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نمونه هاي  در )DFA(تشخيص لژيونلا پنوموفيلا به روش كشت و فلورسنت آنتي بادي مستقيم
  1382 مراكز پزشكي اصفهان درسال  به به پنوموني مراجعه كنندهبتلابرونكوآلوئولار بيماران م

  

  كتر رحمت االله يزدانيد*

  چكيده
 كـشورهاي   رشـات فراوانـي كـه از شـيوع بيمـاري لژيـونر و تـب پونتيـاك از                  ي و گزا  يده و جهاني عوامل بيماري لژيونلا     انتشار گستر  :مقدمه

گردد و نيز عدم گزارش از حضور يا جداسازي لژيونلا پنومونيلا و يا وقـوع بيمـاري لژيـونر درايـران، و نيـز عـدم پاسـخ بـه                            ه مي يمختلف ارا 
 اسـت ويژه لژيونلا پنوموفيلاه بيماري لژيونر ناشي از لژيونلا ب      . دربرخي پنوموني ها منتهي به تحقيق حاضر گرديد         مرسوم درمان آنتي بيوتيكي  

 افـراد در   پنوموني آتيپيـك بـوده و بيـشتر در   هاين باكتري يكي از عوامل مهم ايجادكنند.شود صورت اسپوراديك و اپيدميك ديده ميه  كه ب 
 عفونـت هـاي بيمارسـتاني محـسوب         رگ و ميـر    م ـ و از عوامل   ) درصد 50- 80( وجود مي آورد  ه  بيماري شديد و كشنده اي ب      معرض خطر، 

  . شود مي
 كـه بـه درمـان آنتـي بيـوتيكي            بـه پنومـوني    بتلاجهت جداسازي و تشخيص لژيونلا پنوموفيلا از نمونه هاي برونكوآلوئولار بيماران م            :بررسيروش  

 )MWY-agarانتخـابي     و BCYE-agarنتخابي  محيط كشت غيرا   ( از دو روش كشت استاندارد     .آمينوگليكوزيدي پاسخ مناسبي را نشان نمي دادند      
كلني هاي   % 95 و رطوبت حدود     0C 37  روز درشرايط انكوباسيون   3– 5پس از گذشت     .استفاده گرديد  )DFA(و فلورسنت آنتي بادي مستقيم      

سـتفاده گـرم و گيمنـز       رنگ آميزي هاي مورد ا     . آبي خاكستري تا سبز آبي بر روي محيط هاي فوق پديدار گرديد            ، با رنگ  ريز، محدب،گرد 
 SPSSآناليز آماري نتايج با نرم افـزار   .صورت كوكوباسيل هاي كوچك گرام منفي و پشت سرهم رويت شدنده بوده و باكتري درگسترش ب

(v10) و با استفاده از تست دقيق فيشر (Fisher Exact test) و آزمون مك نمار (McNemar Test)انجام گرديد   .  
  DFAي و روش  يد كـه بـا انجـام آزمايـشات بيوشـيميا          چهارسويه باكتري مشكوك جدا گردي ـ     نمونه برونكوسكوپي،  96از كشت    :نتايج

آزمايش حساسيت لژيونلا پنومـوفيلا بـه آنتـي بيوتيـك هـا       .مشخص گرديد كه باكتري هاي مشكوك جدا شده، لژيونلا پنوموفيلا بودند          
مقاومت به تتراسيكلين و آمپـي سـيلين بـوده           توبرومايسين و  داكسي سيلين و   يسين،ريفامپين، جنتاما  مايسين،وحاكي از حساسيت به اريتر    

آنـاليز  .  نـسبت بـه روش كـشت افتراقـي بيـشتر اسـت              لژيونلا پنومـوفيلا    در تشخيص  DFA همچنين مشخص شد كه سرعت روش        .است
 (P value 0.72) . معنـي داري وجـود نـدارد    ه رابط ـلژيونلا پنوموفيلاآماري با تست دقيق فيشر نشان داد كه بين جنس بيماران و فراواني 

  . اختلاف معني داري وجود نداردDFAآزمون آماري مك نمار نيز نشان داد كه بين نتايج كشت و روش 
يج آزمـون  بـا توجـه بـه نتـا    .  ارتباطي با جنسيت بيماران مبتلا ندارد   لژيونلا پنوموفيلا  ء در اين مطالعه فراواني پنوموني با منشا        :نتيجه گيري 

البته جهت استنباط دقيق تر بايد پروژه اي با حجم          .  استفاده كرد  لژيونلاپنوموفيلا  جهت تشخيص سريع   DFAمك نمار مي توان از روش       
  .نمونه بيشتر انجام گيرد

  
  پنوموني آنتي بيوگرام، ، )DFA( لژيونلا پنوموفيلا، آنتي بادي فلورسنت مستقيم : كليد واژه ها

  
  قدمهم

  انسان، ن عامل بيماري زاي خانواده لژيونلاسه درمهمتري
  
   دانشكده پزشكي - و ويروس شناسي شناسياستاديار گروه باكتري -*

   03116688597: ، نمابر03117922469:  ، تلفن09133145899: تلفن همراه
   Email:  R_Yazdani@med.mui.ac.ir 

  اصفهانو خدمات بهداشتي درماني دانشگاه علوم پزشكي 
  30/9/1385:تاريخ پذيرش        4/5/1385:تاريخ دريافت 

  
  

هـاي گـرام منفـي،     لژيونلاها بـا سـيل   .)1(لژيونلا پنوموفيلا مي باشد  
بـدون كپـسول و      ،(Fastidious)سـخت رشـد      هـوازي،  كوچك،

   و اندازهو داراي پيلي ) يك قطبيلفلاژ( ،متحرك ،بدون اسپور

2-20µm 0.9-0.3درµm  3،2،1(مي باشند(.  
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رنگ پذيري اين باكتري ها ضعيف بوده و در رنگ آميـزي گـرم           
بـاكتري كاتـالاز مثبـت ضـعيف،     .گيرنـد  طور ضعيفي رنگ مـي    ه  ب

اكثراً مولد ژلاتيناز و بتالاكتامـاز بـوده و هيچگونـه         متغير، اكسيداز
  .)4(كنند قندي را تخمير نمي

.  مـي بـا شـد      BCYEاسـب بـراي رشـد لژيونلاهـا،         محيط كـشت من   
دهـد و     صـورت اسـپوراديك و نيـز اپيـدميك روي مـي           ه  ب لژيونلوز

تـاكنون ايـن     .)6،5(ممكن است از چند روز تا چند هفته طول بكـشد          
، سـنگاپور و برزيـل      ايتاليـا  بيماري از كشورهاي آمريكـا، انگلـستان،      

ندي از بيمـاري   تاكنون گزارش مـست )10،9،8،7(گزارش گرديده است  
  .باشد لژيونلا همراه با جداسازي باكتري در ايران دردست نمي

رابطه با شيوع موارد ابتلا بـا ايـن بـاكتري             كه اطلاعات در   از آنجا 
باشـد، بـرآن      دست نمي  اصفهان در  بيماران مبتلا به پنوموني در     در

ي لژيـونلا   يناسـا جداسـازي و ش    شديم تا تحقيق حاضر را به منظور      
فلورسـنت آنتـي بـادي     (DFA با استفاده از روش كـشت و       پنوفيلا

ي كـه  يويـژه آنهـا  ه درگروه بيماران مبـتلا بـه پنومـوني ب ـ     ) مستقيم  
پاسخ درماني مناسبي بـه آنتـي بيوتيـك هـاي آمينـو گليكوزيـدي        

 DFAپايان روش كشت و      دهند را مورد مطالعه قرارداده و در        نمي
  .را مورد مقايسه قرار دهيم

 سخت رشد بودن اين باكتري و وضعيت باليني بيماران،          با توجه به  
 دستيابي بـه  تشخيص سريع لژيونلا پنوموفيلا بسيار ضروري بوده و         

 درعين داشتن دقت و حساسيت نسبت        تشخيصي سريع   روش يك
ثري در درمان سـريع بيمـاران   مي تواند كمك مؤ  افتراقيبه كشت 

  .مبتلا به پنوموني لژيونلايي باشد
  

  روش بررسي
بـر اسـاس روش      و    بـوده  مطالعه از نوع توصيفي تحليلـي     اين  

 جمعيتـي از بيمـاران مبـتلا بـه          (Convenient)نمونه گيـري آسـان      
 پنوموني مراجعه كننـده بـه مراكـز پزشـكي شـهر اصـفهان كـه بـه                  
درمان مرسوم آنتي بيوتيكي آمينوگليكوزيدي پاسخ مناسبي نشان        

از آنهـا   ز، نمونه گيري    مدت سه رو  ه  نمي دادند پس از قطع دارو ب      
  . عمل آمده ب

با توجه به اين كه مطالعه اي در ايـن زمينـه در ايـران انجـام نـشده                   
   مورد 90 )11( و همكارانBozziniحجم نمونه بر اساس مطالعه 

  .گرديد نمونه جهت مطالعه استفاده 96، اما از برآورد شد
آلوئولار برونكونمونه مورد استفاده مايع حاصل از شستشوي ناحيه         

بــه منظــور جداســازي و تــشخيص دســتگاه تنفــسي بيمــاران بــوده و 
لژيونلا پنوموفيلا درنمونه هـاي برونكوآلوئـولار از دو روش كـشت            

 )بادي مـستقيم   فلورسنت آنتي  (DFAو  ) ييعنوان استاندارد طلا  ه  ب(
كه اين بـاكتري بـر روي محـيط هـاي كـشت              از آنجا .استفاده شد 

نمــي نمايــد، از محــيط هــاي كــشت معمــولي آزمايــشگاهي رشــد 
 و نيز   )MWY-agar )12 و محيط انتخابي     BCYE-agarغيرانتخابي  

 از آنتي ژن لژيونلا پنومونيلا      DFAعنوان كنترل مثبت در روش      ه  ب
ــتفاده      ــالين اس ــا فرس ــسفات ب ــب ف ــي از تركي ــرل منف ــراي كنت و ب

 به   به پنوموني مراجعه كننده    بتلا نمونه از بيماران م    96جمعاً  .گرديد
مراكــز پزشــكي شــهر اصــفهان توســط متخــصص ريــه و بــا روش 
ــتريل درب دار      ــاي اس ــشه ه ــده درشي ــه ش ــكوپي گرفت   برونكوس

   .جمع آوري و به آزمايشگاه انتقال داده مي شد
ــشت،   ــام ك ــراي انج ــا     ب ــا ب ــه ه ــار نمون ــد از تيم  HCL-KCLبع

  و BCYE  آلودگي احتمالي محيط هاي     كاهش جهت) نرمال2/0(
MWY   با فلورنرمـال مجـاري      ) بيومارك –خت شركت   سا( آگار 
 و رطوبت   0C 37 روز دردماي    3– 5محيط كشت به مدت      تنفسي،
درصورت ديـدن كلنـي هـاي ريـز،          .نگهداري گرديد % 95حدود  
رنگ آبـي خاكـستري تـا سـبز آبـي از كلنـي هـا                ه  گرد ب  محدب،

. گيمنز رنـگ آميـزي شـدند      و  با روش هاي گرام      گسترش تهيه و  
استفاده مي شد و     % 3گرام منفي بودن باكتري از پتاس       يد  أيبراي ت 

 تأييد لژيونلا پنومـوفيلا و تفكيـك از سـاير باسـيل هـاي                جهت نيز
هـاي   دسـت آمـده بـر روي محـيط    ه از كلنـي هـاي ب ـ   گرام منفـي،  

انتخابي لژيونلا،مجدداً بر روي محـيط هـاي بـلاد آگـار و ائـوزين               
  مجــددا وهده شــدمتــيلن بلــو و محــيط انتخــابي لژيــونلا كــشت دا

 مقايسه اي از نظر رشـد درمحـيط هـاي كـشت انتخـابي لژيـونلا و                
كلنـي   .عمل آورده مـي شـد     ه   ب EMB,BAنتايج حاصل از كشت     

 EMBمشكوك به لژيونلا كلني اي بود كـه بـر روي بلادآگـار و               
بـراي تأييـد     .رشد نكرده و تنها درمحيط انتخـابي رشـد كـرده باشـد            

هيـدروليز  وفيلا از تـست هـاي تشخيـصي         ي باكتري لژيونلا پنوم   ينها
 DFAازكيت   همچنين .كاتالاز و اكسيداز استفاده گرديد     .هيپورات

    جهت آزمايش)ساخت كارخانه منوكلونال آنتي بادي تكنولوژي(
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  . استفاده گرديدكلني هاي رشد كرده در مرحله اول كشت
شامل كنترل مثبت   ( كنترل ها ،  اسلايدهاي سه خانه اي    كيت شامل 

مشتمل بر آنتـي بـادي منوكلونـال اختـصاصي          (كونژوگه  ،  )منفيو
 و حــاوي (FITC)نــشان دار شــده بــا فلورئورســين ايزوتيوســيانات 

Evans blueــ  ــ  ه  ب ــولات ب ــه و مرتي ــگ زمين ــوان رن ــوان ه عن عن
عنـوان كنتـرل منفـي تـست و         ه  فـسفات بافرسـالين ب ـ     و   نگهدارنده
  .دتهيه ش )عنوان محلول شستشوه  بهمچنين

  
   نتايج

 نمونـه  25نمونه مربوط به مـردان و    71 نمونه ،    96از مجموع   
  درمحـيط كـشت انتخـابي ، عليـرغم وجـود            .مربوط بـه زنـان بـود      

آنتي بيوتيك ها رشد تعدادي باكتري غيراز لژيونلا پنومونيلا نشان          
باسـيل    % )15 /1( مـورد    16تنهـا    نتايج كشت نشان داد،    .داده شد 

بـاكتري هـاي     % 84 /9 جداگرديـد و     گرام منفي از اين نمونـه هـا       
 ديگري همچون ديپلوكـك گـرام منفـي ،كوكـسي گـرام مثبـت،             

  .مخمر و غيره جداگرديد
دست آمده ، بر روي محيط هاي       ه  براساس مرفولوژي كلني هاي ب    

 % 3پتاس   و تست    رنگ آميزي گرام   كشت غيرانتخابي و انتخابي،   
لژيـونلا  كشت مجددي از كلني هـاي مـشكوك بـه           .انجام گرديد   

درمحيط هاي انتخابي لژيونلا و محيط هاي غيرانتخابي بلاد آگـار           
نتـايج حاصـله از محـيط هـاي          .و ائوزين متيلن بلـو انجـام گرديـد        

كشت و انجام تست هاي بيوشيميايي مربوط بـه لژيـونلا پنومـوفيلا         
 مــورد 16 مــورد لژيــونلا پنومــوفيلا از 4تنهــا بــه تــشخيص قطعــي 

 آنـاليز آمـاري بـا تـست         ) .1جـدول   (يـد   مشكوك به لژيونلا گرد   
لژيــونلا دقيــق فيــشر نــشان داد كــه بــين جــنس بيمــاران و فراوانــي 

  (P value= 0.72) .    معني داري وجود ندارد ه رابطپنوموفيلا
   انجـام شـده بـر روي       حساسيت دارويـي  همچنين نتايج آزمايشات    

هاي باليني در جدول      سويه لژيونلا پنوموفيلاي جدا شده از نمونه       4
ضمناً سويه استاندارد لژيـونلا پنومـوفيلا        . مشخص گرديده است   2

 National Deاز مركـــز ملـــي رفـــرانس لژيـــونلا در فرانـــسه 

Refference Center) ( در آزمـايش آنتـي بيـوگرام    .تهيه گرديد 
داكـسي  ،  جنتامايـسين  امپين، بـه اريترومايـسين، ريف ـ     تمام سويه هـا   

ســـيلين و توبرامايـــسين حـــساس و نـــسبت بـــه آمپلـــي ســـيلين و 
  ).3جدول (تتراسيكلين مقاوم بودند 

آزمون آماري مك نمار نيز نشان داد كه بين نتايج كـشت و روش             
DFA اختلاف معني داري وجود ندارد (Pvalue= 1).   

  

 نوموفيلا درفراواني نسبي موارد جداسازي لژيونلا پ : )1(جدول
  . تفكيك جنس پنوموني به بهبتلاافراد م

 موادمثبت جداسازي  جنس
  لژيونلا پنوموفيلا

 موارد منفي جداسازي
  لژيونلاپنوموفيلا

جمع 
  كل

  3  مرد
)2/4( %   

68  
)8 / 95( %   

71  

  1  زن
)4( %   

24  
)96( %   

25  

جمع 
  كل

4  
)1/4( %   

92  
)9 / 95( %   

96  

Pvalue = 0.72  
  

  شده از نمونه هاي باليني لژيونلا پنوموفيلاهاي جدا) آنتي بيوگرام(ايج آزمايش حساسيت دارويي نت : 2جدول

  اريترومايسين  ريفامپيسين  جنتامايسين  داكسي سيلين  تتراسيكلين  آمپي سيلين  توبرامايسين  آنتي بيوتيك
 Tob Am TE DO GM RD E  علامت اختصاري
  قطر ناحيه

 mm45زون mm28زون mm25زون mm28زون _____ _____ mm20زون  شماره سويه

7  
29  
63  
79  

S 
S 
S 
S 

R 
R 
R 
R 

R 
R 
R 
R 

S 
S 
S 
S 

S 
S 
S 
S 

S 
S 
S 
S 

S 
S 
S 
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  كتر رحمت االله يزدانيد
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  . وكشت به تفكيك جنسDFA روشهاي امقايسه توزيع فراواني نسبي موارد مثبت ب :3جدول 

  درصد موارد   جنس
  مثبت كشت

  تعداد موارد 
  مثبت كشت 

  درصد موارد 
  DFAمثبت 

  دادموارد تع
  DFAمثبت 

  )درصد (تعداد 
  بيماران بررسي شده 

  71 % )74(  3   %1 /13  3   %1 /13  مرد
  25 % )26(  1   %1 /04  1  1 /04  زن

  96  4  4 /17  4   %4 /17  جمع كل
 Pvalue = 1         

  بحث 
از مطالعـات   گسترده و رو به افزايش گزارشات حاصل        هدامن

زي و تعيـين هويـت بـيش از         ي و نيزجداسا  يبر روي عوامل لژيونلا   
 ســـروگروپ حـــاكي از انتـــشار جهـــاني عوامـــل 54گونـــه و 37

  .ي استيلژيونلا
عنـوان عامـل معمـولي پنومـوني هـاي      ه لژيونلا پنوموفيلا ب ـ  گرچه،

عنوان عامل مهمي دربيمـاران مبـتلا       ه  اكتسابي درجوامع نبوده اما ب    
 چـون   عوامل خطري خصوص درافرادي كه    ه  به پنوموني سخت، ب   

بيماريهاي مـزمن و انـسدادي دسـتگاه      استعمال دخانيات،  ولت،كه
تلقـي   تنفسي يا آنهايي كـه سيـستم ايمنـي سـركوب شـده دارنـد،              

  .)13(شود مي
ي اولين لژيونلا پنومـوفيلا، عامـل    ي سال از شناسا   12اگرچه حدود،   

)  فيلادلفيـا آمريكـا    1976درسـال   (ي  ياصلي شيوع پنوموني لژيونلا   
ان گزارشـات زيـادي پيرامـون جنبـه هـاي           گذرد و تـا ايـن زم ـ        مي

متفـاوت آن از  وپ هـاي  رهـا و سـروگ   مختلف بيماري و يـا گونـه    
اما تاكنون فقـط يـك مـورد         ،ه گرديده است  يارا كشورهاي ديگر 
از وقـوع   ) علـوم پزشـكي اهـواز      دكتـر موسـويان،   (گزارش مستند   

ي از انـواع مختلـف ايـن        يبيماري لژيونر و نيز جداسازي گونـه هـا        
  .)3،2(ايرن به ثبت رسيده است ي درباكتر

 نمونه شستشوي برونش جمـع آوري       96در تحقيق حاضر، ازمجموع     
  آنتي بيـوتيكي مرسـوم   شده از بيماران مبتلا به پنوموني كه به درماني        

، تنها چهار مورد كشت مثبـت   بودند پاسخ نداده  آمينوگليكوزيدي
  . مثبت گزارش گرديدDFAو چهار مورد 

 نمونـه   107 بر روي    Abraham و   Lindsayتوسط  در تحقيقي كه     
 انجـام داده انـد و در   IFA و DFA ، PCRهاي كـشت،     و با روش  

 به چاپ رسـيده اسـت گـزارش داده انـد كـه بـا روش                 2004سال  
DFA   مـورد مثبـت دسـت    10 مورد مثبت و با روش كشت به         5 به 

و % 19و اختـصاصيت بـه ترتيـب        % 100يافتند كـه داراي ويژگـي       
ــي جهــت    % 42/8 ــشهاي مطمئن ــوان آزماي ــه عن ــوده اســت كــه ب ب

  .)14(توان استفاده نمود جداسازي لژيونلا پنوموفيلا مي
 1999 از سـال   Lopez و   Fernandezدر تحقيق ديگري كه توسط      

 بيمـار مبـتلا بـه پنومـوني     105 اسپانيا و بر روي Alcoy در   2000تا  
ــا روش كــشت و   ــسابي ب ــونلا32 انجــام شــد DFAاكت   مــورد لژي

از كـشت     مورد ساير انواع باكتريها گزارش شـد و        94پنوموفيلا و   
 نمونه سـاير    85 مورد لژيونلا پنوموفيلا مثبت و       18 بيمار   102خلط  

  .)15(ها گزارش شده است باكتري
 هواسـط ه  اين اختلاف درنتايج فـوق و تحقيـق مـا، ممكـن اسـت ب ـ              

نـه  فراواني باكتري هاي فلوردستگاه تنفسي، مخلـوط شـدن بـا نمو           
برونكوسكوپي، خطاي تكنيكـي نمونـه گيـري از عمـق ريـه بـوده          
باشد زيراتنها نمونه خلط مجراي تنفـسي جهـت جداسـازي واجـد          
اهميــــت اســــت و همچنــــين درون ســــلولي اختيــــاري بــــودن 
لژيونلاپنوموفيلا كه تنها پس از تكثير در داخل ماكروفاژها و پـاره            

حات تنفـسي   شدن آنها بـه تعـدد زيـاد درفـضاي آلوئـولي و ترش ـ             
  .، از عوامل مؤثر دراختلاف نتايج باشد تحتاني يافت خواهند شد

نتايج تست دقيق فيشر نشان داد كه در اين مطالعه فراواني پنوموني            
 ارتباطي با جنسيت بيمـاران مبـتلا نـدارد و      لژيونلا پنوموفيلا با منشا   

 جهـت   DFAبا توجه به نتايج آزمون مك نمار مي تـوان از روش             
البته جهـت اسـتنباط     .  استفاده كرد  لژيونلاپنوموفيلاسريع  تشخيص  

  .دقيق تر بايد پروژه اي با حجم نمونه بيشتر انجام گيرد
  نتيجه گيري

با توجه به اينكه لژيونلاپنوموفيلاهاي جداشده از نمونه هـاي          
 كلينيكي به اكثر آنتي بيوتيـك هـاي گـروه آمينوگليكوزيـدي در          

داده و از سوي ديگر اكثر بيماران  حساسيت نشان In vitroشرايط 
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  ...... به پنوموني بتلابرونكوآلوئولار بيماران مدرنمونه هاي  )DFA( تشخيص لژيونلا پنوموفيلا به روش كشت و فلورسنت آنتي بادي مستقيم
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آنتـي بيـوتيكي    مبتلا به پنوموني در اين تحقيق كه اغلب بـه درمـان             
 بـه نظـر     ، گروه آمينو گليكوزيدي پاسـخ مناسـبي را نـشان نمـي دادنـد             

رسد اين عدم تطابق درماني بـه پاسـخ آنتـي بيـوتيكي و تـست                  مي

 و عوامل   حساسيت مي تواند در رابطه با درون سلول بودن باكتري         
بيمـاري مـزمن     ايجاد كننده ضعف سيستم ايمني چـون كهولـت و         

  .انسدادي دستگاه تنفسي باشد
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