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 چکیده: 
 مطرح ريٍ اوسذادی مسمه بيماری در َمچىيه ي بيمارستان از اكتسابي َای پىًمًوي در مُمي عامل عىًان بٍ لصيًولا

 .است مسمه ريًی اوسذاد بيماری بٍ مبتلا بيماران در ،پىًمًفيلا لصيًولا مًلکًلي ايه مطالعٍ تشخيص َذف باشذ مي

 شىاسايي ،شوًمي DNA استخراج از پس. شذ آيری جمع COPD بٍ مبتلا بيماران تىفسي ترشحات از ومًوٍ 111 تعذاد

 طًر بٍ پىًمًفيلا لصيًولا استاوذاردشىاسايي  كيتي ويس با  PCR ريش بٍ اختصاصي پرايمرَای از استفادٌ با مًلکًلي

 شذ. اوجام َمسمان

 ديم ريش با وفر 111 از وفر 3 ي كيت ريش با وفر 111 از وفر 5 پىًمًفيلا لصيًولا مًرد در باكتری وظر از مثبت مًارد تعذاد

PCR  شذوذ. مثبت 

 باكتری تشخيصي مقاصذ جُت مىاسبي ريش زمان در جًيي صرفٍ ي بالا دقت، حساسيت داشته دليل بٍ PCR مجمًعا

 .باشذ مي مسمه ريًی اوسذاد بٍ مبتلا بيماران در پىًمًفيلا لصيًولا

  PCR،پىًمًفيلا لصيًولا ،مسمه ريًی اوسذاد :یدیکل واژگبن
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 مقدمه:
 اعت تیٕاری (COPD) 1ریٛی ٔشٔٗ ا٘غذادی تیٕاری

 ٞا ریٝ دیٍز ػثارت تٝ .اعت ؽذٜ ٔختُ ٞا ریٝ ػّٕىزد وٝ

 ٞای ویغٝ ٚ ذ٘ؽٛ ٔی تًٙ ٞٛا ٔداری ،ؽذٜ ّٔتٟة

 ؽذٜ ٚارد آعیةٌزچٝ  تیٙٙذ. ٔی فذٔٝ( ٞا آِٛئَٛ) ٞٛایی

 تٝ تٛا٘ٙذ ٔی أزٚسی دارٚٞای أا اعت تزٌؾت لاتُ غیز

 ٚ س٘ذٌی ویفیت ٚ ریٝ ػّٕىزد تز تٛخٟی لاتُ فٛرت

 أزٚسٜ .تاؽٙذ داؽتٝ تاثیز ٚٔیز ٔزي حتی ٚ اِتٟاب

. اعت رایح آعٓ ٚ تیٕاری ایٗ تؾخیقی تیٗ اؽتثاٜ

 عیٍار ٔقزف ٔشٔٗ ریٛی ا٘غذاد تیٕاری ػّت تزیٗ ٟٔٓ

 پٟٙاٖ فٛرت تٝ را تیٕاری ایٗ عیٍاری افزاد اوثز ٚ اعت

 تٍٙی خّط، افشایؼ اس ا٘ذ ػثارت آٖ تاِیٙی ػلائٓ. دار٘ذ

 ٞٛا ٔداری ٔىزر ٞای ػفٛ٘ت ٚ خغتٍی ،عزفٝ ،تٙفظ

 در تٙفغی ٔداری ٔشٔٗ ای ػفٛ٘ت ٌاٞی .[3-1] تاؽذ ٔی

 اسخّٕٝ .[4,5] اعت ؽذٜ دیذٜ COPD تیٕاراٖ

 ٔایىٛپلاعٕا ،2پٙٛٔٛ٘یٝ اعتزتپٛوٛوٛط تا ٞایی ػفٛ٘ت

 ٌزدد ٌشارػ اعت ٕٔىٗ 4پٙٛٔٛفیلا ِضیٛ٘لا ٚ 3پٙٛٔٛ٘یٝ

[6,7].  

 وٙٙذٜ ایداد ػٛأُ خشء ٚالغ در پٙٛٔٛفیلا ِضیٛ٘لا

 ایداد پٙٛٔٛ٘ی. تاؽذ ٔی خأؼٝ ٚ تیٕارعتا٘ی پٙٛٔٛ٘ی

 آ٘ذٔیه ٚ ٔیهذاپی تقٛرت تٛا٘ذ ٔی ِضیٛ٘لا تٛعط ؽذٜ

 ٚ تٛدٜ خطز٘ان تاوتزی ایٗ تؾخیـ در تاخیز. [8] تاؽذ

 تٙاتزایٗ .ٌزدد ٔیز ٚ ٔزي ایداد تاػث تٛا٘ذ ٔی

 إٞیت تاوتزی ایٗ تزای آسٔایؾٍاٞی ٞای تؾخیـ

 .[9] دار٘ذ ای ٚیضٜ

 PCR یِٔٛىِٛ ٞای رٚػ اس اعتفادٜ ٔطاِؼٝ ایٗ ٞذف

  تیٕاراٖ در پٙٛٔٛفیلا ِضیٛ٘لا تاوتزی تؾخیـ خٟت

COPD تاؽذ ٔی. 

 ها: مواد و روش
 در وٝ تاؽذ ٔی تٛفیفی -ٔمطؼی ٘ٛع اس ٔطاِؼٝ ایٗ

 ؽٟیذ پشؽىی ػّْٛ دا٘ؾٍاٜ دا٘ؾٛری ٔغیح تیٕارعتاٖ

وذ وٕیتٝ ) اخلاق  وٕیتٝ اس ٔدٛس اخذ اس پظ ٚ تٟؾتی

 (IR.SBMU.NRIILD.REC.1396.407اخلاق: 

 تیٕاراٖ تٙفغی تزؽحات اس ٕ٘ٛ٘ٝ 100 تؼذاد ا٘داْ ؽذ.

                                                           
1 Chronic Obstructive Pulmonary Disease 
2 Streptococcus pneumonia 
3 Mycoplasma pneumonia 
4 Legionella pneumophila 

تٛد٘ذ  تاوتزی تا ػفٛ٘ت تٝ ٔؾىٛن وٝ COPD تٝ ٔثتلا

 . ٌزدیذ آٚری خٕغ ریٝ ٔتخقـ پشؽه ٘ظز تا

 GENET ویت اس DNA اعتخزاج تزای ٔطاِؼٝ ایٗ در

Bio ٜخّٛؿ ٚ ویفیت ٚ ؽذ اعتفاد DNAتٛعط ٞا 

 ٚ nm 260  ٞای ٔٛج طَٛ در اعپىتزٚفتٛٔتزی رٚػ

nm 280 ٌزدیذ تزرعی. 

 ِٔٛىِٛی تزرعی اتتذا. ؽذ٘ذ تزرعی رٚػ دٚ تٝ ٞا ٕ٘ٛ٘ٝ

 صٖ ایزا٘یاٖ ٔٛعغٝ ویت اس اعتفادٜ تا ٚ PCR رٚػ تٝ

 Legionella pneumophila PCR Detection) فٙاٚر

kit; Cat. No. IGF 116) ْٔزحّٝ در. ٌزدیذ ا٘دا 

 اختقافی پزایٕزٞای اس اعتفادٜ تا PCR ٚاوٙؼ تؼذی،

 پٙٛٔٛفیلا ِضیٛ٘لا ٔٛرد در .ؽذ ا٘داْ ؽذٜ طزاحی

 خٟت ٚ طزاحی (mip) صٖ تزای اختقافی پزایٕزٞای

 خذَٚ) ؽذ دادٜ عفارػ پٛیاٌغتزصٖ ؽزوت تٝ عاخت

1). 

 5/12 ؽأُ زٔیىزِٚیت 25 ٟ٘ایی حدٓ تٝ PCR ٚاوٙؼ

 Amplicon، 3/0 ؽزوت Master mix اس ٔیىزِٚیتز

 ٔیىزِٚیتز F ٚ R، 5 ٞای پزایٕز اس وذاْ ٞز اس ٔیىزِٚیتز

 اعتفادٜ تا ٚ عیىُ 40 تزای ٔمطز، آب ٔاتمی ٚ DNA اس

 )خذَٚ ٌزدیذ ا٘داْ BOECO تزٔٛعایىّز دعتٍاٜ اس

 اِىتزٚفٛسر% 2 آٌارس صَ در PCR ٔحقٛلات ٚ ٟ٘ایتا (2

 .ؽذ٘ذ تزرعی ٘تایح ٚ

 ها: یافته
 ٔٛرد COPD تٝ ٔثتلا تیٕار  100 ٔطاِؼٝ ایٗ در

 ٘فز 46 ٚ ٔزد ٘فز 54 تؼذاد ایٗ اس. ٌزفتٙذ لزار ارسیاتی

 ٘ذاؽت ٚخٛد خٙغیت  ٘ظز اس داریٔؼٙا تفاٚت. تٛد٘ذ سٖ

(05/0P-Vlue> .)ٗ2/60 ± 2/10 تیٕاراٖ عٙی ٔیاٍ٘ی 

 .تٛد

 تؼذاد ٔٛارد ٔثثت اس ٘ظز تاوتزی در ٔٛرد ِضیٛ٘لا

٘فز تا رٚػ ویت ٔثثت ؽذ٘ذ ٚ  100٘فز اس  5 پٙٛٔٛفیلا

در  ٔثثت ؽذ٘ذ.  PCR٘فز تا رٚػ دْٚ 100٘فز اس  3

اس اِىتزٚفٛسر صَ آٌارس ٚ تا٘ذٞای تؾىیُ  ای ٕٛ٘ٝ٘ 1ؽىُ 

پٙٛٔٛفیلا تا  تزای تاوتزی ِضیٛ٘لا PCRؽذٜ ٔحقٛلات 

 اعتفادٜ اس ویت اعتا٘ذارد ٘ؾاٖ دادٜ ؽذٜ اعت.

اس اِىتزٚفٛسر صَ آٌارس ٚ تا٘ذٞای  ای ٕ٘ٛ٘ٝ 2در ؽىُ 

 تزای تاوتزی ِضیٛ٘لا PCRتؾىیُ ؽذٜ ٔحقٛلات 

ٔؾاٞذٜ پٙٛٔٛفیلا تا اعتفادٜ اس پزایٕزٞای طزاحی 

 ٌزدد. ٔی
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 تزای  ِضیٛ٘لا (Relative frequency) فزاٚا٘ی ٘غثی

ٚ ٕٞچٙیٗ تا % 5پٙٛٔٛفیلاتا اعتفادٜ اس رٚػ ویت 

 % ٔحاعثٝ ٌزدیذ.3 اعتفادٜ اس پزایٕزٞای طزاحی ؽذٜ

حغاعیت ٚ ٚیضٌی، ارسػ اخثاری ٔثثت ٚ ٔٙفی در ٔٛرد 

ٞای ٔٛخٛد تٝ  در ٔماتُ ویت  PCRایٗ تاوتزی تا رٚػ 

 % تٛد٘ذ.98% ٚ 100%،100%،60تزتیة ،

 بحث:
تیٕاری ٔشٔٗ ا٘غذادی ریٝ ٘ٛػی تیٕاری اعت وٝ تا 

ٔغذٚد تٛدٖ ٔغیز ٞٛایی تٝ فٛرت ٔشٔٗ ٔؾخـ 

ی در ٞاروؾٛدر ٔیز ي ٚ فّی ٔزاػُّ اس یىی ؽٛد ٚ  ٔی

وٝ ٔیشاٖ ٔزي ٚ ٔیز عت اتٛعؼٝ یافتٝ ٚ تٛعؼٝ َ اـح

یٗ تیٕاری تا . ػلائٓ اتاؽذ ٔی٘اؽی اس آٖ در حاَ افشایؼ 

تزیٗ  اس ٔؼٌَٕٛزچٝ یىی یاتذ.  افشایؼ عٗ تؾذیذ ٔی

أا  اعتاعتؼٕاَ دخا٘یات  COPD ػٛأُ ٔغثة

آِٛدٌی ٞٛا ٚ ٚراثت ٘یش در ایداد آٖ ػٛأّی دیٍز اس لثیُ 

 .[10] ٘مؼ دار٘ذ

ٕٔىٗ اعت دچار  COPDٌاٞی اٚلات تیٕاراٖ 

پیؾزفت ایٗ  وٝٞای ٔداری تٙفغی ؽٛ٘ذ  ػفٛ٘ت

 ٌزدد‌ٔیتیٕاری تاػث تؾذیذ ػلائٓ  ٞا ػفٛ٘ت

[4,11,12]. 

ٞای  تٝ ٕٞیٗ دِیُ تؾخیـ تٝ ٔٛلغ ٚ عزیغ تاوتزی

تٛا٘ذ در تٟثٛد ٚضؼیت  ٞا ٔی ػفٛ٘ت ایداد وٙٙذٜ ایٗ

پیؾزفت ٞای اخیز  تیٕار ٘مؼ ٟٕٔی را ایفا وٙذ. در عاَ

ه ؽایا٘ی تٝ تؾخیـ ػٛأُ ٞای ِٔٛىِٛی وٕ رٚػ سیاد

 [13,14]عت  ا ٞا وزدٜ ػفٛ٘ی در تیٕاری

 7ای را در  ٔطاِؼٝ 2012٘ٛٔا٘پٛر ٚ ٕٞىاراٖ در عاَ 

تیٕار  218ٞای خّط ‌یٕارعتاٖ ؽٟز تٟزاٖ تز رٚی ٕ٘ٛ٘ٝت

تا تؾخیـ پٙٛٔٛ٘ی اوتغاتی ا٘داْ داد٘ذ. در ایٗ تزرعی 

در  PCRحغاعیت ٚ ٚیضٌی خٛتی تزای ٚاوٙؼ 

ٞای اعتزپتٛوٛن پٙٛٔٛ٘یٝ، ِضیٛ٘لا  تؾخیـ تاوتزی

لأیذیا پٙٛٔٛ٘یٝ ٚ ٔایىٛپلاعٕا پٙٛٔٛ٘یٝ تٝ پٙٛٔٛفیلا، و

دعت آٔذ. در ٔطاِؼٝ حاضز ٘یش حغاعیت ٚ ٚیضٌی خٛتی 

تزای تؾخیـ اعتزپتٛوه پٙٛٔٛ٘یٝ ٚ ِضیٛ٘لا پٙٛٔٛفیلا 

 . [15] حافُ ٌزدیذ

Ketel  َزای تؼییٗ ٔیشاٖ ت 1990ٚ ٕٞىاراٖ در عا

ص٘ٛٔیه  DNA، اتتذا اس PCRحغاعیت رٚػ 

رلت تٟیٝ ٕ٘ٛد٘ذ ٚ عپظ تا ا٘داْ   آ٘فّٛا٘شا ٕٞٛفیّٛط

PCR ٞا، حذ تؾخیـ ایٗ رٚػ را  تز رٚی ایٗ رلت

 وّٛ٘ی تاوتزی تٛد 5ٔحاعثٝ وزد٘ذ وٝ ایٗ ٔیشاٖ تزاتز تا 

[16]. 

 استفادٌ ضذٌ مریمطخصات پرا  - 1 جذيل

Parameters mip gene 

Primer Forwartd GGTGACTGCGGCTGTTATGG 

Primer length 20 

Primer Reverse GGCCAATAGGTCCGCCAACG 

Primer length 20 

Product size 632 
 

 PRCياکىص  یَا دماَا ي زمان - 2جذيل 
oc95 5 ٝدلیم Initial denaturation 
oc95 1 ٝدلیم 

 عیىُ 40
oc53 1 ٝدلیم 

oc72 1 ٝدلیم 

oc72 5 ٝدلیم Final extension 
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ٚ ٕٞىاراٖ  Cloudتٛعط الذأاتی تزرعی دیٍز  یه در

ٞای تٙفغی  تٝ ٔٙظٛر ؽٙاعایی ِضیٛ٘لا پٙٛٔٛفیلا در ٕ٘ٛ٘ٝ

ٞای ٔثثت تٛعط وؾت، تا رٚػ  ا٘داْ ؽذ. تٕأی ٕ٘ٛ٘ٝ

PCR وٝ تا رٚػ  4 . ٕٞچٙیٗٞٓ ٔثثت ؽذ٘ذ ٕٝ٘ٛ٘

ٔثیت ٌشارػ  PCRتا رٚػ  ٘ذوؾت ٔٙفی ؽذٜ تٛد

در تؾخیـ  PCRإٞیت رٚػ یافتٝ . ایٗ ٘ذٌزدیذ

 .[17] داد ٔمادیز وٓ را ٘ؾاٖ

ٞای  ٚػٌیزی وزد وٝ رتٛاٖ چٙیٗ ٘تیدٝ  در ٔدٕٛع ٔی

ٞای  ِٔٛىِٛی ٔٛرد اعتفادٜ در ایٗ ٔطاِؼٝ ٘غثت تٝ رٚػ

عٙتی ٚ ٔٛخٛد اس حغاعیت ٚ دلت خٛتی تزخٛردار 

تزی  ٞای تٟتز ٚ دلیك ذ تاػث تؾخیـٙتٛا٘ ٞغتٙذ ٚ ٔی

 
 استفادٌ از پرایمرَای طراحی ضذٌ با آگارز شل الكتريفًرز - 2ضكل 

 
 از کیت استاوذارد استفادٌ آگارز با شل الكتريفًرز - 1ضكل 
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ٞای  اِثتٝ ٔطاِؼات تیؾتز تا صٖ ذ.٘ٞا ؽٛ اس ایٗ ٘ٛع ػفٛ٘ت

ٞای تیؾتزی تایذ  ٘ٝٞا ٚ تا تؼذاد ٕ٘ٛ ٔؾاتٝ اس ایٗ تاوتزی

ٞای تٟتز ٚ ٔفیذتزی دعت  د تا تتٛاٖ تٝ خٛابزیا٘داْ ٌ

 یافت.
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Abstract: 

Legionella is a major contributor to hospital acquired pneumonia as well as chronic 

obstructive pulmonary disease. The aim of this study is to molecular diagnosis of the 

Legionella pneumophila in patients with chronic obstructive pulmonary disease. 

One hundred samples of respiratory secretion were collected in patients with COPD. 

Following of genomic DNA extraction and using specific primers, the molecular 

identification of Legionella pneumophila was performed by two methods of polymerase 

chain reaction and standard detection kits, simultaneously. 

The number of positive bacteria in the case of Legionella pneumophila was 5 out of 100 

patients by kit method, and 3 out of 100 by the second PCR method.  

In general, PCR is a suitable method for detecting of Legionella pneumophila in patients 

with chronic pulmonary obstruction disease due to its sensitivity and high accuracy. 

Keywords: Chronic obstructive pulmonary disease, Legionella pneumophila, PCR 
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