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Abstract 
Objective: Trichomonas species usually reside in the mouth and occasionally in the 
respiratory tract. These species can be found in the lungs of humans. Although the 
pathogenicity of the parasite in the respiratory system has not been proven, it is more 
prevalent in people who lack good oral health or suffer from asthma or chronic pulmonary 
diseases. In the present descriptive study, we have identified Trichomonas by direct 
microscopic observation of stained smears and by PCR on the lung sputum of patients 
with asthma and chronic lung diseases that include lung cancer, bronchiectasis, COPD, 
and malignant pulmonary disease who were admitted to Masih Daneshvari Hospital, 
Tehran, Iran. 
Methods: For direct examination of 133 sputum samples, we stained the smears with 
giemsa. In addition a total of 60 samples were used for DNA extraction by an extraction 
kit (Cinnagen). Nested-PCR was used for amplifying the ITS1 target gene of the parasite. 
Finally the DNA sequence of the gene was determined.  
Results: According to the results, in direct examination of the sputum smears there were 
only 4 positive cases identified, whereas 22 (36.66%) of the samples were identified as 
Trichomonas by nested PCR. According to gender, 33.33% of the female samples and 
38.46% of the male samples were found to be positive. 
Conclusion: Considering the high prevalence of this parasite in the study group, chronic 
pulmonary disease and asthmatic patients may be more susceptible to Trichomonas. 
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  چكيده

 زا گرچـه بيمـاري  . شود  انگل تريكوموناس معمولاً در دهان و گاهي اوقات در مجاري تنفسي و حتي ريه انسان يافت مي                :هدف
بودن اين انگل در سيستم تنفسي تا به حال به اثبات نرسيده است ولي در افرادي كه توجهي بـه بهداشـت دهـان و دنـدان                           

از ايـن رو در ايـن       . تـر اسـت    برند حضور اين انگل در مجاري تنفسي شـايع         هاي مزمن تنفسي رنج مي     ا از بيماري  ندارند ي 
 شامل افراد مبتلا    گزين در نمونه خلط بيماران ريوي مزمن        لانه PCRمطالعه توصيفي وجود انگل تريكوموناس با استفاده از         

 و آسـمي بـستري شـده در بيمارسـتان مـسيح             ، برونـشكتازي  اد ريـه  بيماري مزمن انـسد   به سرطان ريه يا بدخيمي در ريه،        
  .  بررسي شد1391دانشوري در سال 

  نمونه خلط صبحگاهي از بيماران براي انجام آزمايش مـشاهده مـستقيم ميكروسـكوپي              133تعداد  منظور    بدين :ها مواد و روش  
 بـراي تكثيـر   Nested-PCRسپس از روش   . اج شد  نمونه با استفاده از كيت سيناژن استخر       60 از   DNAبه علاوه   . اخذ شد 

  . هاي مثبت تعيين شد در نهايت توالي بازي نمونه.  انگل استفاده شدITS1ژن 
 نمونه آلودگي بـه تريكومونـاس       4آميزي شده تنها     هاي رنگ   از مشاهده ميكروسكوپي اسمير    دست آمده   طبق نتايج به   :نتايج

 بـه انگـل تريكومونـاس   )  درصد66/36( نمونه22 نمونه، تعداد 60 از Nested-PCR در آزمايش .مثبت تشخيص داده شد
  . شد  درصد از مردان را شامل مي46/38 درصد از زنان و 33/33آلوده بودند كه 

با توجه به ميزان آلودگي اين انگل در گروه تحت مطالعه، احتمالاً ابتلا به بيماري تنفسي مزمن و آسم، زمينه را                    :گيري نتيجه
  .سازد  ابتلا بيشتر به اين انگل فراهم ميبراي

  
  هاي ريوي مزمن، آسم ي تريكوموناس، بيمار:كليدواژگان

  

  

 مقدمه
انــساني ) Trichomonas(تــاكنون ســه گونــه تريكومونــاس 

 ، تريكوموناس واژينـاليس )T. tenax(شامل تريكوموناس تناكس 
)T. vaginalis (و تريكومونــاس هــومينيس) T. hominis(در    

  
تريكوموناس تنـاكس  ]. 1[اند  مجاري تنفسي و ريه گزارش شده     

  دار ساكن در حفره دهان است كـه در افـراد            اي تاژك  تك ياخته 
   هـاي پريودنتـال    مـاري با بهداشت دهاني پايين و همچنين در بي       

  

 66-59: ، صفحات1392، زمستان 4، شماره 16، دوره آسيب شناسي زيستي:مجله علوم پزشكي مدرس
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ايـن  . يابـد  طلب رشد و گسترش مي     پيشرفته به صورت فرصت   
 لـوزه، التهـاب مـري       انگل در مبتلايـان بـه سـينوزيت، التهـاب         

هـاي ريـوي     در افراد با بيمـاري    . شود هاي فكي يافت مي    وآبسه
ــرط  ــد س ــزمن مانن ــسه م ــه، آب ــشيت  ان ري ــوي، برون ــاي ري  ه

)Bronchitis(برونـــشكتازي ،) Bronchiectasis(پنومـــوني ، 
)Pneumonia(و آمپــيم ) Empyema (د از راه توانــ انگــل مــي

) Trichomonasis(ازيس  پيدا كرده و تريكوموني   حلق به ريه راه     
هاي  تريكومونيازيس ريوي جزء بيماري   . ]2[ريوي را ايجاد نمايد     

 كــه در اكثــر مــوارد بــا ]3[غيــر معمــول دســتگاه تنفــسي اســت 
 Acquired(ايـدز   [هاي سـركوب كننـده سيـستم ايمنـي           بيماري

Immunodeficiency Syndrome: AIDS(  ،ــضو ــد ع ، پيون
اي ديگر مانند     و عوامل زمينه   ])Corticotherapy (كورتيكودرماني

، سرطان، تغذيه نامناسب و اعتيـاد الكلـي ارتبـاط           )Asthma(آسم  
  ].2[دارد 

هاي فراوانـي از جداسـازي انگـل         گرچه تا به حال گزارش    
تريكوموناس از ريه يا مجاري تنفسي ارايه شده است ولي اكثـر            

ها به صورت گزارش موردي و با مشاهده مستقيم انگل           گزارش
يكوموناس در مايع حاصل از شستشوي ريوي يا مايع جنـب           تر

 يا خلط بوده و فقط تعداد كمي از لحاظ مولكـولي تأييـد شـده              
توان به   از جمله اين مطالعات مولكولي مي     ]. 22-4،  2،  1[است  
در ) Mahmoud & Rahman(هاي محمود و رحمـان   بررسي
و همكــاران در ســال ) Mallat( در مــصر، مــالات 2004ســال 
و همكــاران در ســال ) Bellanger( در فرانــسه، بلانجــر 2004
ــر 2008 ــسه و لتري ــال ) Leterrier( در فران ــاران در س و همك
اي در   در ايران نيز مطالعه   ]. 25-22[ در فرانسه اشاره كرد      2012

] 26[انجـام شـده     ) 2007(اين زمينه توسط اطهري و همكاران       
ط بيمـاران مـزمن     هاي خل  شيوع انگل تريكوموناس در نمونه    اما  

ريوي تا به حال در ايران بررسي نشده است؛ بنـابراين  در ايـن               
 آلودگي خلط بيماران PCRمطالعه سعي شد با استفاده از روش      

ريوي مزمن و آسمي بستري شده در بيمارستان مسيح دانشوري          
  . به تريكومونياس بررسي شود

  ها مواد و روش
  جمعيت هدف يا جامعه آماري

در اين مطالعه توصيفي شـامل بيمـاران ريـوي          جمعيت هدف   
مزمن غير واگيردار مانند افراد مبتلا به سرطان ريه يـا بـدخيمي در              

، )COPD) Chronic Obstructive Pulmonary Diseaseريه، 
برونشكتازي و آسـم در بيمارسـتان مـسيح دانـشوري در سـال              

گيـري تـصادفي سـاده        اين مطالعه از روش نمونه     در.  بود 1391
استفاده شد به اين صورت كه در روزهـاي مختلـف از بيمـاران          
مورد نظر كه هر كدام يك كد مخـصوص بـراي خـود داشـتند               

  .شد نمونه خلط صبحگاهي گرفته 
  

 برداري و بررسي نمونه خلط نحوه نمونه
نمونه خلط صبحگاهي به حجم لازم متناسب با نوع خلـط           

مرتبـه لام تهيـه    سالين مخلوط شد و از هر نمونه سـه       -ا فرمل ب
ها، در متيل الكل     شد كه پس از تهيه گسترش و خشك شدن آن         

هـا بـه    پس از خشك شـدن لام  به مدت يك دقيقه تثبيت شد و
 دقيقه، محلول گيمساي رقيق شده با قطره چكان روي          15مدت  

ها ريخته شد و پس از شستشو بـا آب مقطـر در هـواي آزاد                 آن
 .كاملاً خشك شد

راي بررسي مولكولي به حجم متناسب بـا        بقيه نمونه خلط ب   
. بافر مخلوط شـد  )NTE )NaCl, Tris-HCl, EDTAمحلول 
 بافر  NTEكروليتر از نمونه خلط در محلول        ما 300-200حدود  

   و  pH=4/7 بـا    Tris-HClمـول     ميلي NaCl  ،20مول   ميلي100(
  . قرار داده شد) EDTAمول   ميلي1

  
  DNAاستخراج 

دسـتي شـركت سـيناژن       يت نيمه  از ك  DNAبراي استخراج   
 - كه مبتني بـر روش اسـتخراج فنـل         DN8115Cبا كد   ) ايران(

  . كلروفرم است استفاده شد
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  يگزين  لانهPCR با روش ITS1تكثير ناحيه 
 به شـكل    ITS-1ژن  ،  به منظورشناسايي انگل تريكوموناس   

ــا  رفــت و ) Primers(هــاي آغازگرمــستقيم از نمونــه خلــط ب
 R1) :5`-CTT TCC CAC TCG  وF1برگـشت دور اول  

AGA CTT TCG G-3` 5 و`-TGT GCC CTT CCG 

TCA ATT CC-3` ( هاي رفت و برگـشت دور دوم  آغازگرو
F2 و R2) :5`-AAA CGC CCG TAG TCT GAA TTG 

G-3` 5 و`-TTC AGC CTT GCG GTC GTA G-3`( 
 PCR ماكروليتر از مخلوط اوليـه       5/12براي اين كار    . تكثير شد 

)Cinagene با غلظت نهايي    ) ، ايرانX1   ماكروليتر از نمونه    5 با 
DNA       رفت بـا    آغازگر ماكروليتر از    1 استخراج شده از خلط و 

برگشت بـا    آغازگر ماكروليتر از    1 پيكومول و    4/0غلظت نهايي   
 مـاكروليتر آب مقطـر دوبـار        5/5 پيكومـول و     4/0غلظت نهـايي    

يـم نمونـه در     تقطير با يكديگر مخلوط و بعـد از يـك تكـان ملا            
، My Cycler, Touch-Gene-Gradiant(دستگاه ترموسـايكلر  

گـراد    سانتي  درجه 94 دور اول،    PCRبراي  . قرار داده شد  ) آلمان
گـراد    درجه سـانتي   94 اوليه،   واسرشتگي دقيقه براي    5به مدت   
 درجـه   61،  چرخـه  35 در   واسرشـتگي  ثانيه بـراي     30به مدت   
ــانتي ــدت    س ــه م ــراد ب ــرا 30گ ــه ب ــدن در   ثاني ــت ش   ي جف

 ثانيه براي سـاخت   30گراد به مدت      درجه سانتي  72،  چرخه 35
DNA   دقيقـه   10گراد به مـدت       درجه سانتي  72،  چرخه 35 در 

  ها به طور كامل ساخته شده      كه همه مولكول   براي اطمينان از اين   
 دقيقـه   5گراد به مدت      درجه سانتي  94 ثانويه،   PCRبراي  . باشد

 ثانيـه   30گراد به مـدت       درجه سانتي  94  اوليه، واسرشتگيبراي  
گراد بـه مـدت       درجه سانتي  60 ،چرخه 35 در   واسرشتگيبراي  

گـراد    درجه سـانتي   72،  چرخه 35 ثانيه براي جفت شدن در       30
 درجـه   72،  چرخه 35 در   DNA ثانيه براي ساخت     30به مدت   

كـه همـه      دقيقـه بـراي اطمينـان از ايـن         10گراد به مدت     سانتي
در ايـن كـار از ژل       . ه طور كامل ساخته شده باشـد      ها ب  مولكول
گرم آگارز وزن شده      ميلي 25/0ابتدا  .  درصد استفاده شد   1آگارز  
 بـه  )1x TAE) Tris-Acetate-EDTAسي بـافر    سي25و در 

 مـاكروليتر   2بعـد از خنـك شـدن ژل،         . كمك حرارت حل شد   

به ژل اضافه شد و به ) Ethidium Bromide(اتيديوم برومايد 
براي ايجاد چاهك در    . رامي داخل قالب الكتروفورز منتقل شد     آ

سـپس  . اي به صورت عمودي روي قالب قرار داده شد         ژل شانه 
 ـ    1 با   PCR ميكروليتر از محصول     5  افر لودينـگ   مـاكروليتر از ب

الكتروفـورز در ولتـاژ     . مخلوط و به داخل هر چاهك منتقل شد       
 در دسـتگاه     دقيقه انجام گرفت؛ سـپس     60-45 به مدت    70-80

) ، انگلـيس UVIdoc Deluxe GAS 9000(لامينـاتور   تـرانس 
  .نتايج مشاهده شد

  

 
 

 انگل تريكومونـاس پـس   ITS1 نتايج حاصل از الكتروفورز قطعه ژن   1شكل  
) 2 جفـت بـاز، بانـد    100نـشانگر  ) 1بانـد  ؛ Nested PCRاز تكثير با روش 

  رد مطالعههاي مو نمونه) 12 الي 3نمونه كنترل مثبت، باندهاي 
  

  نتايج
  نتايج حاصل از مشاهده مستقيم ميكروسكوپي

 نمونه خلط صبحگاهي اخـذ شـده از لحـاظ           133از تعداد   
 نمونه براي تريكومونـاس     4مشاهده مستقيم ميكروسكوپي تنها     

  .مثبت تشخيص داده شد
  

  نتايج حاصل از مطالعه مولكولي
 66/36( نمونــه 22 نمونــه مــورد مطالعــه، 60از مجمــوع 

 7از  . منفـي بـود   )  درصـد  34/63( نمونـه    38مثبت و   ) صددر
پس از الكتروفـورز    .  نمونه مثبت شد   7نمونه كنترل مثبت نيز     

هـاي مـشاهده شـده        دوم و اسـتخراج بانـد      PCRمحصولات  
ها براي تعيين توالي بـه شـركت ژن          توسط كيت از ژل، نمونه    
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ن هاي مربوط به تعيي    پس از دريافت فايل   . آوران ارسال شد   فن
 اقدام بـه اسـتخراج     Sequencherافزار   توالي با استفاده از نرم    

 نمـوده تـا در      fastaهايي با پـسوند      اطلاعات به صورت فايل   
تـرازي پايـه     مرحله بعـد بـا اسـتفاده از ابـزار جـستجوي هـم             

)BLAST (  سايتNCBI        هـاي    داده تـشابه  اقـدام بـه تعيـين
پـس از   . دست آمده با موارد مثبت شده در بانـك ژن شـود            به

هاي نتايج بدين شكل بود كه نمونه مثبت         بلاست نمودن، داده  
ــولي   ــا وزن مولك ــا    400ب ــد ب ــه درص ــود و ن ــاز ن ــت ب  جف

تريكوموناس واژيناليس و نود و هشت درصد با تريكوموناس         
 درخت فيلوژني نمونه جدا     2شكل  .  داشته است  تشابهتناكس  

بانك ژن را   شده در اين مطالعه با ساير مطالعات ثبت شده در           
 .دهد نشان مي

  
  گزين در بيمارستان مسيح دانشوري  لانهPCRنتايج حاصل از بررسي تريكومونيازيس ريوي با استفاده از روش  1جدول 

  
 )تعداد نمونه(گروه مرد زن

 )درصد(نمونه مثبت  تعداد )درصد(نمونه مثبت  تعداد
  )درصد(جمع كل 

  )66/36 (22 )46/38 (15 39 )33/33 (7 21 )60(گروه بيماران ريوي مزمن 
  

  
  

  با ساير مطالعات ثبت شده در بانك ژن) trichomonas-1( درخت فيلوژني نمونه جدا شده در اين مطالعه 2شكل 
  

  بحث
بيماري تريكومونيازيس ريوي توسط سـه گونـه مـشخص          
تريكوموناس انساني شامل تريكوموناس تنـاكس، تريكومونـاس       

آلودگي ]. 1[شود   وناس هومينيس ايجاد مي   واژيناليس و تريكوم  
ريه و مجاري تنفسي به تريكوموناس واژيناليس در نوزادان تازه          

نقـص سيـستم    هـاي    در بالغيني كه بيماري   ] 28،  27[متولد شده   
، 31[ تنفـسي حـاد      نشانگانو در افراد با     ] 30،  29[ دارند   ايمني

ده تريكوموناس هومينيس كه سـاكن رو     . گزارش شده است  ] 32
 ـ           ك فيـستول برونكـوانترالي    است نيز ممكـن اسـت در طـول ي

)Bronchoenteral Fistula(    به ريه رسيده و ايجـاد آمپـيم يـا   
  
  

  
  
 
  
  

مطالعــات صــورت گرفتــه روي ]. 33[هــاي ريــوي كنــد  آبــسه
تريكومونيازيس ريوي تا به حال به صورت گـزارش مـوردي و      

 از بــا مــشاهده مــستقيم انگــل تريكومونــاس در مــايع حاصــل
شستشوي ريوي يا مايع جنب بوده كه برخي از طريق مولكولي           

ــد شــده اســت   ــز تأيي ــا 1956در ســال ]. 22-4، 2، 1[ني  تومك
)Tumka (  هـاي خلـط، شستـشوي       نگر از نمونـه    در مطالعه آينده

هاي ريه برداشـت شـده از طريـق جراحـي وجـود              ريوي و بافت  
 بيمـار   112  از  بيمار 19 را در    )Trichomonads (ها تريكوموناد

سـرطان ريـه،    هـاي ريـوي مـزمن شـامل          با بيماري )  درصد 17(
 هـاي ريـوي، توبركلـوزيس      برونشكتازي، برونشيت مـزمن، آبـسه     
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)Tuberculosis(  تريكومونـاس تنهـا در      .نـشان داد    و پنوموني  
 بـا   بيمـار باقيمانـده  16شـد و   در گسترش مرطوب ديـده   بيمار   3

  ].5[كشت تريكوموناس مثبت شدند 
هـاي مولكـولي بـراي تـشخيص         هاي اخيـر از روش      سال در

آلودگي تريكومونادي در خلط، مايع جنب و بـزاق اسـتفاده شـده           
توان به مـوارد زيـر اشـاره كـرد؛           از جمله اين مطالعات مي    . است

ــال   ــان در س ــود و رحم ــشخيص  2004محم ــراي ت ــصر ب  در م
تريكومونيازيس ريوي در نمونه خلـط بيمـاران ريـوي مـزمن بـه          

ــابي روش ارز ــصاصي    PCRي ــي اخت ــه ژن ــتفاده از ناحي ــا اس  ب
مالات و همكـاران در سـال       ]. 23[تريكوموناس تناكس پرداختند    

 1ITS در ناحيـه ژنـي       PCR در فرانسه با استفاده از روش        2004
 بــه شناســايي تريكومونــاس تنــاكس در يــك بيمــار بــا  ITS2و

ل و همكـاران در سـا     بلانجـر   ]. 24[بدخيمي گوارشي پرداختنـد     
 را به عنوان يـك روش حـساس و          PCR در فرانسه روش     2008

با ويژگي بالا در تشخيص دو مورد ابـتلا بـه تريكومونـاد عنـوان               
 در فرانسه با اسـتفاده  2012لترير و همكاران در سال ]. 25[كردند  

، تريكوموناس تناكس را در مايع جنـب يـك فـرد       PCRاز روش   
اطهري و همكـاران در     ]. 22[الجنب شناسايي كردند     مبتلا به ذات  

 تريكومونـاس   PCR در ايـران نيـز بـا اسـتفاده روش            2007سال  
  ].26[هاي دنداني افراد تشخيص دادند  تناكس را در پلاك

در گروه يك كه شامل     ) 2004(در مطالعه محمود و رحمان      
 نفر، در گروه دوم كـه      12 بيمار با يك نوع بدخيمي بودند،        100

 نفـر مثبـت و در گـروه         8ن بودنـد     بيمار ريوي مزم   100شامل  
 نفر كنترل بود نمونه مثبت مشاهده نشد و در          50سوم كه شامل    

 9 نفر مرد    58از  . مثبت شدند )  درصد 8( نفر   250 نفر از    20كل  
مبتلا بـه   )  درصد 1/7( نفر   3 نفر زن    42و از   )  درصد 5/15(نفر  

تفـاوت نتـايج حاصـل از       ]. 23[ن بودند   مهاي ريوي مز   بيماري
تواند ناشي از تفـاوت      مطالعه با مطالعات قبلي ذكر شده مي      اين  

برداري، نحوه آزمايش و شرايط بهداشت فردي بيماران         در نمونه 
كه انگل فاقد مرحله كيستي است و نحـوه          با توجه به اين   . باشد

  انتقال آن مستقيم و اكثراً از طريق تبادل يا انتشار بـزاق صـورت         
  

ت موازين بهداشت فردي در هنگـام       گيرد؛ بنابراين عدم رعاي    مي
صحبت يـا بوسـيدن و خـوردن آب و غـذاي آلـوده بـه بـزاق                  

از طرفـي  . تواند در انتشار بيشتر انگل به اطرافيان مؤثر باشـد          مي
ابتلا به بيماري تنفسي مزمن و آسم احتمالاً زمينه را بـراي ابـتلا      

اگر چه نتايجي كه محمـود و رحمـان در          . آورد بيشتر فراهم مي  
توانـد گـواه كـاملي بـر شـيوع           حقيقات خود ارايه دادنـد نمـي      ت

تريكومونيازيس ريوي در بيماران باشـد زيـرا احتمـال آلـودگي            
نمونه خلط با بزاق دهان كه آلوده به انگل تريكومونـاس اسـت             

 درصد افراد تحت 87در مطالعه حاضر در خلط    . نيز وجود دارد  
بـراي اثبـات    گرچـه   . مطالعه انگل تريكوموناس شناسـايي شـد      

ــه   ــت نمون ــوي لازم اس ــازيس ري ــل از   تريكوموني ــاي حاص ه
شستشوي ريوي تغليظ و وجود انگل تريكوموناس بـا مـشاهده           

تـوان   مستقيم تأييد شود و به صرف حضور انگل در خلط نمـي           
ــه    ــا توجــه ب ــي ب ــات نمــود، ول ــوي را اثب ــازيس ري تريكوموني

ام اول در   برداري مطالعه حاضر به عنوان گ      هاي نمونه  محدوديت
اثبات حضور انگـل در دهـان و مجـاري تنفـسي بـسيار حـايز                

هاي مستعد مانند بيمـاران مـزمن،        ويژه در گروه   اهميت است؛ به  
انجام اين گونه تحقيقات در روند تشخيص صحيح و درمان بـه            

هـاي   تـوان از نمونـه     در ادامه كار مـي    . تواند مؤثر باشد   موقع مي 
ريه براي اثبات حضور انگل     حاصل از شستشوي ريوي يا بافت       

با توجه به ميزان آلودگي اين انگل در گروه          .در ريه استفاده كرد   
تحت مطالعه، احتمالاً ابتلا به بيماري تنفسي مزمن و آسم زمينه           

  .سازد را براي ابتلا بيشتر به اين انگل فراهم مي
  

  تشكر و قدرداني
ــان   ــشي از پاي ــر بخ ــه حاض ــد   مقال ــي ارش ــه كارشناس نام

شناسي است كه با حمايت مالي دانشگاه تربيت مدرس بـه            لانگ
نويسندگان از معاونت پژوهـشي دانـشگاه و        . انجام رسيده است  

شناسـي دانـشكده نهايـت تــشكر و     دانـشكده و كاركنـان انگـل   
  .قدرداني را دارند
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