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  چكيده 

 ناميـده مـي شـد،     P. carinii f. sp. hominisكه قبلا )Pneumocystis jiroveci(پنوموسيستيس ژايرووسي  :هدف و سابقه

 است كه در بيماراني كه سيستم ايمنـي ضـعيف شـده دارنـد، هماننـد مبتلايـان بـه ايـدز و بـدخيمي هـا، بيمـاري                          قارچ فرصت طلبي  

اين قارچ باعث مشكلات ريوي شده و گاهي مي تواند خطرناك بـوده و حتـي موجـب مـرگ بيمـار                      . پنوموسيستوزيس را ايجاد مي كند    

تشخيص ايـن  . تريايي از عوامل خطر ابتلا به اين عفونت محسوب مي شوند   بيماريهاي مزمن ريوي همچون سل و پنوموني هاي باك        . شود

بيماري بوسيله رنگ آميزي نمونه هاي ريوي همانند لاواژ ريوي و يا خلط القاء شده و مشاهده اين قارچ در اين گسترش هـا انجـام مـي            

نگ آميـزي مـورد اسـتفاده و تجربـه افـراد در زمينـه          اين روش ها چندان قابل اعتماد نبوده و نتايج بدست آمده بسته به روش ر              . پذيرد

 و  PCRدر اين مطالعه ميزان اسخراج اين قارچ در بيماران داراي علائم ريـوي بـا روش  . شناسايي ميكروسكوپي اين قارچ متغير هستند

  . رنگ آميزي گيمسا گزارش شده است

 داراي علائم ريوي كه مـشكوك بـه بيمـاري هـاي ريـوي بودنـد، از          ) زن 14 مرد و    46( نمونه لاواژ ريوي از بيماران بالغ        60 :روش كار 

 با استفاده  Nested-PCRبه منظور تشخيص پنموسيستيس روش رنگ آميزي گيمسا و تست . بيمارستان مسيح دانشوري گرفته شد

  . بر روي نمونه ها انجام گرفتITS-rDNAاز ژن 

 از نظر پنوموسيستيس ژايرووسي مثبت شدند، در حاليكه Nested-PCR روش در%) 5( نمونه 3 نمونه مورد بررسي، 60از  :ها يافته

  .هيچكدام از نمونه ها در رنگ آميزي گيمسا مثبت نبودند

 روش كارآمد و ارزشمندي براي شناسايي ITS با استفاده از ژن  nested-PCRاين بررسي نشان مي دهد كه تكنيك  :گيري نتيجه

DNA نمونه هاي ريوي است پنوموسيستيس ژايرووسي در.  

 BAL( ،Nested-PCR ،ITS-ribosomal DNA(پنموسيستيس ژايرووسي، لاواژ ريوي : واژگان كليدي
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  مقدمه

 ناميده  P. carinii f. sp. hominisكه قبلا پنوموسيستيس ژايرووسي

 قارچ فرصت طلبي است كه وجود شرايط زمينه اي و عوامل مي شد،

مستعد كننده براي ايجاد بيماري و عفونت زايي آن امري لازم بوده و 

ي طبيعي برخوردار هستند، بيماري زايي آن در افرادي كه از سيستم ايمن

مهمترين عامل مستعد كننده ابتلا به عفونت ناشي از ). 1(بسيار نادر است 

مي تواند  اين قارچ، ضعف سيستم ايمني سلولي است كه به علل مختلفي

بيماري ايدز مهمترين عامل در اين مورد بوده و در كنار آن  .عارض شود

وئيدهاي خوراكي به مدت طولاني، شرايطي از قبيل استفاده از كورتيكواستر

 Severe Combine Immuneنقص سيستم ايمني اوليه مانند 

Deficiency (SCID) سوء تغذيه پروتئيني در كودكان، ابتلا به ،

بيماريهاي ناتوان كننده مانند بدخيمي ها، شيمي درماني و اشعه درماني 

ل و پنوموني در بيماران سرطاني و نيز بيماريهاي ريوي مزمن همانند س

هاي باكتريايي از ديگر شرايطي هستند كه در ابتلا وكسب عفونت دخيل 

 تشخيص اين بيماري بوسيله رنگ آميزي نمونه هاي ريوي ).2،3(هستند 

همانند لاواژ ريوي و يا خلط القاء شده و مشاهده اين قارچ در اين گسترش 

ماد نبوده و نتايج اين روش ها چندان قابل اعت). 5، 4(ها انجام مي پذيرد 

بدست آمده بسته به روش رنگ آميزي مورد استفاده و تجربه افراد در 

امروزه روش هاي . زمينه شناسايي ميكروسكوپي اين قارچ متغير هستند

مولكولي متعددي براي شناسايي اين ارگانيسم و تشخيص بيماري ناشي از 

 هاي رنگ آن در دست است كه مي توانند جايگزين مناسبي براي روش

  ). 6-9(آميزي باشند

 شامل "مطالعاتي كه در ايران بر روي اين قارچ انجام گرفته، عموما

تحقيقاتي مي شود كه بر روي نمونه هاي ريوي بدست آمده از حيوانات 

 .P(آزمايشگاهي و جهت شناسايي هيستولوژيكي پنموسيستيس كريني 

carinii (انجام شده اند)انجام گرفته بر روي مطالعات مولكولي). 10-13 

اين قارچ نيز در ايران محدود به مطالعات انجام گرفته بر روي حيوانات 

  ).14(آزمايشگاهي  مي شود 

 از بيماراني كه داراي علائم ريوي BALدر اين مطالعه با جمع آوري نمونه 

و مشكوك به بيماري هاي ريوي بوده و جهت تشخيص بيماري خود ملزم 

 شده بودند، اقدام به بررسي ميزان BALگرفتن نمونه به برونكوسكوپي و 

براي رسيدن به اين هدف، . فراواني اين قارچ در اين دسته از بيماران كرديم

 ارائه شده در تشخيص اين PCRيكي از حساس ترين روش هاي 

 Internalبا استفاده از ژن  Nested-PCR ارگانيسم يعني روش

transcribed spacer ribosomal- DNA (ITS-rDNA)  بكار

همچنين در كنار آن از روش رنگ آميزي گيمسا براي ارزيابي . گرفته شد

  .  استفاده شد PCRكيفيت نمونه ها و نيز مقايسه با روش 

  

  كار روش

 بيمار بزرگ سال 60 بر روي 1389 سال در مقطعي - توصيفي مطالعه اين

ه بيمارستان مسيح  زن با علائم ريوي مراجعه كننده ب14 مرد و 46شامل 

اين بيماران داراي علائم ريوي مختلفي بوده و براي . گرفت انجام دانشوري

انجام آزمايشات تشخيصي روتين خود، ملزم به انجام برونكوسكوپي و 

  .گرفتن نمونه لاواژ ريوي شده بودند

 ميلي ليتر از نمونه 3 الي 1براي نمونه گيري با انجام هماهنگي هاي لازم، 

واژ ريوي بيماران كه قبلا گرفته شده بود، با رعايت نكات ايمني در هاي لا

نمونه گيري به صورت دو سويه . لوله هاي درپيچ دار استريل جداسازي شد

كور انجام پذيرفت و تا پايان آزمايشات هيچگونه اطلاعاتي در مورد نمونه 

عات  بعد از اتمام آزمايشات  به منظور جمع آوري اطلا.ها وجود نداشت

كامل تر به پرونده اين بيماران مراجعه و فرم جمع آوري اطلاعات در مورد 

 اين .هر يك از نمونه ها تهيه و اطلاعات لازم در آن ثبت و تكميل گرديد

نمونه ها به آزمايشگاه انگل شناسي و قارچ شناسي دانشكده پزشكي 

ت در فريزر دانشگاه علوم پزشكي ايران منتقل شده و تا روز انجام آزمايشا

  .   درجه سانتي گراد نگه داري شدند-80

 ميلي ليتري انتقال و به 2 ميلي ليتر از نمونه ها به لوله هاي 5/1 الي 1

سپس مايع رويي دور ريخته .  سانتريفوژ شدند13000 دقيقه با دور 5مدت 

 ميكروليتر از رسوب حاصله به منظور تهيه اسمير 50شده و ابتدا حدود 

گسترش هاي تهيه شده پس از . ميزي گيمسا استفاده شدبراي رنگ آ

خشك شدن و شماره گذاري، با استفاده از متانول فيكس شده و سپس 

جهت . رنگ آميزي گيمسا بر اساس پروتكل آن بر روي نمونه ها انجام شد

 ,Merck( رنگ آميزي از رنگ گيمساي تجاري آماده مصرف

Germany (ا توسط دو فرد مجرب در تمامي اين لام ه. استفاده شد

زمينه شناسايي ميكروسكوپي پنوموسيستيس مورد مشاهده و بررسي قرار 

  .گرفتند

 Qiagen(QIAmp DNA mini kit( بر اساس كيت  DNAاستخراج 

نمونه هاي استخراج شده در دو لوله .  و بر اساس پروسه كيت انجام گرفت

  .  شدند درجه سانتي گراد منتقل-20تقسيم شده و به فريزر 

 جهت شناسايي ITS-rDNA با استفاده از ژن   Nested-PCRاز روش 

اين روش يكي از حساس ترين و . پنوموسيستيس ژايرووسي استفاده شد

 براي PCRكارآمدترين روشهاي ارائه شده در بين روشهاي مختلف 

شناسايي اين ارگانيسم است و به دليل شناسايي مقادير بسيار جزئي از 

 يستيس ژايرووسي در نمونه هاي ريوي، به همراه روش ژنوم وموس

Nested-PCR  با استفاده از ژن MtLSU) Mitochondria Large 

Subunit( براي تشخيص عفونت در مراحل اوليه آن پيشنهاد شده ،

 در مرحله ITS2Rو 1724F در اين روش از دو پرايمر خارجي ). 6(اند

 در مرحله دوم ITS2R1 و ITS1F و دو پرايمر داخلي PCRاول 

 ITS جفت بازي از ژن 550استفاده شد كه قطعه اي به طول 

  ).7(پنوموسيستيس ژايرووسي را تكثير مي دهند

1724-F (Outer-Forward): (5`-

AAGTTGATCAAATTTGGTC-3`) 

ITS2-R (Outer-Reverse): (5`-

CTCGGACGAGGATCCTCGCC-3`) 

ITS1-F   (Inner-Forward): (5`-

CGTAGGTGAACCTGCGGAAGGATC-3`) 

ITS2-R1 (Inner-Reverse): (5`-

GTTCAGCGGGTGATCCTGCCTG-3`)   

ــاي      ــي از ژنه ــك كپ ــط ي ــه فق ــت اينك ــه عل ــسته اي در  rRNAب  ه

 نـسبت بـه   Nested بـصورت   PCRپنوموسيـستيس وجـود دارد، انجـام   

  ).8( تك مرحله اي ارزش تشخيصي بالاتري داردPCRروشهاي 

 يك بيمار كه بيماري BALيك نمونه  استخراج شده از DNAاز 

پنوموسيستوزيس وي با روش هاي هيستولوژيك اثبات شده بود، به عنوان 

DNA استاندارد، جهت set up كار و نيز به عنوان كنترل مثبت در تست 

  . استفاده شدPCRهاي 
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 و همكاران با كمي تغيير استفاده Lu از پروتكل ارائه شده توسط PCRبراي انجام 

 در مرحله دوم annealingبراي دستيابي به وضوح بيشتر باندها، دماي ). 7(شد

PCR تمامي مراحل آمپليفاي كردن با . رجه افزايش يافت د58 درجه به 55 از

. انجام شد) Lot. No.5200100-9125 Ampliqon(استفاده از مسترميكس 

 ميكروليتر تعيين شد كه 25، در مورد تمامي نمونه ها PCRحجم كلي محلول 

 3/0حاوي  ) ميكروليتر75/3(، پرايمر كاري )ميكروليتر5/12(حاوي پريميكس 

و آب مقطر دو بار )  ميكروليتر3( الگو DNA هر كدام از پرايمرها، ميكرومولار از

 DNAدر ميكروتيوب كنترل مثبت به جاي . بود)  ميكروليتر75/5(تقطير استريل 

و در ميكروتيوب كنترل منفي بجاي )  ميكروليتر5/0( استاندارد  DNAالگو، 

DNAبرنامه   . الگو، آب دو بار تقطير استريل استفاده شدPCR اول شامل 

 سيكل 35، سپس C 95 ˚ دقيقه در 10دناتوراسيون اوليه به مدت 

 C 94 ،annealing ˚ دقيقه در 1آمپيليفيكاسيون همراه با دناتوراسيون به مدت 

  و C 72 ˚ دقيقه در2 به مدت  C 47 ،extension ˚ دقيقه در1به مدت 

extention دقيقه در 10 نهايي به مدت ˚ C 72بود .  

 Mastercycler(تمامي مراحل تكثير بوسيله دستگاه ترموسايكلر اپندورف 

Gradiant, Germany (بعد از اتمام مرحله اول . انجام شدPCR مرحله دوم ،

Nested-PCR ميكروليتر از محصول بدست آمده از1 با استفاده از PCR  مرحله 

 مرحله دوم شامل برنامه دمايي.  ميكروليتر انجام شد25اول در همان حجم كلي 

 سيكل آمپيليفيكاسيون 35، سپس C 94 ◦ دقيقه در 3دناتوراسيون اوليه به مدت 

 دقيقه 1 به مدت C 94 ،annealing ◦ دقيقه در 1همراه با دناتوراسيون به مدت 

 نهايي به مدت extention  و C 72 ◦ دقيقه در2 به مدت  C 58 ،xtension ◦در

بر روي   با استفاده از روش الكتروفورزPCRنتايج سپس .  بودC 72 ◦ دقيقه در 7

  .مورد بررسي قرار گرفتند % 2ژل آگارز 

  

  يافته ها

تمامي گسترش ها از نظر پنوموسيستيس ژايرووسي با رنگ آميزي گيمسا منفي 

 نمونه 60از مجموع : ITS-rDNAبا استفاده از ژن Nested-PCR  نتايج .بودند

). 1تصوير ( نظر پنوموسيستيس ژايرووسي مثبت شدنداز%) 5( نمونه 3لاواژ ريوي، 

 ساله بود كه به دليل داشتن تيموكارسينوما 31نمونه اول مربوط به مردي 

)Thymocarsinoma( و متعاقبا انجام تيموكتومي )Thymectomy ( تحت

شيمي درماني و راديو تراپي طولاني بوده و چند ماه بعد به خاطر تنگي نفس 

 سينه در هنگام تنفس، سرفه، خلط خوني و كاهش وزن بي دليل شديد، درد قفسه

 ساله با سابقه تعويض دريچه 66نمونه دوم مربوط به مردي . مراجعه نموده بود

ميترال و مصرف سيگار به مدت طولاني بود كه به دليل درد سينه و خلط 

سوم صبحگاهي حدود يك سال تحت درمان با پني سيلين قرار گرفته بود و نمونه 

 ساله مربوط مي شد كه به علت كاهش وزن ناگهاني و شديد همراه با 38به زني 

تنگي نفس و سرفه شبانه با سابقه مصرف سفازولين به مدت چند ماه مراجعه نموده 

  .بود

 
 ستون Nested-PCR : تصوير الكتروفورز محصولات : 1تصوير 

M : ماركر مولكولي)DNA ladder( كنترل مثبت : 1، ستون)PC( ،

: 6 و 5نمونه هاي مثبت بيماران، ستون هاي : 4، و 3، 2ستون هاي 

  )NC(كنترل منفي 

 

  بحث

پنوموسيستيس ژايرووسي قارچ فرصت طلبي است كه وجود شرايط زمينه           

اي و عوامل مستعد كننده براي ايجاد بيماري و عفونت زايي آن امري  لازم               

 زايي آن در افرادي كه از سيستم ايمنـي طبيعـي برخـوردار    است و بيماري  

 اينگونه به نظر مـي رسـد كـه كلونيزاسـيون و     .)1(هستند، بسيار نادر است 

بيماري زايي پنوموسيستيس در انسان كاملا وابـسته بـه وضـعيت سيـستم      

 . ايمني و كارآمدي آن است

ــشاهده     ــدم م ــده و ع ــزي ش ــگ آمي ــاي رن ــه ه ــودن نمون ــي ب ــت منف عل

وموسيستيس مي تواند به اين دليل باشد كه كلونيزاسيون پنموسيستيس      پن

ژايرووسي به صورتي كه در روش هاي رنگ آميـزي قابـل مـشاهده باشـد،                

 در افرادي مشاهده مي شود كه ايمني آنها بشدت تـضعيف شـده و     "معمولا

 ـ   . اجازه كلونيزاسيون آزادانه را به اين ارگانيسم داده باشد         ن در حاليكه در اي

 از حـال  "مطالعه جمعيت  مورد بررسـي شـامل بيمـاراني بـود كـه عمومـا            

عمومي نه چندان وخيمي برخوردار بوده و اكثـر آنهـا بـه صـورت سـرپايي                 

در . جهت انجام برونكوسكوپي و اخذ نمونه لاواژ ريوي مراجعه كـرده بودنـد         

مطالعاتي كـه جمعيـت  مـشابهي را بـراي بررسـي وجـود پنموسيـستيس                 

در نمونه هاي ريوي انتخاب نموده اند نيز نتايج مشابهي در رنگ            ژايرووسي  

 Helweg-Larsenبه عنوان مثـال، در مطالعـه        . آميزي بدست آمده است   

 نمونه ريوي بدسـت آمـده از بيمـاران داراي علائـم      367، از   2002در سال   

   نمونـــــــــــــــــــه بـــــــــــــــــــا 16ريـــــــــــــــــــوي، 

ه ايـن  در حاليك ـ.  از نظر اين قارچ مثبـت شـدند   PCRروش هاي مختلف 

 نمونـه بـصورت ميكروسـكوپي مـشاهده         16ارگانيسم در هيچكدام از ايـن       

 نمونـه   93، از   2003 در سـال     Maskellهمچنـين در مطالعـه      ). 15(نشد

BAL ،نمونـه بـا روش  17 بدست آمده از بيماران ريوي  Nested-PCR  

در حاليكـه  .  از نظر پنموسيستيس مثبت شدند MtLSUبا استفاده از ژن 

  ).1( نمونه در مشاهده ميكروسكوپي مثبت شد17ونه از فقط يك نم

 2002 و همكـارانش در سـال        Roblotدر مطالعه گذشته نگري كه توسط       

انجام گرفته است، شرايط زمينه اي مساعد كننده ابتلا به پنموسيستيس و             

 سال در بيماران مورد بررسي و بازنگري قرار    5كلونيزاسيون قارچ را در طي      

 نفر داراي بدخيمي هاي خوني، 60 بيمار،  103اين مطالعه از    در  . داده است 

 بيمار از 71.  نفر داراي تومور بودند  18 نفر داراي بيماري هاي التهابي و        27

 بيمـار كورتيكواسـتروئيد هـاي خـوراكي بـه           51داروهاي سايتوتوكسيك و    

به نظر مي رسد مـصرف داروهـاي     . صورت طولاني مدت مصرف كرده بودند     

ستروئيد با دوز بالا و داروهاي ساپرس كننده سيستم ايمني كه در            كورتيكوا

اعمال پيوندي استفاده مي شوند، مهمتـرين عامـل ابـتلا بـه ايـن بيمـاري                 

  ).  16(باشند

 PCRدر مطالعات مختلفـي كـه بـراي شناسـايي ايـن ارگانيـسم از روش                 

 بـا اسـتفاده از ژن   Nested-PCR استفاده شده، مشخص شده كـه روش 

ITS-rDNA  ،                روش بسيار حـساسي در ايـن زمينـه بـوده و غالبـا نتـايج

 تك مرحله اي و روش هاي    PCRبهتري و دقيق تري نسبت به روش هاي         

نتـايج ايـن مطالعـه نـشان دهنـده ارزش و            . رنگ آميزي بدست مـي دهـد      

كارآمدي بالاي اين روش براي بررسي فراواني اين ارگانيسم در نمونه هـاي             

  .ريوي است
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  نتيجه گيري

 با استفاده از ژن  Nested-PCRاين بررسي نشان مي دهد كه تكنيك 

ITS-rDNA و ارزشمندي براي شناسايي  روش كارآمدDNA 

پنوموسيستيس ژايرووسي در نمونه هاي ريوي است و مي تواند جايگزيني 

مطالعات بيشتر در اين زمينه در . مناسب براي روش هاي رنگ آميزي باشد

     . مبتلايان به ايدز و بدخيمي ها ضروري به نظر مي رسد

                                                                                                                                                                                                                                                                                                              

  

   قدرداني تشكر و

از پرسنل محترم بخش انگل شناسي و قارچ شناسي دانشكده پزشكي 

دانشگاه علوم پزشكي ايران كه در اجراي اين پروژه متحمل زحمات 

همچنين از . بسياري شده اند، كمال تشكر و قدرداني به عمل مي آيد

مسئولين و پرسنل آزمايشگاه تحقيقات تخصصي سل و بيماريهاي ريوي 

وري كه در انجام اين مطالعه همكاري صميمانه اي انجام دادند، مسيح دانش

اين مطالعه با حمايت مالي دانشگاه علوم پزشكي . قدرداني به عمل مي آيد

  .انجام گرفته است) 769كد پروژه (ايران 
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