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  چكيده
جداسـازي عامـل ايجادكننـده      . اسـت  درصد پنوموني شديد لژيـونلايي       95 لژيونلا پنوموفيلا عامل بيش از       :هدف

 لژيونلا بـا    هاي گونهبعضي  . است حساس و زمانبر     فرايند با كشت يك      برونكوآلوئولار  مايع هاي پنوموني از نمونه  
هـدف از ايـن مطالعـه جداسـازي لژيـونلا از         . كننـد  مـي ، در محيط كشت رشد ن     باليني وجود زنده بودن در نمونه    

  .است و كشت PCR با دو روش  برونكوآلوئولاري مايعها نمونه
.  تهيـه شـد    ي، نمونه مايع برونكوآلوئولار   ي بيمار مشكوك به پنوموني لژيونلا     70 مطالعه از     در اين  :ها مواد و روش  

هـاي  آغازگربا اسـتفاده از       نيز ها تمامي نمونه . كشت داده شدند   )BCYE(روي محيط اختصاصي لژيونلا      ها نمونه
  .ندشد ارزيابي  PCRروشبا ) mipژن ( اختصاصي

 نمونـه  6 ) درصـد 4/8(بـا كـشت و    نمونـه  3 ) درصد2/4 (وئولار مورد بررسي، برونكوآلمايع نمونه 70 از   :نتايج
 بيمـاران نيـز   بـاليني م ياز طرفي علا.  هم مثبت بودندPCRي كشت مثبت با ها تمامي نمونه.  مثبت شدند PCRبا

  .دست آمده در آزمايشگاه مطابقت داشت ه با نتايج بكاملاً
 شديد ناشي از ايـن بـاكتري بـسيار          هاي  درمان عفونت  برايپنوموفيلا   لژيونلا   تشخيص سريع و دقيق   : گيري نتيجه
 مـايع   هـاي   خيلي بيشتر از كشت در نمونه      PCR روشسرعت    و  آناليز نتايج ما نشان داد كه حساسيت       .استمهم  

 بـراي توانـد روشـي مناسـب         مـي  PCR روشبنـابراين   . اسـت ي لژيـونلا پنومـوفيلا      ي شناسا براي برونكوآلوئولار
  .ران مبتلا به پنوموني شديد باشد در بيمابرونكوآلوئولاري لژيونلا پنوموفيلا از نمونه مايع ي و شناساجداسازي

  

  .ي برونكوآلوئولار، پنومون، مايعmip ،PCRژن   لژيونلا پنوموفيلا،:كليدواژگان
 

  مقدمه-1
 لژيـــونربيمـــاري تـــا امـــروز 1976گيـــري  همـــه پـــس از

Legionnaire) (  يا گزارش شده و مـواردي از       مناطق مختلف دن  در
  (Pneumonia)هـاي   در پنوموني (Legionella)جداسازي لژيونلا

طوري كه   به].1[ داشته است   وجوداكتسابي از جامعه و بيمارستان      
  ، مـوارد زيـادي از سراسـر دنيـا گـزارش شـده و              2007تا سال   

  

 سروگروه در اين جنس تشخيص داده شـده         70 گونه و    49تا به حال    
هـايي   هاي لژيونلا شامل طيفـي از ناخوشـي        آلودگي با گونه   ].2[است  
 يك بيمـاري  (Pontiac fever) شود كه يك سوي آن تب پونتياك مي

ــونده و در  ــولانزاي خودمحدودش ــبه آنف ــاري  ش ــر بيم ــوي ديگ  س
  پنوموني در اين بيمـاران    . است كشنده لژيونر    سيستميك و غالباً  

  

 مقاله كوتاه
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شـيوع  ]. 3 [اسـت صورت تحت حاد، بسيار كشنده و شـديد          به
 درصـد در كـشورهاي مختلـف گـزارش          5/4 تا   5/1بيماري از   

 ايــن در حــالي اســت كــه لژيــونلا پنومــوفيلا. ]4[شــده اســت 
(Legionella pneumophila) درصـد 15 تا 2 مسئول حدود  

 از طرفـي عفونـت    ].5[است  از موارد پنوموني اكتسابي از جامعه       
ماننـد اسـترپتوكك    زاهـاي تنفـسي      همزمان لژيونلا با ساير بيماري    

ــه ــوس (Streptococcus pneumoniae) پنومونيـ ، هموفيلـ
 و مايكوبـــاكتريوم (Haemophilus influenzae) نفـــولانزاآ

گزارش شده   (Mycobacterium tuberculosis)توبركلوزيس
  .]6[است 

لژيونلا پنومـوفيلا را بايـد جـزء عوامـل ايجادكننـده پنومـوني              
اي  پنومـوني ]. 7[بيمارستاني و كسب شده از جامعه در نظر گرفـت           

صـورت اپيـدميك يـا       تواند بـه   شود، مي  كه توسط لژيونلا ايجاد مي    
ر در تـشخيص بيمـاري      كـه تـأخي    با توجه به اين   ]. 8[اندميك باشد   

، بنـابراين آزمايـشگاه و     ]9[شود   مير مي  و موجب افزايش ميزان مرگ   
]. 10[كلينيك نقش بسيار مهمي در تشخيص بيماري بر عهده دارند           

مشخص شده كه پيشرفت در زمينه تشخيص آزمايشگاهي، منجر به         
  ].11[شود  افزايش جداسازي لژيونلا مي

بتدايي و اوليه تـشخيص داده      در صورتي كه لژيونر در مراحل ا      
آگهـي بـدي نخواهـد     ، پـيش دردگ ـدرمـان  مناسب بيوتيك  و با آنتي 
 5 تا   3در صورت تشخيص سريع، ارگانيسم در مدت        ]. 10[داشت  

تشخيص عفونت لژيـونلا روي  ]. 12[ دهد روز به درمان جواب مي
گيـري بايـد از     نمونـه ]. 13[شـود    ها انجام مي   انواع مختلفي از نمونه   

هـاي متعـددي بـراي       روش. اه تنفس تحتـاني صـورت گيـرد       دستگ
گيــري از دســتگاه تــنفس تحتــاني در دســترس هــستند كــه  نمونــه
هـاي   ولـي روش  . تـر، اسـت    آوري نمونه خلط از همـه رايـج        جمع

 ترشحات برونش و نـاي،      (Aspiration) تر مثل آسپيراسيون   پيچيده
 و بيوپـسي  ، بيوپسي بافت ريه(Alveolar Lavage) لاواژ آلوئولار

استفاده از خلط و كـشت آن       . شود باز ريه در موارد لزوم استفاده مي      
دليـل آلـوده شـدن خلـط بـا           براي تشخيص پنوموني باكتريايي، بـه     

زا شـده و     ترشحات ناحيه دهان و حلق مانع از رشد باكتري بيماري         
البته ناتواني نيمي از بيماران     ]. 14[شود   جواب منفي كاذب ايجاد مي    

آوري درست اين    ادن خلط هم يكي ديگر از مشكلات جمع       براي د 
  ].15[ نمونه است
ي هـا   از روش  بـاليني ي  هـا  يونلا از نمونـه   ژ تشخيص ل  براي

ــشت، رنـــگ ــي كـ ــزي آنتـ ــستقيم  آميـ ــنت مـ ــادي فلورسـ   بـ
)Direct Fluorescent Antibody: DFA ( ژن آنتـي و رديابي 

عنـوان   كـشت بـه   . شود ميي ادراري استفاده    ها لژيونلا در نمونه  
ي تشخيص لژيـونلا، ارزش بـسيار بـالايي         يروش استاندارد طلا  

  نيو مـشاهده كل ـ   بـراي اما طولاني بودن زمان انكوباسيون      . دارد
 كـشت انتخـابي و غيرانتخـابي        هاي  نياز به محيط   ،) روز 5 تا   2(

ي در نتيجه كشت از معايب      بيوتيك آنتيثير درمان   أت و    رشد براي
 در صورتي كه بـه طـور   PCRدر مقابل روش   . استاين روش   

مناسب طراحي و اجرا شود، داراي سرعت و حـساسيت بـسيار     
ــرايتوانــد  بــالاتر بــوده و مــي در  تــشخيص ســريع لژيــونلا ب

 ها روشاين  . مورد استفاده قرار گيرد    و محيطي    بالينيي  ها نمونه
ــا ســاير   ــالاتر در مقايــسه ب ــر حــساسيت و ويژگــي ب عــلاوه ب

ي مانند توانايي   هاي  داراي مزيت  ،هيهاي معمول آزمايشگا   روش
ي مـزمن در    ها تشخيص بيماري در مراحل اوليه، تعيين عفونت      

ي سرولوژيكي از توانايي مناسبي برخوردار ها آزمونشرايطي كه 
م بيماري هـستند، ارزيـابي      ينيستند، تعيين بيماراني كه فاقد علا     

ثمربخش بودن درمان، رديابي حـذف شـدن ميكروارگانيـسم از      
ــدن، ــشخيص  بـ ــايي تـ ــهDNA توانـ ــا  در نمونـ ــه هـ يي كـ

اند و عدم نياز بـه       ي موجود در آن از بين رفته      ها ميكروارگانيسم
ي هـا  مين شـرايط بـراي نگهـداري و انتقـال ميكروارگانيـسم           أت

. اسـت هاي تحقيقاتي و تـشخيص طبـي    خطرناك در آزمايشگاه  
يي كه واجد ميكروارگانيسم    ها اين روش در مورد ارزيابي نمونه     

 منفـي اسـت، نيـز بـا     هـا  آنورد نظر بوده ولـي نتيجـه كـشت      م
  .]16[ استحساسيت و اطمينان بسيار بالايي قابل استفاده 

 (Bronchalveolar) ي برونكوآلـوئلار  هـا  در اين مطالعه نمونه   
بـا  ... ا كننـده بـه بيمارسـتان بقيـه        بيماران مشكوك به لژيونلا مراجعه    
  .ند بررسي شدPCRاستفاده از روش كشت استاندارد و 

  

  ها  مواد و روش-2
   تهيه نمونه-2-1

 نمونـه لاواژ برونكوآلوئـولار   70 مـاه،   6طي   در اين تحقيق  
(Bronchalveolar Lavage: BAL)    از بيماران مـشكوك بـه

 پنومــوني لژيــونلايي، بــا اســتفاده از روش برونكوســكوپي    
(Brochoscopy)     در .دش ـتهيـه     توسط پزشك متخصص ريـه 
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ليتر از مايع گرفته شده، بلافاصله در لوله فـالكون            ميلي 5حدود  
آوري و در فلاســك حــاوي يــخ بــه  دار اســتريل جمــع درپــيچ

 پس از انتقال در دو لولـه تقـسيم          ها نمونه. آزمايشگاه منتقل شد  
، بـراي انجـام كـشت بلافاصـله مـورد           هـا  يكي از نمونـه   . شدند

، در دمـاي    PCRاستفاده قرار گرفت و ديگري تـا زمـان انجـام            
  .نگهداري شدگراد  درجه سانتي -70

  
  ها كشت نمونه-2-2

 درجــه 56هــاي تهيــه شــده بـراي كــشت، در حــرارت   نمونـه 
، گـراد   درجـه سـانتي    60ماري  دقيقه در بن   12گراد و به مدت      سانتي

سي از نمونه تيمار شده با حرارت، بر          سي 1/0. شدندتيمار حرارتي   
ــصاصي   ــيط اخت ــاوي    (BCYEمح ــونلا ح ــابي لژي ــيط انتخ مح

، ونكومايـسين  B (Polymyxin B) هاي پلي ميكسين بيوتيك آنتي
(Vancomycin)  و سيكلوهگزامايد  (Cycloheximide) به روش 

دار   شـمع هاي تلقيح شده در جار  پليتتمام . شت داده شدند خطي ك 
.  انكوبـه شـدند     درصد 90 تا   70گراد و رطوبت     درجه سانتي  37در  
 روز مورد بازديد قرار گرفته و در صورت عدم          3بعد از    ها پليتاين  

مشاهده كلوني، با توجه به كند رشد بودن لژيونلاها، انكوباسيون بـه            
هاي  هاي رشد يافته در محيط     از كلوني . يافت  روز ادامه مي   14مدت  

آميزي گرم،   شناختي و رنگ   اختصاصي لژيونلا بعد از بررسي ريخت     
اكـسيداز و   ،  هـاي كاتـالاز    آزمـون هـاي بيوشـيميايي ماننـد        از آزمون 

هـاي بيوشـيميايي و تعيـين گونـه          براي بررسـي   هيدروليز هيپورات 
 محـيط بـلاد آگـار       هاي مشكوك به لژيونلا روي      كلوني .استفاده شد 

(Blood agar)كه لژيونلاها قادر به رشد نيستند، كشت داده شدند .  
  

2-3-PCR ها  نمونه  
  ها آماده كردن نمونه -2-3-1

ابتــدا بــراي كــم كــردن و زدودن    ، PCRبــراي انجــام  
ــافر فــسفات ســالينBALي هــا ، نمونــههــا مهاركننــده ــا ب    را ب

(Phosphate Buffered Saline: PBS)ر شستشو داده ، سه با
پـس از   .  دقيقـه سـانتريفوژ شـدند      5 بـه مـدت      3000و با دور    

 (Eppendorf)مانده لوله اپندرف شستشوي سوم، محتويات باقي

  . براي ادامه آزمايش به خوبي مخلوط شدند

  ها از نمونهDNAاستخراج  -2-3-2
ــايع  100 ــر از مـ ــده، در  BAL ميكروليتـ ــت شـ  يكنواخـ
در دمـاي     دقيقه 20و به مدت     يختهليتري ر   ميلي 5/1 لولهميكرو

يي كـه   هـا  در مورد نمونـه   . گراد قرار داده شدند     درجه سانتي  95
 كـردن نمونـه     يكنواختبراي   محتويات پروتئيني بالايي داشتند،   

   ميكروليتــر پروتئــاز، بــه مــدت5بعــد از اضــافه كــردن حــدود 
 گـراد و در داخـل دسـتگاه         درجه سـانتي   55 ساعت در دماي     3

Hot Plate  دقيقـه  20گراد بـه مـدت     درجه سانتي95در دماي 
بـراي كنتـرل مـواد از كنتـرل مثبـت كـه سـرم               . قرار داده شدند  

ــاوي   ــوژي ح ــا 10فيزيول ــاكتري 100 ت ــوفيلا   ب ــونلا پنوم لژي
ATCC33152    و بـراي كنتـرل منفـي نمونـه          شـد  بود استفاده 

BAL           هـاي  ي كه از نظـر لژيـونلا پنومـوفيلا بـا روش PCR  و 
  .دشد استفاده كشت منفي بو

عنوان  كردند به   را كد مي   mipبخشي از كروموزم باكتري كه      
 اسـتفاده شـدند كـه داراي        PCRبراي انجام    (Primer) آغازگر
  : زير بودندتوالي

  :جلويي آغازگرتوالي 
5'-GGTGACTGCGGCTGTTATGG-3'  

  :برگشتي آغازگرتوالي 
5'-GGCCAATAGGTCCGCCAACG-3'.  

  

  PCRانجام  -2-3-3
 ميكروليتــر 50 الگــوي اسـتـخراج شــده در DNAكروليتــر از مي5

اـمل    نـش ش اـفر  مخلوط واك ،  dNTPs،Mgcl2مخلـوط   ،)PCR) x1ب
اـر بـرده شـد    مراز و آب مقطر ديونيزه بـه    پلي Taq آغازگرها، پـس  . ك س

 دقيقـه،   1گراد بـراي      درجه سانتي  94 چرخه شامل    40مخلوط فوق در    
 5/1گـراد بـراي    درجـه سـانتي   72 دقيقـه،  2گراد براي   درجه سانتي  64

.  شـد  PCR دقيقـه    5گـراد بـراي       درجه سانتي  72ها   دنبال آن  دقيقه و به  
  . درصد الكتروفورز شدند5/1 با استفاده از ژل آگارز PCRمحصولات 

  

   نتايج-3
) عـج ...( از بيمارستان بقيه ا    BAL  نمونه 70در اين تحقيق،    

ــع ــابي آوري و  جم ــدندارزي ــن  ش ــه از اي ــداد  ك ــورد 36تع   م
بستري در بيمارسـتان بودنـد و بـراي           از بيماران  ) درصد 4/51(
مـار  ي ب25 بيمار بـستري    36از  .  پرونده پزشكي موجود بود    ها آن
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BAL مونه
ن

لا مثبت 
لژيون PCR كشت

BAL  لژيونلا در نمونه

66%

34%

سديم بالاي 130 سديم پايين 130

پـس از   . به علت تنگي نفس بستري شده بودند      )  درصد 44/69(
از نظـر   )  درصد 75/8( مورد   6 نمونه،   70 روي   ها انجام آزمايش 

، ) درصـد  7/5(  مورد 4 در   لژيونلا مثبت تشخيص داده شدند كه     
ــاري در  ــت بيم ــا آنعل ــود ه ــشده ب ــشخص ن ــورد.  م ــك م   ي

)  درصـد  4/1( و يـك مـورد       پنوموكـوك  هـا  آناز  )  درصد 4/1(
ص داده شده بود كه در اين مورد همزماني         يمايكوباكتريوم تشخ 

  .آلودگي قابل تأمل است
ــة 70از  ــهBAL نمونـ ــدند كـ ــه3 كـــشت داده شـ    نمونـ

 بودندكه هر سه نمونـه مربـوط بـه          با كشت مثبت  )  درصد 2/4(
 از هـا  آنبيماران بستري در بيمارستان بود كه يك هفته از اقامت   

 ميزان آلودگي به لژيونلا بـا روش        بنابراينگذشت   بيمارستان مي 
 و در بـين بيمـاران بـستري          درصد 4 ها كشت در بين كل نمونه    

طـور   علاوه بر اين در يك مورد لژيـونلا بـه         .  بود  درصد 9شده  
طـور همزمـان بـا     همزمان با مايكوباكتريوم و در يـك مـورد بـه        

 .پنوموكك تشخيص داده شد

، هـا  آناز  )  درصد 57/8( نمونه   6 تعداد   ،BAL  نمونه 70از  
و  1 نمـودار (  مثبـت بودنـد    mipعبارتي ژن    از نظر لژيونلا و به    

ــكل  ــكل  ).1ش ــصول 1ش ــايج مح ــد ازPCR نت ــام  را بع  انج
  .دهد الكتروفورز نشان مي

  

  
  

نمونه : 2چاهك  ؛  ATCC33152 لژيونلا پنوموفيلا    ،كنترل مثبت : 1چاهك   1شكل  
BAL   نمونه  : 3چاهك   منفي؛BAL      جدا شده از جانباز شيميايي كه PCR  مثبـت و 

 جدا شـده از بيمـار كـه كـشت و     BALنمونه : 5 و 4 هاي چاهك ؛كشت منفي بود 
PCRنشانگر: 6 چاهك ؛ آن مثبت بود(Marker) 100 جفت بازي.  

  

 وجـود   دهنده جفت باز نشان   631در اين شكل داشتن باند      
ي و  بـراي شناسـاي   PCR در نمونه و مثبت بودن نتيجهmipژن 

  .استجداسازي لژيونلا پنوموفيلا 
از جنبـه    نر به تفكيك بيمـاران مبـتلا بـه لژيـو          1در جدول   

م باليني، سن جنس، علـت بـستري در بيمارسـتان و سـاير              علاي
  .اند شدهاي بررسي  ينهم زميعلا

درصد بيماران بـا     100شود   طور كه در جدول مشاهده مي      همان
 درصـد سـديم   6/66. انـد  تنگي نفس و سرفه و تـب بـستري شـده     

). 2نمـودار (والان در ليتر داشـتند       اكي  ميلي 130تر از    مساوي يا پايين  
.  سال داشتند  80 تا   70 سن   3/33 سال و    45 تا   35 درصد سن    6/66

 درصـد از    50 سـال بودنـد      45 تـا    35ماراني كه در طيف سني      از بي 
 25 درصد مبتلا به ديابت و مايكوبـاكتريوم و          25جانبازان شيميايي،   

  .درصد اعتياد به مواد مخدر داشتند
  
  
  
  
  
  
  
  

 در بيماران مشكوك بـه      BAL نمونه   70از  . BAL لژيونلا در نمونه     1نمودار  
  . تشخيص داده شدPCR  نمونه با6 نمونه با كشت و 3لژيونلا 
  

   درصــد توســط كــشت و50 بيمــار مبــتلا بــه لژيــونر 6از 
 PCR درصـد توسـط كـشت و         50 و   PCR درصد توسط    100

ــشخيص داده شــد  ــزان ). 1 و نمــودار 1شــكل (ت ــين مي همچن
 70 حـدود    .طور مساوي اسـت    تشخيص در جنس زن و مرد به      

 ريبـاً درصد از بيماران تنها از تنگي نفـس شـكايت داشـتند و تق         
  .ها در كنار ساير علايم مشكل تنگي نفس هم داشتند همگي آن

  
  ميزان و درصد سديم در بيماران مبتلا به لژيونلا

  
  
  
  
  
مبـتلا    بيمـاران   درصد 6/33در   . ميزان سديم بيماران مبتلا به لژيونلا      2نمودار  

  .بود 130پايين سديم   بيماران درصد66/6 در  و130بالاي ، سديم به لژيونلا

  7  6 5 4 3 2 1
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   مشخصات باليني بيماران مبتلا به لژيونر1 جدول

ف
ردي

  

ميزان   علايم باليني  علت بستري
 PCR  كشت  تشخيص نهايي  جنسيتوضعيت بدن  سن  سديم

1  
تنگي نفس، برونشكتازي 

(Bronchiectasis) فيبروزيس ،
(Fibrosis)عفونت ريوي ،  

تب و لرز، كاهش وزن 
  مثبت  منفي  لالژيون  زن  سن بالا  71  130  بدن، سرفه و خلط

  تنگي نفس، درد قفسه سينه  2
 سرفه خشك، تب،

كاهش اشتها، كاهش 
  وزن

لژيونلا،   زنابتلا به ديابت  45  126
  مثبت  مثبت  مايكوباكتريوم

تنگي نفس، درد قفسه سينه،   3
  (Hemoptysis)هموپتزي 

آرتريت  تب و لرز، پلي
(Arthritis) سرفه ،

  خشك، درد شكم
اعتياد به مواد  45  133

  مثبت  مثبت  لژيونلا  مرد  مخدر

  مثبت  منفي  لژيونلا  زن  سن بالا  81  143  دار سرفه خلط  تنگي نفس  4

جانباز   39  130  سرفه خشك  تنگي نفس  5
  مثبت  مثبت  لژيونلا  مرد  شيميايي

جانباز   45  130  سرفه خشك  تنگي نفس  6
  مثبت  منفي  لژيونلا  مرد  شيميايي

  
  

   بحث-4
  

ي از   بيمار مبتلا به پنومون    70 از   BAL نمونه   تحقيقدر اين   
  .نظر حضور لژيونلا بررسي شد

 بيمـار تـشخيص     6)  درصـد  BAL )5/ 8لژيونلا در نمونه    
يـك از    ومير را در هـيچ      بعدي وقوع مرگ   هاي پيگيري. داده شد 

 مربـوط بـه بيمـاران       ها نيمي از نمونه  . داد اين بيماران نشان نمي   
  ه پنوموني مراجعه كـرده    علت ابتلا ب   بود كه به   ) نفر 35(سراپايي  

  

بودند و به همين دليل تحـت برونكوسـكوپي قـرار گرفتـه             
يك از اين بيمـاران تـشخيص داده         لژيونلا در نمونه هيچ   . بودند
بيماري لژيونر  )  درصد 5/8( مورد   6عبارت ديگر تمامي     هب. نشد

در گروهي تشخيص داده شـد كـه حـداقل يـك هفتـه قبـل از                 
بيمـاري لژيـونر    . بستري شـده بودنـد    گيري در بيمارستان     نمونه

  ر و فرم حـاد لژيـون  (Atypical pneumonia) پنوموني آتيپيك
  

 ًا و اساســ(Nosocomial) صــورت نوزوكوميــال هاســت كــه بــ
نكتـه درخـور توجـه      . آيـد  وجود مي  هتوسط لژيونلا پنوموفيلا ب   

 آب  هاي در نمونه ) لژيونلا پنوموفيلا (كه عامل بيماري لژيونر      آن
در ايـن پـروژه دو      . ]17[مارستان تـشخيص داده شـد       همين بي 

 روشروش تشخيــصي مكمــل هــم يعنــي كــشت اســتاندارد و 
PCRدشسازي و آزمايش   بهينه.  

م تنفـسي   ي بيماراني كه با علا    BALدر اين تحقيق از نمونه      
 مراجعه كرده بودند، براي جداسازي لژيونلا       ...ا به بيمارستان بقيه  

 توسـط   بالينيي  ها ن لژيونلا از نمونه    جدا كرد  براي. شداستفاده  

دوره انكوباسـيون    يي وجود دارد؛ از جملـه     ها كشت، محدوديت 
الرشـد   ي سـريع ها كه رشد لژيونلا توسط ارگانيسم   طولاني و اين  

ي هـا  همچنين حـضور لژيونلا     و ]18[ گيرد ميالشعاع قرار    تحت
 نـاتواني . اي كه قدرت رشد روي محيط كـشت را ندارنـد           زنده
اكنـون بـراي تـشخيص لژيـونلا در دسـترس             كه هم  اييه روش
؛ موجب شده تا عفونت لژيونلايي به طور كامل تـشخيص           است

  .]19[داده نشده و درمان آن هم با مشكل مواجه شود 
رديابي مولكولي، موجب تشخيص مطمئن و سريع بيمـاري         

ــي ــونر مـ ــود لژيـ ــي. شـ ــيون آمپلـ  (Amplification) فيكاسـ
يص لژيــونلا بــسيار كارآمــد اســت اســيدنوكلئيك بــراي تــشخ

هاي مختلف توسـط     روش تشخيص لژيونلا در نمونه    ]. 19،20[
هاي كشت را نـدارد       اخيراً ابداع شده و محدوديت     PCRروش  

]21.[ DNAــونلا ــل   لژي ــسي مث ــحات تنف ــواپ BAL در ترش ، س
 (Nasopharyngeal) ، سواپ نازوفارنژيال  (Pharyngeal) فارنژيال

داده   خون در ادرار و سـرم تـشخيص        اي هسته تكهاي    سلول و
 100چندين مطالعه، حـساسيت ايـن روش را         ]. 22[است  شده  

ــرده  ــزارش ك ــد گ ــه  درص ــد؛ ب ــه روي  ان ــاني ك ــصوص زم   خ
 در تحقيق حاضـر نيـز     . نمونة برونكوآلوئولار استفاده شده است    

  بــا هــاي مــشكوك بــه عفونــت لژيــونلايي،  درصــد نمونــه100
  .مثبــت ارزيــابي شــدند ،، از نظــر حــضور لژيــونلاPCRروش 

هايي  از ژن  ،PCRبراي تشخيص لژيونلا پنوموفيلا توسط روش       
كـد   ريبـوزومي را  S rRNA5 و S rRNA16 كـه زيـر واحـد   

ــي ــد و ژن  م ــت   mipكنن ــده اس ــتفاده ش ــل ]. 23[ اس ــه دلي   ب
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 85 هـاي ديگـر لژيـونلا،    كه لژيونلا پنوموفيلا در بـين گونـه       اين
دهـد؛ بنـابراين     درصد از موارد بيماري را به خود اختصاص مي        

 كـه بـراي لژيـونلا       mipدر اين تحقيـق نيـز بـا اسـتفاده از ژن             
 اقـدام بـه شناسـايي لژيـونلا در          تـر اسـت    پنوموفيلا اختصاصي 

اين ژن براي تشخيص لژيونلا پنومـوفيلا       .  شد BALهاي   ونهنم
هاي باليني و محيطي توسـط محققـين مختلـف مـورد             در نمونه 

در اين تحقيق با انجـام بررسـي روي         . استفاده قرار گرفته است   
 بـا انـدازة   mipفيكاسـيون ژن   مقالات، آغازگرهايي براي آمپلـي  

، بـراي انجـام      جفت باز كه مختص لژيونلا پنوموفيلا بـود        631
PCR  تعيين  1989توالي اين ژن، اولين بار در سال      .  انتخاب شد 
 برابـري را در     80هاي فاقد اين پروتئين، كاهش       گونه]. 24[شد  

  .دهند زايي از خود نشان مي ميزان بيماري
ي لژيونلا به قدر كـافي تنـوع دارد         ها  در بين گونه   mipژن  

پنومـوفيلا بـه   صورت اختصاصي براي تـشخيص لژيـونلا       كه به 
هــدف ايــن . ]26، 25[ بتــوان از آن بهــره گرفــت PCRروش 

ــق، راه ــدازي روش  تحقي ــاس ژن PCRان ــونلا mip براس  لژي
 بيمـاران مبـتلا بـه پنومـوني و          BALي  هـا  نمونـه  پنوموفيلا در 

 و مقايسه آن با روش كشت       PCRتشخيص موارد مثبت توسط     
حـساب   تـشخيص ايـن بـاكتري بـه       بـراي كه استاندارد طلايي    

  .آيد، بود مي
 تعداد موارد مثبت لژيونلاي تشخيص داده حاضردر مطالعه 

 دو برابر موارد جدا شده توسط روش          تقريباً  PCRشده توسط   
 نـسبت بـه     PCR حـساسيت بيـشتر      دهنـده  نشانكه   كشت بود 

لژيونلاهاي جدا شده با روش كشت، نيز علاوه بر         . استكشت  
 mip و ژن    PCRبـا روش    ي بيوشـيميايي    ها آزمونييد توسط   أت

 mip از نظـر ژن  ها آن همگي    كه و مشخص شد   ييد شدند أنيز ت 
ي مثبـت   ها تمام نمونه . هستند لژيونلا پنوموفيلا    مثبت و احتمالاً  

ــا  ولــي نيمــي از .  هــم مثبــت بودنــدPCRبــا روش كــشت، ب
، نتـايج   شـدند ، مثبـت ارزيـابي      PCRي كـه بـا روش       هـا  نمونه
كـه تمـامي مـوارد مثبـت از نظـر           از آنجا   . شان منفي بود   كشت

 هـم مثبـت تـشخيص داده        PCRكشت در اين تحقيق با روش       
ــساسيت روش   ــابراين ح ــدند، بن ــرPCRش ــي حاض    در بررس

 صـحت مـوارد     PCRدر اين بررسي، نتـايج      . است درصد 100
كند؛ بنابراين هيچ موردي از  مي ييدأتجدا شده با كشت را كاملاً 

 منفـي  PCRكشت مثبت و بـا     يعني مواردي كه با     (منفي كاذب   

با اين حال مـواردي كـه       . شود ميمشاهده ن ) گزارش شده باشد  
 منفـي بـود،     هـا  آن مثبـت ولـي نتـايج كـشت          ها آن PCRنتايج  

بـه ايـن ترتيـب    . عنوان مثبـت كـاذب در نظـر گرفتـه شـدند        به
.  ارزيـابي شـد    درصـد  94 در بررسي حاضر     PCRاختصاصيت  
ــاني ــارانش(Mahbubani) محبوب ــال  و همك ــا 1990 در س ، ب

  بـا حــساسيت  mipاز ژن جفـت بــازي   650اسـتفاده از قطعــه  
  .]27[تشخيص دادند  لژيونلا پنوموفيلا رافيكوگرم  10

 بـراي اولـين     1992 و همكارانش در سال      (Jaulhac) جالهاك
 و (Legionella bozemanii) بار، لژيونلا پنوموفيلا، لژيونلا بزماني

ي هـا   را در نمونـه (Legionella micdadei) لژيونلا ميكـددي 
BAL   ــه ــتفاده از قطع ــا اس ــازي   630، ب ــت ب  mipاز ژن جف

گزارش  فيكوگرم   50،  ها آن كه حساسيت روش     تشخيص دادند 
 نمونه، پانزده نمونـة مثبـت تـشخيص    68در اين مطالعه از   . دش

  ].28[داده شد 
  و همكاران(Hosseini doust) دوست ، حسيني1382در سال 

. ود لژيونلا در بيمارستان اكباتان همدان پرداختنـد     به بررسي وج  
 تـشخيص   بـراي  PCR و روش    mipدر اين مطالعه نيـز از ژن        

 نمونه گرفته شـده، يـك مـورد بـه روش            46د كه از    شاستفاده  
 مثبت شناخته شدند؛ كه اين خود       PCR مورد توسط    4كشت و   

 ].10 [است PCR حساسيت بالاي روش دهنده نشان

 توانايي بيشتري نسبت    PCR معتقدند كه    بعضي از محققين  
 نيـز    تحقيق حاضـر   به كشت در تشخيص لژيونلا دارد كه نتايج       

علت عدم جداسازي لژيـونلا از  ]. 29[كند  ميييد أاين مورد را ت  
تواند بـه ايـن دليـل        مي،  PCR مورد مثبت شده توسط روش       3

باشد كه لژيونلا يك باكتري درون سلولي اختياري است و تنهـا    
 به تعداد زيـاد     ها آن از تكثير درون ماكروفاژها و پاره كردن         پس

. در فضاي آلوئولي و ترشحات تنفس تحتاني يافت خواهند شد         
تواند حضور نرمال سالين باشد؛ اين مايع موجب       ميدليل ديگر،   

بيوتيـك در بيمـاران، در    مصرف آنتي . شود ميمهار رشد لژيونلا    
نتـايج  در  توانـد    مـي اشـته و    سـزايي د   هثير ب أعدم رشد باكتري ت   

زا،   به منظور شناسايي عامل بيمـاري      شناسي باكتريهاي   آزمايش
  .اختلال ايجاد كند

-Realبا روش   و همكارانش    (Wilson)ويلسون   2003در سال   

time PCR  و با هدف ژنmip،  به تشخيص لژيونلا پنومـوفيلا 
  ايزوله لژيونلا پنومـوفيلا،    27اقدام كردند كه در اين بررسي، از        
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 ايزوله غير از لژيونلا،     103  گونه ديگر لژيونلا،   14 ايزوله از    20
 از لحاظ لژيونلا مثبت شده بودند       ها آن نمونه باليني كه كشت      8
 نمونه 40و )  مورد لژيونلا بزماني1  مورد لژيونلا پنوموفيلا و7(

اي كـه كـشت       نمونه 7 .كه كشت منفي شده بودند، استفاده شد      
 PCR روش   وسـيله   بـه  پنوموفيلا مثبت بود      از نظر لژيونلا   ها آن

زماني كه كشت مثبـت     بنمونه محتوي لژيونلا     نيز مثبت شدند و   
 نمونه ديگـري كـه كـشت منفـي بودنـد در روش              40داشت و   

 مورد مثبت 7 مورد از 5و تنها .  نيز منفي شدند   PCRتشخيصي  
 تـشخيص لژيـونلا     براي DFA در روش    PCRتوسط كشت و    

  .]30[دند پنوموفيلا مثبت بو
ي مولكـولي،   هـا  روشتوان نتيجـه گرفـت كـه         بنابراين مي 

تــري بــراي  ، نــسبت بــه كــشت روش مناســبPCR خــصوصاً 
صــورت  حــساب آمــده و بــه تــشخيص لژيــونلا پنومــوفيلا بــه

 بـاليني ي  ها تواند لژيونلا پنوموفيلا را از نمونه      آميزي مي  موفقيت

. يص دهـد  ي آبي با حساسيت و سرعت بالاتر تـشخ        ها يا نمونه 
حساسيت اين روش، خصوصاً در روزهاي اول بيماري، بـسيار          

 تـشخيص  PCRهاي مرده و زنده را از طريق   و سلولاستبالا  
 15نتـايج ايـن روش، در كمتـر از يـك روز و ظـرف                . دهد مي

، PCR از طريـق     DNAفيكاسيون   آمپلي. آيد ميدست   ساعت به 
تري در  ، حتـي در تعـداد بـسيار كـم بـاك           DNAسبب شناسايي   

گـري   همچنين قادر بـه غربـال     . شود ميي مورد بررسي    ها نمونه
  .شود مي آزمون با يك ها آني ها ي لژيونلا و سروگروهها گونه

  
 تشكر و قدرداني -5

 به... ا از دانشگاه تربيت مدرس و دانشگاه علوم پزشكي بقيه     
خاطر پرداخت هزينه مواد، وسايل، امكانات آزمايشگاهي و تهيه 
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