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  هاي بررسي فراواني لژيونلا نموفيلا در زنان باردار مبتلا به عفونت تنفسي به وسيله روش
Nested PCR-RFLP و ELISAبر روي نمونه ادرار   
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بنـابراين تـشخيص و   .  هم براي مـادر و هـم بـراي جنـين داشـته باشـد      تواند عواقب بدي پنوموني در دوران بارداري مي :زمينه و هدف  
. باشـد  هاي مختلف مـي  لژيونلا نموفيلا يكي از علل پنوموني آتيپيكال در جمعيت. سزايي برخوردار است    درمان سريع بيماري از اهميت به     

 و  LPSلا به عفونت لژيونلايي براي مدت نامحدودي        بيماران مبت . باشد  مطالعات در زمينه عفونت لژيونلايي به دوران بارداري محدود مي         
DNA        كننـد، بنـابراين بكـارگيري تـوام       باكتري را در ادرار خود دفع مـيPCR و ELISA)   بهتـرين ابـزار   ) ژن باكتريـايي  تـشخيص آنتـي

  . به عفونت تنفسي انجام گرفتاين تحقيق به منظور تعيين فراواني عفونت لژيونلا نموفيلا در زنان باردار مبتلا. باشد تشخيص بيماري مي
هـاي    كننـده بـه درمانگـاه        ساله مبتلا به عفونت تنفسي مراجعـه       15-41 مادر باردار    95ـ تحليلي روي       اين مطالعه توصيفي   :روش بررسي 

وجود . ام شد  انج 85 تا تابستان    84هاي وابسته به سازمان تأمين اجتماعي و دانشگاه علوم پزشكي تهران از زمستان                مامايي بيمارستان 
هـاي    داده.  روي نمونـه ادرار بيمـاران مـورد بررسـي قـرار گرفـت              ELISA و آزمـون     RFLP-PCR Nestedعفونت لژيونلايي بـه روش      

، مـدل  χ2 فيـشر،    مـستقل، tهـاي آمـاري    و با استفاده از آزمـون ) 13ويرايش  ( SPSSها همراه با نتايج آزمايشات تحت برنامه پرسشنامه
  . درنظر گرفته شد% 5داري  لجستيك و مك نمار مورد تجزيه و تحليل قرار گرفت و سطح معني

%  2/4و با استفاده از روش الايزا ) =CI%1/14 -%1/30% (1/22شيوع عفونت در نمونه مورد بررسي با استفاده از روش مولكولي        : نتايج
)2/8%-0/2%CI= (       دار بود       اري معني بدست آمد؛ كه اين تفاوت از نظر آم)005/0p< .(كننـدگان    ترين علايـم بيمـاري در بـين شـركت           شايع

بررسيها نشان داد كه شـيوع علايـم        . بود% 9/38و درد شكمي    % 4/8، اسهال   %7/54، سردرد   %8/56، سرفه   %8/35، لرز   %1/22شامل تب   
، >001/0pبـه ترتيـب   (داري بيـشتر بـود    طـور معنـي    بـه  مثبـت PCRتب، لرز، درد شكمي و سابقه بيماريهاي كبدي و كليوي در افراد بـا           

05/0p< .(           همين ارتباط بين علايم لرز و تب با نتيجه تستELISA     نيز وجود داشت )05/0p<(        ولي بين ساير متغيرهاي مورد بررسي با ،
  . داري يافت نشد نتيجه تست ارتباط آماري معني

توان گفت كه فراواني اين عفونت در زنان بـاردار مـورد بررسـي           ر اين مطالعه مي   درصدي بيماري د  1/22 با توجه به شيوع      :گيري  نتيجه
موقـع     لذا جهت درمان مناسب و به      ؛باشد   در حال حاضر در دسترس مي      PCRهاي تشخيصي سريع مثل       زياد است و از آنجايي كه تست      

هـاي تنفـسي    يكي از آزمايشها در مبتلايان به عفونـت عنوان  شود اين تست به  منظور پيشگيري از عوارض مادري و جنيني پيشنهاد مي          به
هـاي لژيـونلا     روي نمونـه ادرار بـراي شناسـايي گونـه          ELISA و   PCRانجـام آزمايـشات     . خصوصاً در مادران باردار درخواست شود     

قع پنوموني لژيونلا   تواند نتايج را در كمتر از يك روز مشخص كند كه كمك بسيار بزرگي در تشخيص و درمان به مو                     مناسب بوده و مي   
  . باشد بويژه در دوران بارداري مي

  
  .ELISAلژيونلا نموفيلا، بارداري، پنوموني، روش مولكولي، : كليد واژگان
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  زمينه و هدف
لژيونلا، باسـيل گـرم منفـي، كوچـك، هـوازي، اجبـاري،             

 و محيط رشـد     oC 42-20گرمادوست، نيازمند به دماي     
-Lآهـن،   ( حاوي مـواد ضـروري       BCYEα1اختصاصي  

Cysteine  ،α-Ketoglutarate (  تـوان    مي. و پروتئين است
 و محـيط    oC35هاي باليني در دمـاي        لژيونلا را از نمونه   
 روز  2-5 پـس از     BCYEαيط كـشت    مرطوب روي مح ـ  
هــاي  دســت آورد كــه در مــورد گونــه انكوبــه شــدن بــه

  . يابد  روز افزايش مي14نامعمول اين زمان تا 
 گونـه   20اند كـه       گونه لژيونلا شناسايي شده    49بيش از   

لژيونلانمـوفيلا خـود    . آن براي انـسان بيمـاريزا هـستند       
  گونه سرمي متفـاوت اسـت كـه گونـه يـك آن             16داراي  
ايـن  . باشـد   گيـر مـي     اپيدميها و موارد تك   % 70-90عامل  

باكتري از طريق استنشاق ذرات ريز آب حامل بـاكتري،          
در دستگاه تنفـسي انـسان جـايگزين شـده و منجـر بـه               

اين باكتري در سراسر جهان بـه طـور         . شود  آلودگي مي 
هـاي آب     ها، نهرها، چشمه    ها، رودخانه   طبيعي در درياچه  

ــابع آب و همچنــين مخــازن و هــاي كــف  گــرم، لجــن من
شود   هاي خنك كننده يافت مي      كشي و برج    هاي لوله   شبكه

ــويه. )1( ــوان عامــل      س ــه عن ــونلا ب ــف لژي ــاي مختل ه
گير پنوموني گـزارش      هاي متعدد و نيز موارد تك       اپيدمي
شيوع بيماري لژيونر بـه ميـزان آلـودگي منـابع     . اند  شده

  . آبي و حساسيت افراد بستگي دارد
ــوع بيمــاري مــستقل كلينيكــي را ايجــاد   لژيونلا هــا دو ن

 2نمايند كه يكي بيماري شديد با درگيري چنـد ارگـان              مي
بـوده و ديگـري تـب       ) بيمـاري لژيـونر   (الريـه     شامل ذات 

خـود محـدود      پونتياك است كـه نـوعي بيمـاري خودبـه         
  ). 2(باشد  شونده شبيه آنفولانزا مي

 بوسيله كشت %40مطالعات بيانگر اين است كه لژيونلا تا
هـاي آب شـيرين يافـت          در محيط  PCR3از طريق   % 80و

 لژيـونلا   PCRهاي ادراري و      ژن  شناسايي آنتي . شود  مي

                                                 
1- Buffer Charcoal Yeast Extract agar 
2- Multisystem disease 
3- Polymerase Chain Reaction 

هـاي تشخيـصي سـريعتر انجـام          نسبت بـه سـاير روش     
بيـوتيكي    توانـد بـه درمـان آنتـي         گيرد و اين امـر مـي        مي

مناسب كمك كرده و از ايجاد عـوارض بيمـاري لژيـونر            
ــد   ــشگيري نماي ــي. )3(پي ــونلا  آنت ــس از 3ژن لژي  روز پ

توانـد    شود و مي    شروع علايم بيماري در ادرار يافت مي      
ــاقي بمانــد 300بــراي مــدتي بــيش از   DNA. )3( روز ب

هـــاي ادرار، ســـرم و  تـــوان از نمونـــه لژيـــونلا را مـــي
هاي گرفته شده از مبتلايان به بيماري لژيونر تا  لكوسيت

  ). 1(د شناسايي كر% 86 الي 30حد حساسيت 
حـــساسيت و ويژگـــي تـــست اليـــزا بـــراي تـــشخيص 

اســت و % 95و % 2/88هــاي ادراري بــه ترتيــب ژن آنتــي
هـا و     تواند به عنوان آزمايشي براي شناسايي نمونـه         مي

گروه سرمي نموفيلا و غيرنموفيلا در نظر گرفتـه شـود           
ــي   ــصي آن را م ــت تشخي ــه دق ــتفاده از   ك ــا اس ــوان ب ت

افــزايش داد % 100بــه هــاي ادراري تغلــيظ شــده  نمونــه
)4.(PCR  80-100 تست سريعي است كه با حساسيت %

ــد و  نتيجــه را مــشخص مــي% 90و ويژگــي بــيش از  كن
هــاي لژيــونلا و  همچنــين از قابليــت آشكارســازي گونــه

هاي سـرمي آن برخـوردار اسـت و نتـايج را طـي                گروه
زمان كوتاه و مناسبي براي كنترل باليني بيماري فـراهم          

  .)1(كند  مي
تواند نتايج وخيمي براي      الريه در دوران بارداري مي      ذات

تـرين عامـل      مادر و جنين به همراه داشته باشد و شـايع         
پاتوژن باكتريايي آن استرپتوكوكوس نمونيا اسـت؛ امـا         
لژيونلا هم بايد در مـوارد پنومـوني همـراه بـا درگيـري       

در موارد شديد بيمـاري     . چند ارگان در نظر گرفته شود     
وجـود  ) 6(و مـرگ جنينـي      ) 5(ل زايمـان زودرس     احتما
ــع ذات. دارد ــتلال در   در واق ــاد اخ ــث ايج ــه باع  1/0الري

  .)5(شود  درصد از بارداريها مي
از آنجا كه دوران بارداري دوران بسيار حساسي اسـت          

توانند باعث ايجاد مـرگ وميـر و    هاي ريوي مي    و عفونت 
 لژيـونلا   ناتواني در مادر و جنين شوند و از طرفي نقش         

ــت ــران   در عفون ــارداري در اي ــسي در دوران ب هــاي تنف
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نامــشخص اســت، ايــن تحقيــق بــه منظــور تعيــين نقــش 
هاي تنفـسي در زنـان بـاردار و           لژيونلا در ايجاد عفونت   

دستيابي به يك روش تشخيصي حساس و مناسب براي 
هاي تنفسي ناشي از لژيونلا انجام شـد          تشخيص عفونت 

ن بـه موقـع و مناسـب بيمـاري     تا اهميت شناخت و درما 
منظور پيشگيري از عوارض احتمالي بعـدي آن مـورد          به

  .ارزيابي قرار گيرد
  

  روش بررسي
 زن  95 روي   85 تـا تابـستان      84اين مطالعه از زمـستان    

باردار مبتلا به عفونـت تنفـسي بـا انتخـاب تـصادفي از              
هـاي    هاي مامايي بيمارسـتان     ميان مراجعين به درمانگاه   

 سـازمان تـأمين اجتمـاعي و دانـشگاه علـوم            وابسته بـه  
اين زنان رضايت خود را جهت . پزشكي تهران انجام شد  

معيارهــاي ورود بــه . شــركت در مطالعــه ابــراز نمودنــد
 3بيوتيك طـي      مطالعه شامل بارداري، عدم مصرف آنتي     

گيـري و دارا بـودن دو يـا         هفته قبل از زمان انجام نمونه     
  مل تــب، سـرفه، خلــط چنـد مــورد از علايـم عفونــت شـا   

چركي، آبريزش بيني و گرفتگـي بينـي همـراه يـا بـدون              
ابزار تحقيـق پرسـشنامه و نمونـه     . سردرد و اسهال بود   

كننـده طـي      مورد استفاده، نمونه ادراري بود كه شـركت       
گيـري، دفـع ادرار نداشـتند          ساعت قبل از نمونه    2حداقل  

)FCU(1 .         مـورد  از مزاياي انتخاب ادرار به عنوان نمونـه
گيـري و     تـوان بـه غيرتهـاجمي بـودن نمونـه           بررسي مي 

امكان جمع آوري نمونه توسط خود فـرد اشـاره نمـود؛            
ولي چون معمولاً كشت لژيونلا سخت و بسيار حـساس          

باشد و امكان آلودگي شديد دارد، نمونـه ادرار بـراي        مي
ــراي تــست   ــوده و فقــط از آن ب هــاي  كــشت مناســب نب

طــور كلــي  بــه. شــود ه مــي اســتفادELISA2مولكــولي و 
هـاي    هاي غيرتنفسي به نمونـه      هاي حاصل از اندام     نمونه

ها   تنفسي ارجحيت دارند؛ چرا كه با استفاده از اين نمونه         

                                                 
1- First Catch Urine 
2- Eٍnzyme Linked Immunosorbent Assay 

الريه خشك و بدون خلـط        تشخيص بيماران مبتلا به ذات    
   ).1(باشد  امكانپذير مي

در پرسشنامه، اطلاعات شخـصي از جملـه سـن، سـطح            
، C40°يم عفونت شامل تـب بـالاي        تحصيلات، شغل، علا  

لرز مكـرر، سـرفه خـشك، خلـط، درد شـكمي و سـابقه               
هـاي    هاي كبدي و كليوي، ديابت، بيمـاري        اعتياد، بيماري 

  . قلبي و ريوي و واكسيناسيون مورد پرسش قرار گرفت
گيـري و اهـداف       پس از مصاحبه وتوضيح مراحل نمونه     

كميـل و   مطالعه، ابتـدا رضـايتنامه كتبـي توسـط افـراد ت           
ــد    ــل گردي ــصاحبه تكمي ــق م ــرح از طري ــشنامه ط . پرس

ــرح     ــري ط ــار توســط مج ــروع ك ــل از ش ــشگر قب پرس
ــاري( ــسيري  متخــصص بيم ــوني وگرم ــاي عف تحــت ) ه

  . آموزش قرار گرفت
نمونه اول ادرار اخـذ     ml15-10پس از تكميل پرسشنامه     

ــاي (و بلافاصــله تحــت شــرايط اســتاندارد     ) C8-2°دم
هـاي    اسي پژوهشكده فنـاوري   شن  به آزمايشگاه ميكروب  

يافت   سينا انتقال     ـ ابن   نوين علوم پزشكي جهاددانشگاهي   
. ها در همان روز انجام گيرد        از نمونه  DNAتا استخراج   
ــتخراج  ــاز   DNAاس ــتفاده از روش پروتئين ــا اس  و K ب

  :طبق مراحل ذيل صورت گرفت) 7 (3رسوب با نمك
ml15-10  ــدت ــه مـ ــا دور  10 ادرار بـ ــه بـ  g500 دقيقـ

 ml1سـپس   .  تخليـه شـد    4سانتريفيوژ شده و مايع رويي    
 بـه رسـوب نمونـه ادراري اضـافه و پـس از              PBS5بافر  

يكنواخت شدن رسوب آنرا به داخل ميكروتيـوب منتقـل          
 g500 دقيقـه بـا سـرعت    10مدت   كرده و ميكروتيوبها به   

پس از تخليـه مـايع رويـي ايـن مرحلـه            . سانتريفيوژ شد 
همـراه    ، بـه  TES6 بـافر    µl300سـپس   . مجدداً تكرار شـد   

µl75 از SDS7 10 % وµl25 ــاز ) K) mg/ml100 پروتئينـ
دنبـال آن پـس از يكنواخـت          به رسوب اضافه شـد و بـه       

 سـاعت در    2ها به مـدت       كردن رسوب در محلول، نمونه    

                                                 
3- Proteinease K and salt precipitation 
4- Supernatant 
5- Phasphate Buffer Solution 
6- Tris-EDTA-salt 
7- Sodium Dodecyl Sulfate 
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 µl150در مرحلـه بعـد   .  انكوبـه شـدند  C65-55 °دماي 
ا  دقيقه ب  20 اشباع به آن افزوده و به مدت         NaClمحلول  

محلــول فوقــاني بــه   .  ســانتريفيوژ شــد g10000دور 
 ايزوپروپـانول   µl300هاي جديد منقل شد و        ميكروتيوب

هـاي     افزوده و بـه آرامـي مخلـوط شـد تـا رشـته               به آن 
DNA  دقيقـه بـا سـرعت       10مجدداً به مدت    .  ظاهر گردد 

g10000 ســانتريفيوژ و محلــول رويــي تخليــه و ســپس 
% 70 اتـانول    ml1رسوب حاصل در هر ميكروتيـوب بـا         

پـس از سـانتريفيوژ محلـول بـا دور          . شستشو داده شد  
g10000    صـورت كامـل     دقيقه محلول رويي به  1 به مدت

ــاً مقــدار   DNA بــه TE1 بــافر µl200-15خــارج و نهايت
 PCR استخراج شده تـا زمـان انجـام          DNA. افزوده شد 
  . گرديد  نگهداري-oC20در دماي 

PCR      سـازي در     ز بهينـه   اختصاصي براي لژيونلا پـس ا
 PCR X10 شـامل بـافر      µl50مخلوط واكنشي به حجـم      

)Roche, Germany ( به مقدارµl5 ،)mM25 ( MgCl2  بـه
، پرايمرهاي µl5/1به مقدار μl 3 ،)mM10 ( dNTPمقدار 

forwardو reverse) rpoB ( بــا غلظــتmM10 هــر كــدام 
  ) µl1 ،Tag DNA Polymerase )µl/u5مقــــدار  بــــه

Roche, Germany) ( به مقدارµl2/0 ،µl3/37  آب مقطـر 
سپس برنامه .  انجام گرديدDNA از نمونه µl1ديونيزه و

PCR           به صورت دناتوره كردن اوليه به مدت پنج دقيقـه 
 سيكل  37دنبال آن برنامه اصلي در         و به  οC94در دماي   

ثانيه و     به مدت سي   οC58ثانيه،     به مدت سي   οC94شامل  
οC72   در انتها پس از اتمـام سـيكلها        ثانيه و      به مدت سي

. سازي شـد     به مدت ده دقيقه بهينه     οC72تكثير نهايي در    
. الكتروفورز گرديد % 5/1 روي ژل آگارز     PCRمحصول  

 مثبـت   PCR محـصول    bp297در صورت مشاهده بانـد      
در مرحله بعد با استفاده از يـك جفـت پرايمـر            . تلقي شد 
ــي  ــدداً ) nes rpoB(داخل ــشابهNested PCRمج ــا  م  ب
 PCRهـاي مثبـت و منفـي           اول روي نمونه   PCRشرايط  

ــد Nested PCRدر . اول انجــام گرفــت ــر بان  bp216 اگ

                                                 
1- Tris-EDTA 

شد؛ ولي اگر بانـدي       شد نمونه مثبت تلقي مي      مشاهده مي 
  . گرديد مشاهده نشد نتيجه با قاطعيت منفي گزارش مي

هـاي     در تمام گونـه    rpoBاز آنجايي كه توالي حفظ شده       
رد و تنها سويه مـورد نظـر ايـن طـرح،            لژيونلا وجود دا  

سويه نموفيلا بود در مرحله بعد جهت تـشخيص سـويه           
  مثبـت بودنـد   PCRنموفيلا روي محـصولاتي كـه داراي        

RFLP2در .  انجــام شــدRFLP محــصولات مثبــت PCR 
 بــــا اســــتفاده از آنــــزيم Nested PCRابتــــدايي و 
مــورد ) Bam HI) Canada, Invitrogen 3محدودكننــده

هريك در صورتي كه . هضم آنزيمي قرار گرفتند  برش و   
ــه  پــس از هــضم آنزيمــي داراي  اولPCRهــاي  از نمون
 Nested PCRهـاي    و نمونـه bp 139 و bp 158باندهاي 

 bp82 و bp 134داراي بانـدهاي  پـس از هـضم آنزيمـي    
 آنهـا   PCR موجود در محـصولات      DNAنبودند احتمالاً   
 شده يا گونـه     4هيت، دچار تغيير ما   RFLPتا زمان انجام    

ــي    ــوفيلا م ــونلا نم ــر از لژي ــري غي ــي در   ديگ ــد ول باش
هاي مورد بررسـي بـا كنتـرل          صورتيكه هريك از نمونه   

هـاي     اسـتخراج شـده از كلنـي       DNAنمونـه (مثبت تـست    
مطابقت داشت  ) ATCC33152لژيونلا نموفيلا استاندارد    

 RFLPتمـامي مراحـل     . و داراي باندهاي فوق الذكر بود     
انجام شده، نمونه قطعاً مثبت است و آلـودگي         درستي    به

  ).1شكل ( با لژيونلا نموفيلا وجود دارد
پرايمرهاي مورد استفاده جهت تشخيص ژنـوم بـاكتري         

 ): 8( اول داراي توالي زير بودند PCRدر 
rpoB-f: 5' AAGTGTTGGCGAAATGACC 3'  
rpoB-r: 5' GTTGTATGTACGTCACGGA 3' 

هت تشخيص ژنـوم بـاكتري      پرايمرهاي مورد استفاده ج   
  ):8( داراي توالي زير بودند PCR Nestedدر 

Nes rpoB-f:5' TCAGTTTAGAGTAGGTCTTG 3'  
Nes rpoB-r: 5' CCAAGAGCTGATACACGT 3' 

 بـه روش سـاندويج از كيـت     ELISAبراي انجـام تـست      
  . استفاده شد) DRG, Germany(تشخيصي لژيونلا 

                                                 
2- Restriction Fragment Length Polymorphism (DNA 
analysis) 
3- Restriction Enzyme 
4- Denaturation  
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 همـراه بـا نتـايج       هـا   در مرحله بعد اطلاعـات پرسـشنامه      
ــست ــاي  تــ  وارد ELISA و Nested PCR-RFLPهــ

شــد و بــا اســتفاده از ) 13ويــرايش  ( SPSSافــزار نــرم
، مدل لجستيك يك χ2 فيشر،   مستقل،tهاي آماري   آزمون

متغيره و مك نمـار مـود تجزيـه و تحليـل آمـاري قـرار                
همچنـين  . در نظر گرفته شد   % 5داري،    سطح معني . گرفت

 همزمـان متغيرهـا بـر نتيجـه تـست از            جهت بررسي اثر  
  . مدل لجستيك چندگانه استفاده شد

  
  نتايج

 ســاله بــاردار داراي 15 -41 خــانم 95در ايــن مطالعــه 
علايم عفونـت تنفـسي مـورد بررسـي قـرار گرفتنـد كـه               

در ســابقه .  سـال بـود  89/25±08/5متوسـط سـن آنهــا   
كنندگان داراي تحـصيلات      شركت% 1/41شخصي افراد،   

تــرين علايــم  شــايع. دار بودنــد خانــه% 2/82وســطه و مت
 نفـر   21كننـدگان شـامل تـب در          بيماري در بين شـركت    

 نفــر 54، ســرفه خــشك %)8/35( نفــر 34، لــرز %)1/22(
%) 4/8( نفـر    8، اسهال   %)7/54( نفر   52، سردرد   %)8/56(

هيچ يـك از بيمـاران      . بود%) 9/38( نفر   37و درد شكمي    
 روز قبل   10اكسن نزده و طي   طي سال قبل از آزمايش و     

  .گيري دارويي مصرف نكرده بودند از نمونه

%) 1/22( نفــر 21كننــده در تحقيــق،   خــانم شــركت95از 
)1/30%- 1/14%CI= (  تست مثبتPCR نفـر  4  و )2/4 (%
)2/8%- 0/2%CI= (   تست مثبتELISA براساس .  داشتند

مـشخص شـد كـه تفـاوت        ) 1جـدول   (آزمون مـك نمـار      
وارد مثبت عفونت با استفاده از اين دو تست         تشخيص م 

  ).>001/0p(دار است  از نظر آماري معني
ــسب    ــاري برح ــيوع بيم ــشترين ش ــصول PCRبي  در ف

  ، در گـروه سـني      %6/47زمستان و تابـستان بـه ميـزان         
، در افراد داراي تحصيلات     %1/57 ساله به ميزان     24-20

% 4/71دار    و در افـراد خانـه     % 3/33متوسطه بـه ميـزان      
  .ديده شد

 نفـر   15تـب،   %) 4/71( نفـر    15 مثبـت    PCRدر بين افراد    
 نفــر 11ســرفه خــشك، %) 9/61( نفــر 13لــرز، %) 4/71(
%) 1/38( نفـر    8خلـط،   %) 9/61( نفر   13سردرد،  %) 4/52(

درد %) 0/19( نفــر 4درد قفــسه ســينه در موقــع تــنفس، 
ــر 8شــكمي،  ــر 5درد عــضلاني، %) 1/38( نف %) 8/23( نف
  حـالي و كـسالت و        بـي %) 4/52( نفر   11ستفراغ،  تهوع و ا  

اشتهايي داشتند؛ ولي هـيچ مـوردي از          بي%) 3/33( نفر   7
 4همچنين . اسهال، اعتياد و يا مصرف الكل مشاهده نشد    

 نفـر   1هاي كبدي و كليـوي،        ابتلاي به بيماري  %) 15(نفر  
بيمـاري قلبـي و ريـوي را        %) 8/4( نفر   1ديابت و   %) 8/4(

  .ذكر نمودند
، لـرز   )>001/0p( مثبت، شيوع علايـم تـب        PCRر افراد   د
)001/0p<(    درد شكمي ،)05/0p< (  هـاي    و سابقه بيماري

داري بـالاتر از      طـور معنـي     بـه ) >05/0p(كبدي و كليوي    
همـين ارتبـاط بـين نتيجـه تـست          .  منفي بـود   PCRافراد  

ELISA  ــرز ــم ل ــب ) >05/0p( و علاي ــز ) >05/0p(و ت ني
ير متغيرهاي مورد بررسي بـا  وجود داشت، ولي بين سا  

هــاي ادرار زنــان   نمونــهNested PCR- RFLP نمــايش محــصولات -1شــكل 
هـاي مامـايي تـأمين        انگـاه باردار مبتلا به عفونت تنفسي مراجعه كننده به درم        

 Molecular weight -1 ( 1384-85اجتماعي و دانشگاه علوم پزشكي تهـران،  

marker Roche VIII ،2- نمونه digest شده حاصل از Nested PCR مربوط به 
 نمونه فرد نرمـال  -Nested PCR ،4 نمونه كنترل مثبت پس از -3كنترل مثبت، 

  رد ـ نمونه ف-Nested PCR  ،6 نرمال پس ازرد ـونه فـ نم-digestion ،5پس از 
 )Nested PCR نمونه فرد بيمار پس از -7 و digestionاز  بيمار پس 

هاي ادرار زنان باردار   برروي نمونهELISA وPCR نتايج تستهاي -1جدول 
هاي مامايي تأمين اجتماعي و  به درمانگاهمبتلا به عفونت تنفسي مراجعه كننده 

  1384-85دانشگاه علوم پزشكي تهران، 
ELISA  

 PCR  منفي  مثبت
  درصد  تعداد  درصد  تعداد

  %81  17  %19  4  مثبت
  %100  74  %0  0  منفي

   001/0  p< 

7       6       5       4       3       2       1

215 
134 
82 
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بـا اسـتفاده از     . داري يافت نـشد     نتايج تست ارتباط معني   
متغيـره نيـز اثـر متغيرهـاي مختلـف            مدل لجـستيك يـك    

برشانس ابتلا به اين بيماري مورد بررسي قـرار گرفـت           
عـلاوه    بـه . هـاي قبلـي بـود       كه نتـايج تاييدكننـده آزمـون      

يك چندگانـه   هاي بيشتر با استفاده از مدل لجست        بررسي
  .داد نيز همان نتايج را نشان مي

 
  بحث 

ــا عفونــت ــوي يكــي از جــدي  پنومــوني ي ــرين  هــاي ري ت
هايي است كه هر ساله عده زيـادي را در جهـان              بيماري

يكـي از عوامـل   . كـشد  آلوده كرده و يا به كام مـرگ مـي        
باشد كه عامـل بيمـاري    ايجاد كننده پنوموني، لژيونلا مي   

ــين  فر. لژيونلوســيس اســت ــوفيلا در ب ــي لژيونلانم اوان
در جهان متغير   ) CAP (1هاي اكتسابي از جامعه     پنوموني

 در اســپانيا در طــول CAPمــثلاً در بررســي . باشــد مــي
 48 بيمـار، تعـداد      157 از ميـان     1996 تا   1994هاي    سال

همچنين پس  ). 9(مورد گونه لژيونلا نموفيلا گزارش شد       
 بوســيله آوري اطلاعــات  ســال بررســي و جمــع  3از 

CAPNetz2   بيمار مبتلا به پنومـوني اكتـسابي        3500 در 
). 10(گزارش شد    % 3از جامعه، فراواني لژيونلا نموفيلا      

هـاي     در چـين در سـال      CAPهـاي     همچنين در بررسـي   
 مــورد بــه لژيــونلا 2 بيمــار، 389 از تعــداد 2003-2001

در بررسي بيمـاران پنومـوني      ). 11(نموفيلا مبتلا بودند    
% 6ي از جامعه در اردن فراواني لژيـونلا نمـوفيلا       اكتساب

 CAP ،3 بيمــار 126در كــره نيــز از ). 12(گــزارش شــد 
  ).13(مبتلا به لژيونلا نموفيلا بودند %) 4/2(بيمار 

 مركـز در آسـيا      12 در   CAP در مطالعـه     2005در سال   
ــان   ــت از مي ــونلا  1374انجــام گرف ــي لژي ــار، فراوان  بيم

اي نيز در كويت      مطالعه). 14(مد  دست آ   به % 6/6نموفيلا  
ــال  ــي در  2005در سـ ــال بررسـ ــك سـ ــول يـ  3 در طـ

وسيله تيم بررسي پنوموني صورت گرفت        بيمارستان به 

                                                 
1- Community-Acquired Pneumonia 
2- Community-Acquired Pneumonia Competence Network 

آنها مبتلا به بيماري لژيـونر      %) 8( بيمار مبتلا    124كه از   
  ).15(بودند 

مطالعات عفونت بـا لژيـونلا نمـوفيلا در بـارداري اغلـب             
 1997در سـال    . اشـد ب   مـي  3صورت گـزارش مـوردي      به

 مـاه   3گزارشي مربوط به يك زن بـاردار كـه بـه مـدت              
علايم عفونت تنفسي لژيونلايي را داشـت ارائـه شـد وي         

اين اولـين   . تحت درمان با اريترومايسين قرار گرفته بود      
آميز بيماري لژيـونر در       گزارش در مورد درمان موفقيت    

را زمان بارداري كه حاصل آن تولد نوزادي سـالم بـود            
 در  2006گـزارش ديگـري در سـال        ). 5(نمـود     بيان مـي  

مورد عفونت با لژيـونلا در دوران بـارداري مربـوط بـه      
 بـارداري،   34 سـاله ارائـه شـد كـه در هفتـه             36يك زن   

ژن ادراري    لژيونلانموفيلا توسط كيـت تشخيـصي آنتـي       
ايــن گــزارش، يــك بررســي . الايــزا تــشخيص داده شــد

). 16(درمان مناسب بود    آميز، تشخيص سريع و       موفقيت
 پـس از تولـد يـك نـوزاد و           1999گزارش ديگر در سال     

 هفته بعد از تولد ثبت شد كه در سيـستم           4مرگ وي در    
 هفتــه 42پــس از . وان حمــام خــانگي متولــد شــده بــود

بـارداري، كـودك سـالم متولــد شـد ولـي در روز هفــتم      
علايمي از تب و تهوع نـشان داد كـه نـشانه آلـودگي بـه       

ـ ريوي  لا بود و در ظهر روز بعد در اثر ايست قلبيلژيون
  ).17(از دنيا رفت 

هـاي    تشخيص آزمايـشگاهي لژيـونلا نمـوفيلا بـه روش         
اي در لهــستان بــا  مطالعــه. گيــرد مختلفــي صــورت مــي

 كشور انجـام    28آوري شده از      استفاده از اطلاعات جمع   
ژن ادراري و     با اسـتفاده از روش جداسـازي آنتـي        . شد

در ). 18(دسـت آمـد       به% 7/4يوع لژيونلوسيس   كشت، ش 
بررســي ديگــري درجنــوب ايتاليــا بــا اســتفاده از روش 

بــادي  ژن لژيــونلا و تعيــين تيتــر آنتــي جداســازي آنتــي
تحقيقـي  ). 19(گزارش شد   % 9/5لژيونلا، فراواني عفونت    

در كره براي شناسايي و تشخيص لژيونلا نموفيلا انجام 
 PCR و   ELISAر رفتـه،    هاي تشخيصي بكا    شد كه تست  

                                                 
3- Case report 
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 بيمار مورد بررسـي،     126بر روي نمونه ادرار بود و از        
در يك بررسي ). 13(مثبت گزارش شدند %) 4/2( بيمار   3

%) 64( نفـر    18 بيمار مبتلا به پنومـوني       28در نيوزلند از    
 بيمار با 28 لژيونلا در ادرار بودند؛ ولي در DNAداراي 

نتيجــه ايــن . بــود منفــي PCRپنومــوني غيرلژيــونلايي، 
 از ادرار بيمـاران     DNAگزارش نشان داد كه جداسازي      

مبتلا به پنوموني ابزار با ارزشي براي تشخيص سـريع          
در ). 20(باشـد     مـي ) لژيونلوسيس(بيماري لژيونلانمونيا   

 بيمـار مبـتلا بـه لژيـونلا         295يك بررسي در اسپانيا از      
% 5/87 مثبـت بودنـد كـه     PCR%) 8/47( نفر   141نموفيلا  

پنومـوني خفيـف داشـتند      % 9/37داراي پنوموني حـاد و      
 با حساسيت بـيش     ELISAشود كه     اكنون بيان مي  ). 21(

و طــي مــدت  % 99-100و اختــصاصي بــودن  % 70از 
هـــاي   ســـاعت جـــزء بهتـــرين روش2زمـــاني معـــادل 

 باشـد بهتـرين     PCRباشد و اگر همراه به        تشخيصي مي 
-PCR). 3(شــوند  هــاي تشخيــصي محــسوب مــي روش

RFLP ژن rpoB    بــراي لژيــونلا روشــي ســريع و در 
ــراي   دســترس و آســان و راحــت مــي  باشــد كــه هــم ب

هـاي    جداسازي جنس و هم براي تشخيص سـريع گونـه         
  ).22(لژيونلا مورد استفاده قرار گيرد 

تاكنون در ايران درباره لژيونلا مطالعات كمـي صـورت          
ــه بررســي آب . گرفتــه اســت هــاي  مطالعــات، محــدود ب

هاي بيمارستاني مختلـف و       به لژيونلا در بخش   مشكوك  
هـا    كننده بعضي كارخانجات و وزارتخانـه       هاي خنك   برج
  هـاي آب سـرد       عنوان مثال در بررسي نمونه      به. شود  مي

هاي پيوند عضو از نظر آلودگي به لژيـونلا           و گرم بخش  
ــيش از   ــيله روش كـــشت بـ ــه% 22بوسـ ــاي  از نمونـ   هـ

يـونلا آلـوده بودنـد      آزمايش شده حداقل به يـك نـوع لژ        
 توسط خسرو شاهي و     1382تحقيقي نيز در سال     ). 23(

همكاران براي جداسازي و تعيين هويت عوامل بيمـاري         
ــي از    ــابع آب محيط ــاني و من ــزات درم ــونر از تجهي لژي

هاي شـهر اهـواز صـورت گرفـت كـه ميـزان             بيمارستان
از منابع آبي مورد بررسي آلوده به لژيونلا بودند         % 6/6

 ولي تاكنون فراواني عفونـت بـا لژيونلانمـوفيلا در         ).24(
هاي باردار مبتلا به عفونت تنفسي در ايـران مـورد             خانم

  . بررسي قرار نگرفته بود
 

  گيري نتيجه
 و  PCRبوسـيله   % 1/22شيوع عفونت در مطالعه حاضـر     

 گزارش شد كـه قابـل مقايـسه بـا           ELISAبوسيله  % 2/4
العات مختلفي كه با    باشد، ولي با مط     مطالعات مشابه نمي  

. هر يك از اين روشها انجام شـده اسـت همخـواني دارد            
دســت آمــده بــا ســاير  هــايي بــين شــيوع بــه امــا تفــاوت

توانـد ناشـي از       هاي مبتلا مـشاهده شـد كـه مـي           جمعيت
اسيت هاي مختلف آزمايشگاهي با حـس       بكارگيري روش 

هاي متفاوت و شرايط اپيدميولوژيك منطقـه از          و ويژگي 
هـاي تهويـه مطبـوع و         نظر دماي آب، وضـعيت دسـتگاه      

. ســاير عوامــل مــوثر در رشــد و تكثيــر لژيــونلا باشــد 
عليرغم اينكه بين عفونت با متغيرهاي مورد بررسـي در          

دار بدسـت آمـد؛ ولـي         برخي موارد ارتباط آماري معنـي     
م نمونــه جهــت بررســي كليــه تــوان گفــت كــه حجــ مــي

عـلاوه بررسـي      بـه . نمود  متغيرهاي تاثيرگذار كفايت نمي   
علايم عفونت براساس گزارشات بيماران و بدون انجـام         
معاينه باليني صورت گرفت كه دقـت كمتـري نـسبت بـه             

  . معاينه دارد
هاي تنفـسي، نقـش لژيـونلا         در بسياري از موارد عفونت    

ز نظر پنهان مانـده و تـأخير   عنوان عامل ايجاد كننده، ا      به
در درمان مناسـب منجـر بـه ايجـاد عـوارض جـدي در               

نتيجـه مناسـب بـا شـروع بـه موقـع            . شـود   بيماران مـي  
ــين در ســه  ــشتر از جن ــان، مراقبــت بي  ماهــه آخــر  درم

بارداري و سـاير اقـدامات مراقبتـي مـوثر بـراي جنـين              
 . آيد بدست مي

 استفاده از هاي موجود در علاوه با توجه به محدوديت به
بيوتيكها و ممنوعيـت راديـوگرافي در دوران          برخي آنتي 

بــارداري، تــشخيص ســريع و صــحيح عفونــت در ايــن  
  باتوجــه  . دوران از اهميــت زيــادي برخــوردار اســت   
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 در تـشخيص    PCRبه حساسيت و ويژگي بـالاي روش        
اين عفونت، انجام اين تست جهت شروع هرچه سـريعتر          

 عواقـب وخـيم جنينـي و        منظـور پيـشگيري از      درمان بـه  
مادري ازجمله سقط و زايمان زودرس توصـيه شـده و           

عنوان يكي از آزمايشات در مبتلايان        شود به   پيشنهاد مي 
  به عفونت تنفسي مخصوصاً در مادران باردار به منظور

  .گردد
  

  تشكر وقدرداني
هـاي   با حمايت و پشتيباني پژوهشكده فناوري      مقاله   اين

 انجام گرفت سينا  ابنـ دانشگاهينوين علوم پزشكي جهاد 
ــدرداني     ــشكر و ق ــشان ت ــات اي ــيله از زحم ــه بدينوس ك

ضـمناً از رياسـت و پرسـنل سـازمان تـأمين            . گـردد   مي
ــوم پزشــكي تهــران صــميمانه   ــشگاه عل اجتمــاعي و دان

  .گردد سپاسگزاري مي
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