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 ها مجله دنیای میکروب
 4231( تابستان 32سال هشتم شماره دوم )پیاپی 

 402-444صفحات 

 های جدا شده از فیلانمولژیونلا در  ralFو lepA بررسی فراوانی ژن های
 تنفسیهای افراد مبتلا به عفونت 

 3، فروزان خدری3، فاطمه علایی4*عباس دوستی
 کارشناس ارشد، مرکز تحقیقات بیوتکنولوژی،  2دانشیار، مرکز تحقیقات بیوتکنولوژی، دانشگاه آزاد اسلامی واحد شهرکرد، 1

  دانشگاه آزاد اسلامی واحد شهرکرد

 چکیده

از اجزای  lepAو  ralFباکتری گرم منفی، هوازی و ایجاد کننده بیماری لژیونر می باشد. ژن های  لژیونلا نموفیلا  سابقه و هدف:

 لژیونلا نموفیلا    هدف از این مطالعه جداسازیهستند و برای تکثیر درون سلولی و بقا ضروری می باشند.   IVتیپسیستم ترشحی 

 می باشد. lepAو  ralFاز نمونه های برونکوآلوئولار و بررسی فراوانی ژن های 

نمونه برونکوآلوئولار از بیماران مبتلا به عفونت تنفسی در  111توصیفی بر روی -این پژوهش به صورت مقطعیمواد و روش ها: 

صورت گرفت.  BCYEبا استفاده از محیط کشت اختصاصی  لژیونلا نموفیلا انجام شد. در ابتدا جداسازیچهارمحال و بختیاری 

مورد بررسی قرار گرفتند.  لژیونلا نموفیلا     16S rRNAو با استفاده از پرایمرهای اختصاصی ژن  PCRها با روش سپس تمامی نمونه

 ارزیابی گردید. PCRدر نمونه ها، با روش  lepAو  ralFهمچنین فراوانی ژن های 

 12نمونه،  111مثبت تشخیص داده شدند. همچنین از بین  لژیونلا نموفیلا % از نظر9نمونه کشت داده شده،  111از بین یافته ها: 

 61/44در نمونه ها به ترتیب  lepAو  ralFمورد آلوده به این باکتری با استفاده از روش مولکولی شناسایی گردید. فراوانی ژن های 

 درصد از نمونه ها نیز به طور هم زمان هر دو ژن را دارا بودند. 3/88درصد تعیین شد.  22و 

 PCRهای جدا شده از فراوانی نسبتاً بالایی برخوردارند. با استفاده از تکنیک   لژیونلا نموفیلا  در lepAو  ralFدو ژن گیری:  نتیجه

نسبت    PCRرا در نمونه های تازه بدون نیاز به کشت تعیین نمود. همچنین روش لژیونلا نموفیلا می توان عفونت ایجاد شده توسط

 های برونکوآلوئولار برخوردار می باشد.  در نمونه لژیونلا نموفیلا به کشت از دقت و سرعت بیشتری برای تشخیص

 .lepA، ژن   ralF، برونکوآلوئولار، ژن لژیونلا نموفیلا :واژگان کلیدی

 98مرداد ماه پذیرش برای چاپ:       98فروردین ماه دریافت مقاله: 

 *( آدرس برای مکاتبه: شهرکرد، دانشگاه آزاد اسلامی واحد شهرکرد، مرکز تحقیقات بیوتکنننولنوژی.          

 abbasdoosti@yahoo.comپست الکترونیک:   19188383381تلفن:    

 

 م دمه     

پس از همه گیری بیماری لژیونر در شهر فیلادلفیا در سنال                                                               

این بیماری تا به امروز از نقا  مختل  دنیا گزارش شنده                                                       4 19

عنامن       (      e    ella p e   p  la لژیونلا نموفیلا    (.  1است       

اتیولوژیک بیماری لژیونر است که اکثریت موارد پنومونی را بنه                                                           

درصد بیماری لنژینوننر                      32(. حدود         2خود اختصا  می دهد                     

درصد آن تنوسنط                21ایجاد می شود که                   لژیونلا نموفیلاتوسط      

 به وجود           4درصد آن توسط گروه                     11گروه سرولوژیکی یک و                     

 (.    8و     2می آید          

 می باشد و اینن بناکنتنری در                           لژیونلاها          آ  بزرگترین مخزن                

 محیط های آ  شیرین در تمام دنیا یافت شده اسنت. حندود                                                   

 درصد از پنومونی های اکتسابی از جامعه و بنینش از                                                 8تا      1

درصد از پنومونی های اکتسابی از بیمارسنتنان نناشنی از                                                    81

های بالینی و بافنتنی در                         در نمونه          لژیونلا      (.      6می باشد             لژیونلا      

باشد. تفاوت این                   آمیزی گرم به شک  کوکوباسی  می                               روش رن        
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باکتری با سایر باکتری ها در این است که رن  گنرم را بنه                                                      

سختی می گیرد و به همین دلی  استفاده از فوشین بنازی بنه                                                      

(.    6آمیزی بهتر توصیه شده اسنت                              جای سافرانین جهت رن                     

 برای کشت و جداسازی این باکتری از محینط اخنتنصناصنی                                               

B      d Cha coa  Y ast E t act   a   BCYE       بنننا

 (.  4و     2روز استفاده می شود                        2تا      8گرمخانه گذاری به مدت                      

به عنوان عام  مهمی در پنومونی های اکتسابنی                                             لژیونلا      امروزه        

از بیمارستان مطر  بوده و از آن جایی که راه اصلی ورود اینن                                                          

ارگانیسم به بدن از طری  قطرات آ  می بناشند، بنننابنراینن                                                    

پنومونی در افرادی که در تماس با منب  آبی آلوده قرار دارنند                                                           

  و ژن مو ر در بیماری زاینی                          lepAو     ralF(.    2ایجاد می شود                
و محصول آنها از اجزای  سیستم تنرشنحنی                                      لژیونلا پنوموفیلا               

    IC( و     ct i  o  a      t a  ic i         به نام        IVنو      

     I t ac     a  m  ti  icatio       یا )IC                  هسنتننند. از

لنژینوننلا          آنجایی که تعدادی از این ژن ها برای بقای باکتری                                              
و تکثیر داخ  سلولی آن نیاز هستند به گروهی از اینن                                                    نموفیلا      

ژن ها تکثیر کننده داخ  سلولی یا معیو  کننده انتقال ارگانن                                                              

از این سیستم ترشحنی بنرای                           لژیونلا نموفیلا               (.       می گویند            

تحوی  دادن یا فرستادن افکتورها به سلول میزبان برای کنتنرل                                                          

نینز بنرای            RalF(. پروت ین             عبور ارگان  ها استفاده می کند                                 

(.    3همانند سازی داخ  سلولی باکتری مورد نیاز می بناشند                                                   

از طری   شای فاگوزومی یک فنرایننند                                   RalFانتقال پروت ین                

 (.  9و      است              IC  وابسته به سیستم ترشحی                     

این باکتری قادر به ایجاد بیمناری بنه صنورت تنک گنینر                                              

بنالاتنرینن           (.    2 اسپورادیک( و همه گیر  اپیدمیک( می باشد                                           

سال است. زیرا عوامن                        22میزان بروز بیماری در مردان بالای                                 

خطر ساز مانند کشیدن سیگار و درمان با استروئیدها در اینن                                                        

(. بیماری ممکن است به صورت ینک                               6گروه بیشتر می باشد                      

آنفنلنواننزای                عفونت خفی  یا تب پونتیا  که به صورت یک                                      

خود محدود شونده است دارای علایمی مانند تب، لرز، تنرس                                                    

از نور، سفتی گردن بروز نماید. همچنین ممنکنن اسنت بنه                                                  

صورت یک بیماری سیستمیک و سریعاً پیش رونده لنژینوننر                                                  

در مراحن             لژیونلا      اگر بیماران مبتلا به                     (.      11و     11بروز نماید              

اولیه بیماری تشخیص داده شوند و مورد درمان قرار گنینرنند،                                                       

(. دوره درمنان اینن                   2خطر جدی آن ها را تهدید نخواهد کرد                                     

روز است. افراد دارای سیستم ایمنی طبیعی بنه                                             11-16بیماری        

درمان پاس  خوبی خواهند داشت. این در حالی است که درمان                                                       

در بیماران با ضع  سیستم ایمنی ا لب به دلی  تاخیر در درمان                                                           

 و تشخیص دیر هنگام، با شنکنسنت منواجنه خنواهند شند                                           

 (.    11و     11و     2  

می توان از نمونه های متفناوتنی                                لژیونلا      برای تشخیص عفونت                  

مانند بیوپسی ریه، خلط و آسپیراسیون محتوی دستگاه تنفنسنی                                                       

به منظور تشخیص                  (.    6تحتانی، مای  پلور و خون استفاده نمود                                        

از نمونه های بالینی از روش های کشت، رن  آمنینزی،                                                  لژیونلا      

در      لنژینوننلا      آنتی بادی فلورسانت مستقیم و ردیابی آنتی ژنی                                             

های ادراری استفاده می گردد. کشت به عنوان استنانندارد                                                      نمونه     

 از ارزش بالایی بنرخنوردار اسنت.                               لژیونلا      طلایی در تشخیص               

اما طولانی بودن زمان گرمخانه گذاری و تا ینر درمنان آننتنی                                                      

 بیوتیکی در نتیجه کشت، از جمله معایب این روش می بناشند                                                   

توان با گیمسا ینا بنه طنور                           (. نمونه های خلط را می                      18و     12    

رن  آمیزی نمود. حسناسنینت                             اختصاصی تری در روش                    

درصد است. بنا اینن وجنود                         1 روش ایمنوفلورسانس حدود                        

هنای       آزمون های جدیدتری برای شناسایی ح نور آننتنی ژن                                           

انند کنه دارای                در ادرار توسعه ینافنتنه                      نموفیلا          لژیونلا      محلول       

(. نیناز بنه            16و     18و     2درصد می باشند                   91تا      2 حساسیت        

یک روش تشخیصی جام  و کام  که نسبت به سایر روش هنا                                                  

دارای حساسیت بالا، توانایی تشنخنینص                                   لژیونلا      در تشخیص          

بیماری در مراح  اولیه و تعیین بیماران فاقد علایم بالینی باشند                                                             

بررسی فنراواننی               ضروری به نظر می رسد. هدف از این مطالعه                                        

های جدا شده از افنراد                      لژیونلا نموفیلا             در        ralFو   lepA    ژن های      

مراجعه کننده به مراکز بهنداشنتنی                               تنفسی       های       مبتلا به عفونت               

 شهرستان شهرکرد بود.                   

 مواد و رو  ها             

  -این تحقی  به صنورت منقنطنعنی                         ال ( جم  آوری نمونه:                      

نمونه لاواژ              111بر روی            1891توصیفی از مهر ماه تا بهمن ماه                               
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 (       B o choa   o a   a a    Bبننرونننکننوآلننوئننولار                 

  26جم  آوری شده از بیماران مبتلا به عفونت های تنفسنی                                                   

از مراکز بهداشتی استان چهارمحنال و                                     ، (   نفر مرد         64نفر زن و          

بختیاری ریه انجام شد. تمام نمونه ها با اسنتنفناده از روش                                                       

( توسط پزشک منتنخنصنص                   B o chosco yبرونکوسکوپی               

میلی لیتر از مای  گرفته شده بلافاصله                                       2تهیه گردید. در حدود                     

 در لوله فالکون درپی  دار اسنتنرین  جنمن  آوری و در                                               

فلاسک حاوی ی  به مرکز تحقیقات بیوتکنولنوژی دانشنگناه                                                  

آزاد اسلامی شهرکرد منتق  گردید. نمونه ها پس از انتقال بنه                                                         

آزمایشگاه در دو لوله تقسیم شدند. یکی از نمونه ها بلافاصلنه                                                          

برای کشت مورد استفاده قرار گرفت و دینگنری تنا زمنان                                                 

 سیلیسیوس نگهداری شد.                      -21در دمای            PCRانجام     

های انتخا  شده برای کشنت، در                               نمونه      ( کشت نمونه ها:                  

ماری        دقیقه در بن             12درجه سیلیسیوس و به مدت                          24حرارت       

میلی لیتر از نمونه تیمار شنده                                1/2تیمار حرارتی شدند. سپس                        

 ننی شنده           BCYEبا حرارت، روی محیط کشت اختصاصی                                

هنای       بیوتینک        حاوی آنتی           لژیونلا        سیست ین  محیط انتخابی                     -  با  

، ونکومایسین و آنیزومایسین( به روش خنطنی                                        Bمیکسین          پلی   

هنوازی         های تلقی  شده در جار بنی                         کشت داده شد. تمام پلیت                      

درصد گرمخاننه                91تا      1 درجه سیلیسیوس و رطوبت                          8در    

روز مورد بنازدیند قنرار                        8ها پس از            گذاری شدند. این پلیت                    

  گرفتند و در صورت عدم مشاهده کلنی، با توجه به رشد  کنند                                                       
 یافت.         روز ادامه می              16، گرماگذاری به مدت                    لژیونلا      

ابتدا به منظور حذف مهار کننده هنا،                                    ( آزمون های مولکولی:                       

بار شستشنو             PB    )   ،8با بافر فسفات نمکی                          Bنمونه های           

دقیقنه سناننتنرینفنوژ                   2به مدت          3111   داده شدند و با دور                    

گردیدند. در هر بار روماند دور ریخته شد. به منظور استخرا                                                           

 شرکنت سنیننناژن،                    از نمونه ها از کیت تخلیص                               

ایران( و مطاب  با دستورالعم  شرکت سازنده اسنتنفناده شند.                                                      

استخرا  شده، پس از الکتروفورز بنر روی ژل                                              کیفیت       

درصد و پس از رن  آمیزی با اتیدیوم بروماید و تابش                                                    1آگارز       

نور ماورای بنفش بررسی گردید. همچنین از کلنی هنای رشند                                                     

یافته بر روی محیط کشت اختصاصنی ننینز بنه روش بنالا،                                               

 صورت پذیرفت.                   استخرا          

  لژیونلا نموفنینلای                در تمامی مراح  انجام این تحقی  از باکتری                                        

  CC                                           .به عنوان کنترل مثبت استفاده گردید 

از پرایمر اختصناصنی ژن                        لژیونلا پنوموفیلا               به منظور تشخیص                

16S rRNA                    پرایمرها از روی تنوالنی                       .   ( 1استفاده شد  جدول

 و بنا              B موجود در بانک ژن جهانی با شماره  بنت                                     

بنه منننظنور          طراحی شدند. همچنینن                      e er   er نرم افزار           

از پرایمرهای اختصاصی وینژه                             lepAو      ralFتشخیص ژن های            

(. توالی  بت شده در باننک                          1گردید  جدول             استفاده         این ژن ها           

جهانی ژن که برای طراحی پرایمر مورد استفاده قرار گرفت بنه                                                         

بنرای              Y و     ralFبرای تشخیص                    Y ترتیب       

 می باشد.            lepAردیابی        

میکرولیتر شام                   21در حجم نهایی                PCRدر این مطالعه واکنش                     

 ،   d  Ps miمیکرومنول          PCR b            ،121میکرولیتر             2

واحد آنزینم              1میکرومول از هر پرایمر،                          C    ،1   میلی مول            2

 a       o ym  as        مربوطه انجام                   میکرولیتر از                1و

از      PCRشد. مواد و واکنشگرهای مورد استفاده در آزمناینش                                              

 شرکت سیناژن ایران تهیه گردیدند.                               

برنامه حرارتی با دستگاه مستر سایکلر گرادیانت ساخت شرکت                                                        

  به منظور تشنخنینص                16S rRNAاپندرف آلمان برای تکثیر ژن                            
دقیقه واسرشت شدن ابنتنداینی در                               2با شرایط دمایی                ،   لژیونلا      

چنرخنه شنامن              82درجه سیلیسیوس و در ادامنه                            96دمای      

درجه سیلیسیوس به مندت ینک                           96واسرشت شدن در دمای                    

درجه سیلیسیوس به مدت یک دقیقه،                                  23دقیقه، اتصال در دمای                      

درجه سیلیسیوس به مدت یک دقینقنه و                                   2 گسترش در دمای               

درجه سیلینسنینوس بنه                    2 در نهایت گسترش نهایی در دمای                              

 جنفنت بنازی             88مشاهده بنانند               دقیقه انجام شد.                  مدت     

 5'-3' توالی نام پرایمر
طول قطعه 
 )جفت باز(

Leg-F 5'-GGTGACTGCGGCTGTTATGG-3' 841 
Leg-R 5'-GGCCAATAGGTCCGCCAACG-3' 

RalF –F 5'-ACCAGCCCAGGATATGAACTTAC -3' 281 
RalF –R 5'-ATAGTAGCTTGTGCGGATGTTTTG -3' 

LepA -F 5'-GTTGGGCACTACAGTTATCTCTTC -3' 826 
LepA-R 5'-GTTAGTTACTACGGTTTCAATACGAC -3' 

 توالی پرایمرهای مورد استفاده در پژوهش.: 1جدول 
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 نشان دهنده مثبت بودن این آزمایش بود.                                      

نیز بنه هنمنینن               lepAو     ralFبرنامه دمایی برای تکثیر دو ژن                               

،   ralFترتیب بود. با این تفاوت که دمای اتصال پرایمرها برای                                                     
درجه سینلنینسنینوس                 lepA   ،41درجه سیلیسیوس و برای                        29

 تنظینم گنردیند. بنرننامنه دمناینی بنهنینننه، بنا اننجنام                                           

آزمون های مختل  و به صورت تجربنی حناصن  گنردیند.                                             

درصد الکنتنروفنورز                   1/2بر روی ژل آگارز                   PCRمحصولات        

شدند. سپس ژل با اتیدیوم بروماید رن  آمیزی و با دسنتنگناه                                                       

 تصویر برداری از ژل مشاهده و تصاویر مربوطه  بت گردید.                                                    

در این تحقی  برای هر یک از ژن هنای                                     PCRاندازه محصول              

ralF   و  lepA            جفت باز بودند.                826و     281به ترتیب 

با اسنتنفناده از               تجزیه و تحلی  آماری داده ها                               د( آنالیز آماری:                

و آزمون آماری مرب  کای                          S SSنرم افزار آماری                 نسخه هفدهم            

 قرار گرفت.                1/12انجام گرفت. مرز معنی داری بر روی                                  

 

 یافته ها        

برای جدا سازی و                   PCRدر این مطالعه هر دو روش کشت و                               

نمونه بنه کنار                111روی         بر  لژیونلا نموفیلا                 تشخیص باکتری            

درصد( با روش کشت                    9مورد          9برده شد. از این میان، تعداد                             

مثبت تشخنینص داده                   PCRدرصد( با روش                12مورد          12و   

شدند. کلنی های رشد یافته بر روی محیط کشت اختنصناصنی                                                  

BCYE                نیز با انجامPCR             تناینیند         لژیونلا نموفیلا               ، از نظر وجود

 آورده شده است.                1گردیدند. نتای  حاص  در شک  شماره                                  

در تمامی نمونه های منثنبنت از                              lepAو     ralFح ور ژن های             

 مورد بنررسنی قنرار گنرفنت. از                          PCRبا روش          لژیونلا        نظر   

درصد( دارای               61/44نمونه           2، تعداد         لژیونلا        نمونه آلوده به                12

 ننمنوننه         8در تعداد            lepAبودند. همچنین ح ور ژن                         ralFژن    

. لژیونلا نموفیلابرای تشخیص  PCRژل الکتروفورز محصولات  :  1شک  

( 8( کنترل منفی، ستون 2(، ستون       CC  ( کنترل مثبت  1ستون 

لژیونلا ( نمونه های مثبت 4و  6جفت بازی فرمنتاز، ستون های  111مارکر 

( نمونه منفی از نظر ح ور 2جفت بازی(، ستون   88 تکثیر قطعه  نموفیلا

 .لژیونلا نموفیلا

( 1ستون  .lepAبرای ژن  PCRتصویر ژل الکتروفورز محصولات :  2شک  

( 8(، ستون       CC  ( کنترل مثبت  6و  2کنترل منفی، ستون های 

( نمونه منفی از نظر 4و  2جفت بازی فرمنتاز، ستون های  111مارکر 

 lepA( نمونه های مثبت از نظر ح ور ژن  ستون ، lepAح ور ژن 

 جفت بازی(. 826 تکثیر قطعه 

( کنترل 1ستون  .ralFبرای ژن  PCRژل الکتروفورز محصولات  :  8شک  

( 2و  8(، ستون های       CC  ( کنترل مثبت  2منفی، ستون های 

( نمونه های مثبت 4و  6ستون های ،  ralFنمونه منفی از نظر ح ور ژن 

( مارکر  جفت بازی(، ستون  281 تکثیر قطعه  ralFاز نظر ح ور ژن 

 جفت بازی فرمنتاز. 111
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درصد( به            3/88درصد( مشاهده گردید. یکی از نمونه ها                                         22    

 (.  8و     2را داشت  شک                 lepAو     ralFطور هم زمان دو ژن                   

  26درصد( و از بین                  3/49نفر         6مرد مورد آزمون،                   64از میان         

لنژینوننلا          درصد( آلوده بنه                16/31نفر         3زن مورد بررسی،                

  لژیونلا ننمنوفنینلا             بودند. بیشترین فراوانی آلودگی به                                    نموفیلا        

ننفنر                         2سال بنا تنعنداد                42تا      22مربو  به گروه سنی بین                       

  22تنا      62( و پس از آن به ترتیب در گروه های سنی                                       61/44    

 تننا      42سننال       62تننا      82سننال،        82تننا      22سننال،      

،   14/44،   88/88سال به ترتیب با فراوانی                           22تا      12سال و         2 

(. پس از بررسی نتای  با                         2 جدول       درصد بودند              1و     1،       3/88

نرم افزار آماری مشخص شد که بین شیو  این بیماری با سنن                                                      

با این وجود مشخنص                  .     و جنس ارتبا  معنا داری وجود ندارد                                 

ینی در       لژینوننلا        شد که در منطقه مورد مطالعه بیماری عفونت                                       

سنال       22تنا      62زنان شای  تر از مردان و در افراد با سن بین                                            

 بیشتر ر  می دهد.                

 بح    

نمونه برونکوآلوئولار که از افراد مبتلا به                                           111در این مطالعه از                  

عفونت تنفسی مراجعه کننده به مرکز بهداشنت شنهنرسنتنان                                                 

  درصند(           12منورد          12شهرکرد جم  آوری شده بود، تعداد                                

از    لژیوننلا        کشت باکتری              تشخیص داده شدند.                  نموفیلا          لژیونلا      

نمونه های بالینی به دلی  طولانی بودن دوره گرمخانه گنذاری                                                        

و مهار رشد آن توسط سایر ارگانیسم های سنرین  رشند و                                                 

، موجب شده کنه               لژیونلا      ناتوانی روش های متداول تشخیص                              

بنا مشنکن            لژیوننلا      تشخیص و درمان عفونت های ناشی از                                 

محدودیت های کشت را نندارد                            PCRجدی مواجه شود. روش                    

و از سرعت و دقت بالاتری نسنبنت بنه سناینر روش هنای                                             

به دلنین  اهنمنینت               برخوردار است.                 نموفیلا          لژیونلا        تشخیصی      

در ایجاد پنومونی در انسان، تا کنون منحنقنقنان                                             لژیونلا نموفیلا             

 زیادی آن را مورد مطالعه قرار داده اند.                                      

بنه بنررسنی            2112( و همکاران در سنال                    Ya da iیزدانی          

 بنه روش کشنت و فنلنورسنننت                        لژیونلا نموفیلا               تشخیص     

آنتی بادی مستقیم  در نمونه های برونکو آلوئولار بیماران مبتنلا                                                            

به پنومونی مراجعه کننده به مراکز پزشکی اصفهان پرداختند. از                                                            

نمونه برونکوسکوپی، چهار سویه باکتنری مشنکنو                                              94کشت     

     جداسازی گردید. با انجام آزمایشات بیوشیمیایی و روش                                                 

) i  ct    o  sc  t a tibody                مشننخننص گننردینند کننه 

بودنند. آن هنا                لژیونلا نموفیلا             باکتری های مشکو  جدا شده                          

ارتباطی بنا              لژیونلا نموفیلا             دریافتند که فراوانی پنومونی با منشا                                       

بنه منننظنور               جنسیت بیماران ندارد و می توان از روش                                      

(. در مطنالنعنه              12استفاده نمود                  لژیونلا نموفیلا             تشخیص سری             

 حاضر نیز عدم ارتبا  جنسیت با این بیماری به ا بات رسید.                                                      

  لژیونلا نموفیلا             ( و همکاران             o da  i گودرزی            2111در سال        

را از نمونه های خلط بیماران مبتلا به پنومونی با روش کشنت،                                                         

مورد شناسایی قرار دادنند. از                               PCRایمنوفلورسانس مستقیم و                        

نموننه         12کود  مبتلا به عفونت های حاد تنفسی،                                     211مجمو        

مثبت بودند. از منجنمنو                         لژیونلا        درصد( از نظر مبتلا به                       /2    

 مننورد بننا روش کشننت،                  8نننمننونننه هننای مننثننبننت،                 

شناسایی شدند.                 PCRمورد با روش               9و        مورد با آزمون                 2

در      PCRیافته های آنها نشان داد که حساسیت و سرعت روش                                              

بسیار بیشتر از کشت و ایمنوفلورسانس                                      لژیونلا نموفیلا             شناسایی         

 (.  14مستقیم در نمونه های خلط می باشد                                   

لژینوننلا        شیو  سرمی             2113( و همکاران در سال                    a i  علوی        
را در بیماران مبتلا به پنومونی اکتسابی از جامعه بر روی                                                         نموفیلا      

بستری در بیمارستان رازی اهنواز منورد                                      C Pبیمار دچار              31

 ننمنوننه آزمناینش شنده،                     31ارزیابی قرار دادند. از مجمو                               

مثبت بودند. تمنام بنینمناران بنا                                 Iو       Iمورد از نظر               12

 سرولوژی مثبت، سابقه سیگار کشنیندن و درینافنت قنبنلنی                                               

 گروه های سنی تعداد  %( تعداد مردان   %( تعداد زنان  %(

- - 8  8) 32-42 

1  1) 1  1)     ) 22-32 

1  1) - 12  12) 12-22 

2  2) 2  2) 46  46) 22-12 

6  6) 1  1) 9  9) 52-22 

- - 2  2) 52-52 

 مجموع (111  111 (6  6 (3  3

 بر اساس گروه های سنی و جنسیت. لژیونلا توزی  فراوانی آلودگی به: 2جدول 
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( و     hmadi   ad . احمدی ننژاد                (    1آنتی بیوتیک داشتند                      

منینزان آلنودگنی آ                    PCRبا روش          2111همکاران در سال                

را بنررسنی            لژیونلا      سردکن های بیمارستان های شهر کرمان به                                      

درصند گنزارش              89نمودند. این محققان میزان آلودگنی را                                    

  1992( و همکاران در سنال                    a  hac (. جالها              13نمودند          

 لنژینوننلا بنزمناننی               ،   لنژینوننلا ننمنوفنینلا             برای اولین بار                

     e    ella    e a        لننژیننونننلا مننیننک دادیننی                  ( و 
     e    ella     a e                    را در نمونه های )B                   با استفناده از

تشخیص دادنند. در اینن                       p  جفت بازی از ژن                  481قطعه      

 (.    3نمونه مثبت تشخیص داده شد                              12نمونه،          43مطالعه از           

 روش     2118( و هنمنکناران در سنال                      B  itبننینتنز         

R a  tim  PCR                                       چندگانه را برای تشخیص چندین گنوننه از

به کار بردند. یافته های آنها نشان داد که روش یاد شده                                                        لژیونلا      

در نموننه هنای              لژیونلا        درصد قادر به ردیابی                       111به صورت         

 (. در تحقی  دیگری که توسنط فنرننانندز                                   19بالینی می باشد                  

        a d                      در اسپانیا بنر                 2111تا      1999( و همکاران از سال

بیمار مبتلا به پنومونی اکتسابی با روش کشنت و                                              112روی     

منورد سناینر             96و     لژیونلا نموفیلا             مورد        82انجام شد،                

منورد        13بیمنار،          112باکتری ها گزارش شد. از کشت خلط                                

نمونه سایر باکنتنری هنا گنزارش                              32مثبت و          لژیونلا نموفیلا             

گردید. شای  ترین پاتوژن تنفسی جدا شده در این منطنالنعنه                                                     

( بود و         S rep         p e     ae        استرپتوکوکوس نمونیه                   

فراوانی پاتوژن های  یر متداول  آتیپیک(  عبارت بنودنند از:                                                         

 منورد         1    لژیونلا ننمنوفنینلا             درصد،         2/     مایکوپلاسما نمونیه                 

مورد بنا           4مورد با آزمون های سرولوژیکی،                                 درصد( که            2/8    

استفاده از آزمون آنتی ژن ادراری و یک مورد با کشت خنلنط                                                      

 (.  21مورد شناسایی قرار گرفتند                            

( و همکاران در سال                    i dsay در مطالعه ای که توسط لیندسی                               

و       I،      نمونه و با روش کشنت،                        11بر روی          2116

PCR                                      مورد        2به         انجام دادند مشخص گردید که با روش

دست       لژیونلا نموفیلا               مورد مثبت           11مثبت و با روش کشت به                      

و     19درصد و اختصاصیت به ترتینب                            111یافتند که  ویژگی                  

درصد را داشتند. بنابراین از این روش ها می تنوان بنه                                                     3/62

استفناده           لژیونلا نموفیلا             عنوان آزمون های مطم نی در جداسازی                                   

 (.      21نمود        

بنه بنررسنی            2118( و همکاران در سال                     hotas o قوتاسلو           

  PCRبیمارستان شهر تبریز با استفناده از روش                                          1در      لژیونلا      

 نمونه آ  لنولنه کشنی،                      161پرداختند. در این تحقی  از بین                               

لژیونلا ننمنوفنینلا               درصد به           2/32و   لژیونلا        درصد آلوده به                 1/ 

( و همنکناران در                as   (. در مطالعه گروس                     22آلوده بودند               

در نمونه های آ  مورد آزمناینش                               لژیونلا      ، تشخیص         2116سال     

 بنا روش        لنژینوننلا        قرار گرفت. در این تنحنقنین  ردینابنی                                

R a  tim  PCR                                    با استفاده از پرایمنرهنای اخنتنصناصنی ژن 

16S rRNA                           مطالعه الیکس                   28بسیار موفقیت آمیز بود .)  i    )

از سیستم ترشنحنی                    ralFبر روی ژن             2112و همکاران در سال                  

نشان داد که این ژن سبب آزاد شندن                                   لژیونلا پنوموفیلا                     6تیپ     

پروت ین های م  ر می شود که برای تکمی  مسیر بیماری زاینی                                                        

ماننند ژن هنای                    ralFاین باکتری ضروری است. همچنین ژن                                 

l  A     و    lepA                                      برای تکثیر درون سنلنولنی بناکنتنری ضنروری 

 می باشد. همچنین دارای سیستمی برای تنننظنینم عنمنلنکنرد                                                

 پروت ین های م  ر مو ر در بنینمناری زاینی اینن بناکنتنری                                                 

تنوانند         (. اختلاف در شیو  عفونت لژیونلاینی منی                                   می باشد           

 ها عبارتند از:                ترین آن         ناشی از عوام  متعددی باشد که مهم                                

( گوناگونی جوام  مطالعه شده از نظر شرایط اجتماعی، آ  و                                                        1

 هوایی و فص  و زمان مطالعه.                          

یی در افراد عادی جنامنعنه کنه                           لژیونلا        ( شیو  سرمی عفونت                 2

دهنده میزان مواجهه افراد با این ارگانینسنم اسنت. بنه                                                    انعکاس      

عنوان نمونه در بین کشورهای اروپایی، اسپانیا بیشترین و اتریش                                                             

 ترین شیو  را داشته است.                         پایین     

ای و عوامن               های زمینه           ( بافت جمعیتی و وجود افراد با بیماری                                    8

 خطرسازی مانند مصرف سیگار.                         
 

 

 

 نتیجه  یری          

می توان درینافنت                با توجه به نتای  به دست آمده در این مطالعه                                            

نسبت به کشنت، روش                    PCRبه ویژه         که روش های مولکولی،                     

به محسو  می شود                   لژیونلا نموفیلا               مناسب تری برای تشخیص                    
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 و می تواند به صورت موفقیت آمیزی اینن بناکنتنری را از                                                

نمونه های بالینی یا نمونه های آبی با دقت و سنرعنت بنالا                                                     

ینی    لژیونلا        تشخیص دهد. با توجه به اهمیت تشخیص عفونت                                       

بنینش       PCRبه خصو  در روزهای اول بیماری، نقش روش                                       

 از پیش نمایان می گردد.                      

 

 تشکر و قدردانی              

نویسندگان این مقاله از همکاران محترم منرکنز تنحنقنینقنات                                                   

 بیوتکنولوژی دانشگناه آزاد اسنلامنی واحند شنهنرکنرد و                                              
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Abstract 

Background & Objectives: Legionella pneumophila is an aerobic gram-negative bacterium and 

etiology of legionnaires disease. The ralF and lepA genes belong to the members of type IV  

secretion system are essential for intracellular growth and survival of bacteria. The aim of this 

study was to isolate L. pneumophila from bronchoalveolar lavage (BAL) fluid samples and the 

frequency of lepA and ralF genes. 

Materials & Methods: This cross-sectional study was carried out on100 BAL fluid samples  

collected from the patients suffering of respiratory infections who visited Charmahal-O-Bakhtiri 

health centers. Isolation of L. pneumophila was performed using a specific medium (BCYE). 

Then, all the samples were evaluated using PCR and specific primers designed for 16S rRNA 

gene. Furthermore, the frequency of lepA and ralF genes was determined using PCR method. 
Results: Overall, 9% of the total 100 samples were infected to L. pneumophila. Furthermore,  

molecular tests showed that 12 cases out of these samples were positive for this 

bacterium. The frequency of the ralF and lepA genes in these samples were measured 41.66 and 

25%, respectively. In addition, 8.33% of the samples carried both genes. 

Conclusion: Our studies indicated high frequency of the ralF and lepA genes in L. pneumophila 

isolated from this area. It is possible to determine L. pneumophila in fresh samples based on PCR 

technique without using in media. Furthermore, PCR technique is faster and more accurate for  

detection of L. pneumophila in bronchoalveolar samples in comparison to culture method. 

Keywords: Legionella pneumophila, Bronchoalveolar, ralF gene, lepA gene. 
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