) ãïíüôõðïò ó÷åôßæåôáé ìå áõîçìÝíï êßíäõíï áíÜðôõîçò ðåðôéêïý Ýëêïõò,
åíôåñéêÞò ìåôáðëáóßáò, áôñïöéêÞò ãáóôñßôéäáò êáé ôÝëïò áäåíïêáñêéíþìá-
ôïò ôïõ óôïìÜ÷ïõ óôéò ÄõôéêÝò ÷þñåò.15 Ïé ëïéìþîåéò ìå cag A(+) óôåëÝ÷ç óå
ðáéäéÜ ó÷åôßæïíôáé ìå ìåãáëýôåñç óõ÷íüôçôá åìöÜíéóçò ãáóôñßôéäáò.16

ÅêêéíçôÝò ìå áëëçëïõ÷ßåò óõìðëçñùôéêÝò ôìçìÜôùí ôçò cagÁ ðåñéï÷Þò
ôïõ ãïíéäéþìáôïò ôïõ H. pylori ìðïñïýí íá áíé÷íåýóïõí ôçí ýðáñîç ôïõ
caGA ãïíéäßïõ åßôå óå óôåëÝ÷ç ðïõ áðïìïíþèçêáí áðü êáëëéÝñãåéá, åßôå óå
õëéêü âéïøßáò. Ëüãù ôïõ ãåíåôéêïý ðïëõìïñöéóìïý ôïõ ãïíéäßïõ cagA ôï
ôåëéêü ðñïúüí ôçò PCR Ý÷åé Üëëïôå Üëëï ìÝãåèïò.

vacA ãïíßäéï (vacuolating cytotoxin gene A)

To vacA ãïíßäéï (ÌÂ 3-864 bp) õðÜñ÷åé óå üëá ôá óôåëÝ÷ç H. pylori êáé
áðïôåëåßôáé áðü 2 ðåñéï÷Ýò: ôç ìÝóç (mid region) ìå 2 áëëÞëéá m1 êáé m2 êáé
ôçí ðåñéï÷Þ áëëçëïõ÷ßáò óÞìáôïò (signal sequence region) ìå 3 áëëÞëéá S1a,
S1b, S2.15

To vacA ãïíßäéï Ý÷åé äïìÞ ìùóáúêïý óôï âáêôçñéáêü êýôôáñï. Ï ãïíüôõ-
ðïò S1 åßíáé ï ðéï êõôôáñïôïîéêüò êáé õðÜñ÷åé éó÷õñÞ óõó÷Ýôéóç ôçò ðáñïõ-
óßáò ôïõ ìå ôçí åìöÜíéóç ðåðôéêïý Ýëêïõò, åíþ ï ôýðïò S2 äåí åßíáé êõôôá-
ñïôïîéêüò.

ÃåíéêÜ ï ôýðïò vacA m1 åßíáé ðéï ôïîéêüò áðü ôïí vacA m2 êáé ï vacAS1a/
m1 áðü ôïí vacAS1b/m1.

Ç áíÜðôõîç ìéáò vacA-PCR âáóéóìÝíçò óôá äéÜöïñá áëëÞëéá ôïõ vacA
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ãïíéäßïõ åßíáé áêüìç áíôéêåßìåíï Ýñåõíáò ãéáôß ïé ùò ôþñá ìåëÝôåò äåí óõì-
öùíïýí áðüëõôá, üóïí áöïñÜ ôç ó÷Ýóç ôïõò ìå ôçí åìöÜíéóç ôïõ Ýëêïõò.17

ÅËÅÃXOÓ ÁÍÔÏ×ÇÓ ÓÔÁ ÁÍÔÉÂÉÏÔÉÊÁ

¸÷åé áðïäåé÷èåß ðåéñáìáôéêÜ üôé ç áíôï÷Þ ôïõ H. pylori óôéò ìáêñïëßäåò
ïöåßëåôáé óå óçìåéáêÞ ìåôáëëáãÞ óôï 23S rRNA ãïíßäéï óôç èÝóç 2143 Þ
2144.18

Ç ìåôáëëáãÞ åßíáé êõñßùò ìåôÜðôùóç Á®G (transition) êáé óðáíéüôåñá
áìöéìåôáôñïðÞ Á®C (transversion). Ç áíß÷íåõóç áõôþí ôùí ìåôáëëáãþí ãßíå-
ôáé ìå PCR ìå åêêéíçôÝò ðïõ ðïëëáðëáóéÜæïõí ôìÞìá ôïõ 23S rRNA ãïíéäßïõ
ôïõ õðü åîÝôáóç óôåëÝ÷ïõò H. pylori.

Ç ýðáñîç ôçò ìåôáëëáãÞò ðéóôïðïéåßôáé ìå ðñïóäéïñéóìü ôçò íïõêëåïôéäé-
êÞò áëëçëïõ÷ßáò ôïõ ðñïúüíôïò ôçò PCR (ìÝèïäïò áíáöïñÜò-áëëÜ êïõñáóôéêÞ
êáé äýóêïëç). ÅíáëëáêôéêÜ ÷ñçóéìïðïéïýíôáé ôá ðåñéïñéóôéêÜ Ýíæõìá BsaI
(A2143G) êáé BbsI (A2144G). H A2143C ìåôáëëáãÞ äåí áíé÷íåýåôáé ìå Ýíæõìï.

ÌÝèïäïò åêëïãÞò ãéá ôçí áíß÷íåõóç ôùí ìåôáëëáãþí åßíáé ï õâñéäéóìüò
(PCR-OLA), ï ïðïßïò áíé÷íåýåé üëïõò ôïõò ôýðïõò ó÷åôéêÜ åýêïëá áêüìç êáé
óå ôåìÜ÷éï âéïøßáò.19

ÐÁÑÁËËÁÃÅÓ ÔÇÓ PCR ÓÔÇ ÄÉÁÃÍÙÓÇ ÔÏÕ H. PYLORI

ÐïóïôéêÞ PCR

¸÷åé ÷ñçóéìïðïéçèåß äéáãíùóôéêÜ óå äåßãìáôá ãáóôñéêïý âëåííïãüíïõ
êáé ãáóôñéêïý õãñïý. Åßíáé áíôáãùíéóôéêÞ ìÝèïäïò êáé âáóßæåôáé óå óýã÷ñïíï
ðïëëáðëáóéáóìü åíüò åóùôåñéêïý standard êáé ôçò áëëçëïõ÷ßáò ôïõ DNA-
óôü÷ïõ ìå ôï ßäéï æåýãïò åêêéíçôþí. ÌåôñÜôáé áêñéâþò ç ðïóüôçôá ôïõ DNA
ôïõ H. pylori ðïõ õðÜñ÷åé óôï äåßãìá êáé õðÜñ÷åé èåôéêÞ óõó÷Ýôéóç ìå ôéò
Üëëåò äéáãíùóôéêÝò ìåèüäïõò. Åêôüò ôçò áíôéêåéìåíéêÞò åêôßìçóçò ôçò ðïóü-
ôçôáò ôïõ DNA óôï äåßãìá õðÜñ÷åé ç äõíáôüôçôá äéÜêñéóçò ôùí øåõäþò
èåôéêþí êáé øåõäþò áñíçôéêþí áðïôåëåóìÜôùí ëüãù åðéìüëõíóçò Þ ýðáñîçò
áíáóôïëÝùí áíôßóôïé÷á.20

Multiplex PCR

Áíé÷íåýïíôáé ôáõôü÷ñïíá ðïëëÜ ãïíßäéá ôïõ H. pylori óôçí ßäéá äïêéìá-
óßá, ÷ñçóéìïðïéþíôáò êáôÜëëçëá æåýãç åêêéíçôþí åéäéêÜ åðéëåãìÝíá þóôå íá
Ý÷ïõí ôçí ßäéá ðåñßðïõ èåñìïêñáóßá õâñéäéóìïý, ìå ïéêïíïìßá ÷ñüíïõ êáé
÷ñÞìáôïò.



ÄÉÁÃÍÙÓÇ ÔÇÓ ËÏÉÌÙÎÅÙÓ ÁÐÏ ÅÐ: Ç ÁÐÏØÇ ÔÏÕ ÂÉÏÐÁÈÏËÏÃÏÕ

128

ÁÍÉ×ÍÅÕÓÇ ÔÏÕ Ç. PYLORI ÓÅ ÄÉÁÖÏÑÁ ÂÉÏËÏÃÉÊÁ ÄÅÉÃÌÁÔÁ

PCR óå ôåìÜ÷éá ãáóôñéêïý âëåííïãüíïõ

ÐïëõÜñéèìåò ìåëÝôåò ìåôÜ ôï 1990 Ý÷ïõí áðïäåßîåé üôé ç PCR óå ôåìÜ÷éï
âéïøßáò åßíáé áóöáëÞò êáé óßãïõñç ôå÷íéêÞ áíß÷íåõóç ôïõ H. pylori. ÕðÜñ÷åé
ðÜíôá ï êßíäõíïò ôùí øåõäþò èåôéêþí áíôéäñÜóåùí ëüãù åðéìüëõíóçò åßôå
ôïõ äåßãìáôïò åßôå ôïõ ãáóôñïóêïðßïõ.

Ïé øåõäþò áñíçôéêÝò áíôéäñÜóåéò ïöåßëïíôáé êõñßùò óôïí êáôÜ ôüðïõò
áðïéêéóìü ôïõ âëåííïãüíïõ Þ óôçí ýðáñîç ôùí áíáóôïëÝùí óôï äåßãìá. Ç
ôå÷íéêÞ ôçò PCR óõíå÷þò âåëôéþíåôáé êáé Ý÷ïõí áíáðôõ÷èåß ìÝèïäïé ìå åîáé-
ñåôéêÞ åõáéóèçóßá êáé åéäéêüôçôá ðïõ áããßæåé ôï 100%.

PCR óôï ãáóôñéêü õãñü

Ç ëÞøç ôïõ ãáóôñéêïý õãñïý ãßíåôáé ìå ñéíïãáóôñéêü êáèåôÞñá ìéáò
÷ñÞóçò óõíåðþò áðïöåýãïíôáé ôá øåõäþò èåôéêÜ áðïôåëÝóìáôá ëüãù ìü-
ëõíóçò ôïõ ãáóôñïóêïðßïõ.

Ôï êõñéüôåñï ðëåïíÝêôçìá ôçò åîÝôáóçò ôïõ ãáóôñéêïý õãñïý Ýíáíôé ôçò
âéïøßáò åßíáé üôé áðïöåýãåôáé ç ãáóôñïóêüðçóç üðïõ äåí åßíáé áíáãêáßá
(íÝá Üôïìá-ðáñáêïëïýèçóç èåñáðåßáò).21

Óôéò ðåñéðôþóåéò ðáéäéþí áðïöåýãåôáé ç ãåíéêÞ áíáéóèçóßá êáé ç äéÜãíù-
óç ãßíåôáé ìå ìéêñüôåñï êüóôïò êáé ëéãüôåñç ôáëáéðùñßá. Ç åõáéóèçóßá ôçò
PCR óôï ãáóôñéêü õãñü åßíáé áíÜëïãç Þ êáé ìåãáëýôåñç ôçò âéïøßáò ãéáôß ôï
äåßãìá áíôéêáôïðôñßæåé ïëüêëçñï ôï âëåííïãüíï ôïõ óôïìÜ÷ïõ.

Ôá áðïôåëÝóìáôá äéáöüñùí ìåëåôþí ðïõ áöïñïýí ôçí åõáéóèçóßá ôçò
ìåèüäïõ äéáöÝñïõí êáé áõôü ïöåßëåôáé óôç äéáöïñåôéêÞ ðñïåôïéìáóßá ôïõ
äåßãìáôïò ðñéí áðü ôçí PCR. Ç Üìåóç åîïõäåôÝñùóç ôçò ïîýôçôáò ìåôÜ ôç
ëÞøç ôïõ ãáóôñéêïý õãñïý åßíáé áðáñáßôçôç ãéá íá ìçí åëáôôùèåß ç åõáéóèç-
óßá.22

PCR óå êüðñáíá

ÕðÜñ÷ïõí áñêåôÝò äõóêïëßåò óôçí åöáñìïãÞ ôçò PCR óôá êüðñáíá, ðïõ
áöïñïýí ôçí åõáéóèçóßá êáé ôçí åéäéêüôçôá ôçò ëüãù ýðáñîçò áíáóôïëÝùí
êáé Üöèïíçò ìéêñïâéáêÞò ÷ëùñßäáò áíôßóôïé÷á.

Ïé áíáóôïëåßò ôçò PCR óôá êüðñáíá åßíáé ç ÷ïëåñõèñßíç êáé ôá ÷ïëéêÜ
Üëáôá, áëëÜ êáé ïé ðïëõóáê÷áñßôåò ôùí ôñïöþí, ïé ïðïßïé ðñÝðåé íá áðïìá-
êñõíèïýí Þ íá áäñáíïðïéçèïýí.23

Ç áðïìÜêñõíóÞ ôïõò ãßíåôáé ìå áñáßùóç ôùí êïðñÜíùí, ìå ÷ñùìáôï-
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ãñáößá óôÞëçò Þ ìå ÷ñÞóç ößëôñïõ ðïëõðñïðõëåíßïõ. Ç ìÝèïäïò åêëïãÞò ãéá
áðïìÜêñõíóç ôùí áíáóôïëÝùí åßíáé ç ÷ñÞóç ôùí áíïóïìáãíçôéêþí óöáéñé-
äßùí åõáéóèçôïðïéçìÝíùí ìå áíôé-H. pylori áíôéóþìáôá ðñéí áðü ôçí PCR
(IMS). Åßíáé Ýíáò åýêïëïò ôñüðïò áíß÷íåõóçò ôïõ Ç.pylori ãéáôß äåí ÷ñåéÜæï-
íôáé åðß ðëÝïí óôÜäéá åîáãùãÞò ôïõ DNA êáé õðÜñ÷åé ìç÷áíéêÞ áðïìÜêñõí-
óç ôùí áíáóôïëÝùí ìå ðëýóéìï. ÅðéðëÝïí óôá áíïóïìáãíçôéêÜ óöáéñßäéá
ðñïóêïëëþíôáé üëåò ïé ìïñöÝò ôïõ H. pylori êáé ç üëç äéáäéêáóßá ôçò áíß-
÷íåõóçò ãßíåôáé áõèçìåñüí (åíôüò 6 h). Êýñéï ðëåïíÝêôçìá ôïõ áíïóïìáãíç-
ôéêïý äéá÷ùñéóìïý åßíáé üôé óõã÷ñüíùò óõãêåíôñþíåé ôá âáêôÞñéá êáé áðï-
ìáêñýíåé ôïõò áíáóôïëåßò.

Ï óõíäõáóìüò ôùí ïñïëïãéêþí ìåèüäùí êáé ôçò IMS-PCR óôá êüðñáíá
ìðïñåß íá áíôéêáôáóôÞóåé óôï ìÝëëïí ôç ãáóôñïóêüðçóç êáé ôç äïêéìáóßá
áíáðíïÞò ïõñßáò êáé åöáñìüæåôáé Üöïâá óå âñÝöç.24

PCR óå ïäïíôéêÞ ðëÜêá êáé óßåëï

Ç PCR óå óßåëï êáé ïäïíôéêÞ ðëÜêá Ý÷åé äþóåé áíôéöáôéêÜ áðïôåëÝóìáôá
üóïí áöïñÜ ôçí åõáéóèçóßá ôçò êáé ðñïò ôï ðáñüí äåí ÷ñçóéìïðïéåßôáé
äéáãíùóôéêÜ.9,25 Äåí ðáýåé üìùò íá Ý÷åé åðéäçìéïëïãéêü åíäéáöÝñïí. ÕðÜñ÷ïõí
áñêåôÝò øåõäþò (+) áíôéäñÜóåéò ëüãù ïõñåÜóç (+) ìéêñïâßùí óôç óôïìáôéêÞ
êïéëüôçôá êáèþò êáé óõããåíþí ìå ôï Ç. pylori åéäþí óôç ìéêñïâéáêÞ ÷ëùñßäá
ôçò ðåñéï÷Þò. Ç áýîçóç ôçò åõáéóèçóßáò ôçò PCR óå äåßãìáôá óéÝëïõ ãßíåôáé
ìå ôç ÷ñÞóç áíïóïìáãíçôéêþí óöáéñéäßùí.

ÅÖÁÑÌÏÃÅÓ ÊÁÉ ÐÑÏÏÐÔÉÊÅÓ ÔÇÓ PCR ÓÔÇ ÄÉÁÃÍÙÓÇ ÔÇÓ
ËÏÉÌÙÎÇÓ ÁÐÏ H. PYLORI

Ç ÷ñÞóç ôçò PCR óôç äéÜãíùóç ñïõôßíáò åßíáé õðåñâïëÞ üôáí ïé áíÜ-
ãêåò êáëýðôïíôáé áðü ôéò óõìâáôéêÝò ìåèüäïõò. Ç ÷ñçóéìïðïßçóÞ ôçò Ý÷åé
èÝóç óå ðåñéðôþóåéò ÷áìçëïý âáêôçñéáêïý öïñôßïõ, üðùò áõôü óõìâáßíåé
óõ÷íÜ êáôÜ ôïí Ýëåã÷ï ôçò åêñßæùóçò ôïõ Ç. pylori ìåôÜ èåñáðåßá.

H PCR äßíåé ëýóç ãéá ôçí ýðáñîç ôïõ H. pylori óôï ãáóôñéêü âëåííïãüíï
üôáí õðÜñ÷åé áóõìöùíßá áðïôåëåóìÜôùí ìåôáîý êáëëéÝñãåéáò êáé ïñïëïãé-
êþí äïêéìþí.

Êïêêþäåéò êáé ìç êáëëéåñãÞóéìåò ìïñöÝò ôïõ Ç. pylori áíé÷íåýïíôáé ìå
PCR óôá êüðñáíá, óôï óßåëï êáé óôç âéïøßá ìåôÜ èåñáðåßá. Ç óõìâïëÞ ôçò
PCR óôç äéáãíùóôéêÞ ðñïóÝããéóç ôçò ëïßìùîçò áðü H. pylori åßíáé óçìáíôéêÞ
ó’ áõôÝò ôéò ðåñéðôþóåéò.

Ç PCR óôç ãáóôñéêÞ âéïøßá åßíáé áðïäåäåéãìÝíá áóöáëÞò. Ç åöáñìïãÞ
ôçò óôï ãáóôñéêü õãñü åßíáé ìéá åëêõóôéêÞ åíáëëáêôéêÞ ëýóç. Ç PCR óôá
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êüðñáíá ðéèáíüí íá áðïôåëÝóåé ôç ìåëëïíôéêÞ ìÝèïäï åêëïãÞò óôç äéÜãíù-
óç ôçò ëïßìùîçò. Ï Ýëåã÷ïò ôçò áíôï÷Þò ôùí óôåëå÷þí H. pylori óôéò ìáêñï-
ëßäåò ãßíåôáé ìå ôá÷ýôçôá êáé áóöÜëåéá ìå PCR-OLA êáé óÞìåñá åßíáé äõíáôÞ
ç áíß÷íåõóç áíôï÷Þò óå 24h áðü ôç ãáóôñïóêüðçóç. ¼óï áõîÜíïõí ïé
ãíþóåéò ìáò ó÷åôéêÜ ìå ôïõò ìïñéáêïýò äåßêôåò ðïõ óõíäõÜæïíôáé ìå áõîçìÝ-
íç ðáèïãÝíåéá ôïõ H. pylori, ôüóï ç PCR èá åßíáé ðåñéóóüôåñï ÷ñÞóéìç.26

Ðñïò ôï ðáñüí üìùò ðáñáìÝíåé ìéá áêñéâÞ êáé áðáéôçôéêÞ ôå÷íéêÞ êáé
äåí åßíáé ðñïóéôÞ óôá äéáãíùóôéêÜ åñãáóôÞñéá ñïõôßíáò. Ðñüóöáôá Ý÷åé
êÜðùò áðëïðïéçèåß ìå ôç ÷ñÞóç ÷ñùìáôïìåôñéêþí ìåèüäùí áíß÷íåõóçò ôïõ
ôåëéêïý ðñïúüíôïò. Èá ãßíåé áðïäåêôÞ óå åõñåßá êëßìáêá üôáí áðëïðïéçèåß
áêüìá ðåñéóóüôåñï êáé êõêëïöïñÞóïõí öèçíÜ åìðïñéêÜ kits.

Ïé ðéèáíüôåñåò ÷ñÞóåéò ôçò óôï Üìåóï ìÝëëïí áöïñïýí:
á) ôçí áíß÷íåõóç ôçò áíôï÷Þò óôéò ìáêñïëßäåò ðñéí áðü ôçí Ýíáñîç ôçò

èåñáðåßáò êáé
â) ôçí áíß÷íåõóç ôïõ H. pylori óôá êüðñáíá ãéá ôïí Ýëåã÷ï ôçò åêñßæùóÞò

ôïõò ìåôÜ ôç èåñáðåßá.
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