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ABSTRACT 
 

Background: Pneumocystis jirovecii (P. jirovecii) causes Pneumocystis 

pneumonia (PCP) in people, especially the immunocompromised ones. It is also 

one of the serious causes of numerous lung problems in affected patients. Since 

documented data about P. jirovecii is not available in patients with pulmonary 

infections in Tehran, this study aimed to investigate the molecular epidemiology 

and parasitology of Pneumocystis to determine the frequency of the organism 

infection.  

Methods: Bronchoalveolar lavage (BAL) samples were collected for 367 

patients hospitalized in the lung department of Shariati Hospital in Tehran from 

July 2022 to July 2023. The samples were analyzed using Giemsa staining and 

molecular methods. After DNA extraction from samples, Nested polymerase 

chain reaction (Nested PCR) was employed for the amplification of the 

18SrRNA gene and identification of P. jirovecii. The PCR products of Nested 

PCR were sequenced for final confirmation.   

Results: Out of 367 samples, only one sample (0.27%) and 28 samples (6.7%) 

were found to be positive through parasitology and NestedPCR analysis, 

respectively. P. jirovecii was detected in seven (25%) and 21 (75%) 

immunocompromised and immunocompetent patients, respectively. Fever, 

shortness of breath and dry cough were the most common clinical symptoms 

among patients with Pneumocystosis. Patients with pulmonary disorders are 

prone to colonization by pneumocystis, which increases the risk of 

pneumocystosis and makes them a reservoir for transmission to susceptible 

people. 

Conclusion: It can be concluded that patients with distinct lung disease are 

prone to colonization by Pneumocystis and, importantly, are at risk of infection. 

Also, according to the current study, Nested PCR was a suitable method for 

detecting P. jirovecii organisms because it had a very high sensitivity and 

specificity. 
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Extended Abstract 
 
Background: Respiratory disorders impose a 

substantial global health burden, impacting 

millions of people across diverse 

demographic groups. Among the myriad 

pathogens capable of causing respiratory 

infections, Pneumocystis jirovecii (P. 

jirovecii) stands out as an opportunistic 

fungus, historically associated with severe 

pneumonia in immunocompromised 

individuals, particularly those afflicted by 

HIV/AIDS. However, recent epidemiological 

shifts have brought attention to the increasing 

prevalence of P. jirovecii infections in 

individuals with various pulmonary disorders 

unrelated to HIV/AIDS. Formerly known as 

Pneumocystis carinii, P. jirovecii is a 

causative agent of pneumocystis infections in 

immunocompromised patients with various 

chronic diseases. This peculiar organism, 

once considered a protozoan parasite, has 

been reclassified through DNA sequencing 

analysis of the 18S ribosomal RNA (18S 

rRNA) gene, placing it in the phylum 

Ascomycota of the fungal kingdom. This 

opportunistic fungal pathogen, has long been 

recognized as a leading cause of 

Pneumocystis pneumonia (PCP), 

predominantly impacting individuals with 

compromised immune systems, particularly 

those living with HIV/AIDS. However, recent 

studies have highlighted an emerging trend of 

P. jirovecii infections in non-HIV 

immunocompromised individuals with 

various pulmonary disorders. Newborns and 

children are usually known as reservoirs of 

infection and play an important role in the 

colonization of P. jirovecii and its 

transmission. Due to the lack of an optimum 

culture system for culturing and isolating P. 

jirovecii from various clinical samples, the 

laboratory identification of infection and PCP 

has directly depended on direct examinations 

using microscopic detection of fungus. One 

of these methods for diagnosis of the 

organism is using conventional staining 

protocols such as Grocott-Gomori 

methenamine silver, Calcofluor White, 

toluidine blue O, Giemsa, and also applying 

fluorescence immunocytochemical staining. 

 In Iran, there are limited studies in the field 

of presenting the frequency of P. jirovsii 

among patients with pulmonary infections. 

Therefore, in the current study we have 

determined P. jirovecii colonization and 

infection by direct and NestedPCR methods 

in a relatively large group of patients with a 

spectrum of pulmonary disorders from 

collected Bronchoalveolar lavage (BAL) 

samples in Shariati Hospital in Tehran. The 

overall objectives of the study were to 

determine the prevalence of P. jirovecii in 

patients with diverse pulmonary disorders and 

investigate potential associations between P. 

jirovecii presence and disease severity in 

patients with underlying pulmonary 

conditions. 

Methods: The study involves the collection 

of BAL samples from patients diagnosed with 

various pulmonary disorders, including 

interstitial lung disease (ILD), chronic 

obstructive pulmonary disease ( COPD), 

rhinitis/asthma, and other respiratory 

conditions. BAL samples were collected from 

367 patients hospitalized in the lung 

department of Shariati Hospital in Tehran 

from July 2022 to July 2023 which had 

distinct pulmonary signs and symptoms. All 

collected samples were analyzed using 

parasitological (Giemsa staining method) and 

molecular methods (Nested PCR). Molecular 

detection of P. jirovecii was performed using 

advanced techniques (Nested PCR), targeting 

specific genes associated with the pathogen. 

This approach offers enhanced sensitivity and 

specificity, overcoming the limitations of the 

conventional diagnostic methods. The Nested 

PCR using the 18SrRNA gene was applied to 

identify the P. jirovecii. DNA extraction was 

done by the phenol-chloroform method. 18S 

rRNA gene of P. jirovecii was amplified 

based on the method of Umera et al. Two sets 

of primers including  
Pjf9: 5´-TTCGGGGCTTACTTTGGTC-3´, 

Pjr4: 5´GTAGTTAGTCTTCAATAAATCT-3´ 

as external primers and  

Pjf8: 5´-AGGCCTACCATGGTTTCG-3´, 

Pjr8: 5´CTTCGGAGGACCGGGCCGT-3´ as 
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internal primers was used for first and second 

rounds PCR, respectively. The PCR-produced 

amplicons for the first and second rounds 

were 710 bp, and 332 bp, respectively. The 

second round of PCR products were analyzed 

using electrophoresis on agarose gels 

containing safe stain, and the bands were 

observed under the UV light of a 

transilluminator.   

Result: Out of 367 samples, only one sample 

was found to be positive through parasitology 

analysis. In the molecular method, 28 

samples were diagnosed as positive for 

pneumocystis. The results of this study are 

expected to provide valuable insights into the 

prevalence of P. jirovecii in patients with 

various pulmonary disorders. By employing 

molecular techniques, the research aims to 

overcome the limitations of traditional 

diagnostic methods, which may miss P. 

jirovecii infections in non-HIV 

immunocompromised individuals. 

Furthermore, the study seeks to unravel 

potential associations between the presence of 

P. jirovecii and disease severity in patients 

with underlying pulmonary conditions. This 

exploration may shed light on whether P. 

jirovecii plays a contributory role in 

exacerbating respiratory disorders or if its 

presence is incidental. Additionally, the 

research will delve into the impact of P. 

jirovecii co-infection on the clinical outcomes 

of patients with diverse pulmonary disorders. 

Understanding how the fungal pathogen 

interacts with underlying respiratory 

conditions is crucial for developing targeted 

therapeutic interventions. The significance of 

this research lies in its potential to redefine 

our understanding of P. jirovecii infections 

beyond traditional immunocompromised 

populations. By exploring the prevalence and 

clinical implications in patients with various 

pulmonary disorders, the study may influence 

diagnostic and therapeutic approaches, 

ultimately improving patient care. In this 

study, Nested PCR using the 18SrRNA gene 

enhanced the accuracy of detection, enabling 

the identification of cases that might be 

missed using conventional diagnostic 

methods. 

Conclusion: In conclusion, this study 

demonstrates that patients with various 

pulmonary disorders are susceptible to 

Pneumocystis colonization and, importantly, 

are at risk of infection. The Nested PCR 

method proves to be a suitable tool for 

detecting P. jirovecii due to its high 

sensitivity and specificity. In addition, the 

current research represents a comprehensive 

exploration of the molecular detection of P. 

jirovecii in BAL samples from patients with 

various pulmonary disorders, contributing to 

our understanding of the prevalence, clinical 

significance, and potential therapeutic 

implications of P. jirovecii infections in non-

HIV immunocompromised individuals. The 

anticipated results have the potential to 

inform clinical practice, guiding the 

development of targeted interventions 

tailored to the unique challenges posed by P. 

jirovecii in non-HIV immunocompromised 

individuals, thereby contributing to the 

evolving landscape of respiratory medicine. 

We suggest considering preventive strategies, 

potential interventions, and emphasizing the 

importance of early detection to minimize the 

impact of P. jirovecii infections in patients 

with pulmonary disorders. Also, tracking 

clinical progress, treatment responses, and 

long-term pulmonary function can offer 

insights into the impact of P. jirovecii 

infections on the overall health and well-

being of patients. 
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 مقاله اصیل
 

 برونکوآلوئولار لاواژ هاینمونه در جیرووسی پنوموسیستیس مولکولی تشخیص

 ریوی مختلف اختلالات به مبتلا بیماران در
 

 ، 1، مریم صادقی1پور ، مریم علی1، سهیلا شفقی سیسی1، الهام رزمجو1، احمدرضا معمار1نرگس چیت ساز

 * 1، علیرضا بدیرزاده4دنژا ، رسول علیان3، زینب قاسمی2رام پیشه زهرا

 

 ایران ،تهران ،ایران پزشکی علوم دانشگاه پزشکی، دانشکده شناسی، قارچ و شناسی انگل گروه. 2

 پزشکی، دانشکدهگروه پزشکی اجتماعی و خانواده، ، پژوهشکده پیشگیری از آسیب های اجتماعی. مرکز تحقیقات طب پیشگیری و سلامت جمعیت، 1

 ایران ،تهران ،یرانا پزشکی علوم دانشگاه

 ایران تهران، تهران، پزشکی علوم دانشگاه رازی، بیمارستان پزشکی، شناسی قارچ . گروه3

 ایران تهران، تهران، پزشکی علوم دانشگاه شریعتی، بیمارستان ویژه، های مراقبت و ریوی . بخش0

 badirzadeh.ar@iums.ac.irالکترونیک: پست        41233211223فاکس:     41232043120نویسنده مسئول. تلفن: *  

 2/0/2041 پذیرش:           2/21/2042 دریافت:

 چکیده

دچار ضعف سیستم ایمنی هستتند باعت    در افرادی که  (،(Pneumocystis jiroveciiپنوموسیستیس جیرووسی  :زمینه و هدف

شده و از عوامل جدی ایجاد مشکلات متعدد ریوی در بیماران مبتلا است. این مطالعه با هدف  (PCP) نوموسیستوزیپذات الریه 

بررسی اپیدمیولوژی مولکولی پنوموسیستیس جیرووسی و تعیین فراوانی ایتن ارگانیستم در بیمتاران ریتوی مراجعته کننتده بته        

 ستان شریعتی تهران انجام شد. بیمار

( BAL)نمونته وواژ برونکتو آلولاتوور     320تعتداد   2044مترداد  تتا   2311 مرداددر این مطالعه توصیفی مقطعی از  :روش کار

 آمیزی گیمسارنگشد.  آوریجمع شریعتی وابسته به دانشگاه علوم پزشکی تهران بیمارستان ریه بخش بستری در بیماران ریوی

پتس از   انجتام شتد.   هتا  نمونه شناسایی مولکولی بر روی همهبرای  Nested-PCRحساس و روش  سی وجود ارگانیسمبرای برر

 انجتام شتد.  ی وموسیستتیس جیرووست  پنمربتو  بته   18S ribosomal RNA  (18SrRNA )ژن تکثیتر قطعته     DNA استتخرا  

  جهت تایید قطعی تعیین توالی شدند. Nested-PCR محصووت نهایی

آزمتایش   بتا نوموسیستتیس جیرووستی   ای کته از لحتام میکروستکوپی و مولکتولی بررستی شتدند، پ      نمونته  320از  :هاا یافته 

دچتار   بیمتار  (%12) هفتت  در .شد شناسایی (%2/0نمونه ) 13در   Nested-PCR روش باو %( 10/4) نمونه یکمیکروسکوپی در 

تنگتی نفتس و سترفه خشتک      ،تتب  نوموسیستتیس جیرووستی جداستازی شتد.    پ%( بیمار دارای ایمنی کامل 02) 12 نقص ایمنی و

. بیمتاران ریتوی، مستتعد کلتونیزه شتدن توست        دنت یس بودوزنوموسیستت پان دارای بتالینی در بتین بیمتار    های نشانهترین شایع

ها را تبدیل به مخزنی جهت انتقال به افراد ها به پنوموسیستوزیس وجود دارد و هم آنپنوموسیستیس بوده که هم خطر ابتلا آن

 کند. مستعد می

العه حاظر نشتان داد تعتداد قابتل تتوجهی از بیمتاران مبتتلا بته        نتایج بدست آمده از روش مستقیم و مولکولی مط گیری:نتیجه

کلونیزه شدند که ممکن است در این بیماران به پنوموسیستوزیس و احتمتاو   نوموسیستیس جیرووسیهای ریوی توس  پ بیماری

 توانتد روش متی Nested-PCR پنومونی تبدیل شود یا ممکن است ارگانیسم را به سایر بیماران مستتعد منتقتل کنتد. همننتین     

 .است برخوردار باویی بسیار ویژگی و حساسیت از زیرا باشد نوموسیستیس جیرووسیپ تشخیص برای مناسبی

 ، وواژ برونکو آلولاوورNested-PCRپنوموسیستیس جیرووسی، پنومونی، کلونیزاسیون،  های کلیدی: واژه
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 قدمهم

یک ارگانیسم خار  ستلولی   2پنوموسیستیس جیرووسی

طلب است که معموو محل استقرار طبیعتی آن  فرصت

. ایتتن ]2،1[ت هتتای ریتته انستتان استت در داختتل آلولاتتول

بنتدی  هتای انگلتی طبقته   یاختته  ارگانیسم سابقا جزء تک

شد ولی امروزه بعتد از انجتام مطالعتات مولکتولی      می

. ]3[های قتارچی قترار گرفتته استت      درگروه عفونت

پنوموسیستیس یک ارگانیسم منواگزن بوده و برای بقا 

بیشتتر   .]0[و تکثیر خود کاملا به میزبان وابسته استت  

دارای ضعف سیستم ایمنی، مبتلایان بته ایتدز،    در افراد

کننتتدگان داروهتتای هتتای متتزمن و مصتترف  بیمتتاری

ذات الریته  کننده سیستم ایمنتی باعت  ایجتاد    سرکوب

 . ]2[شود  می( PCP) نوموسیستوزیپ

های ریتوی و  چگونگی ورود ارگانیسم به درون آلولاول

همننین انتشار یافتن آن هنوز به طور واضح مشخص 

لی محققتان معتقدنتد کته پنوموسیستتیس از     نیست و

. ]2-0[شود طریق استنشاق وارد بدن میزبان خود می

های پنوموسیستیس در طول عفونتت در  تروفوزولایت

ها نقتش اصتلی   ها غالب هستند در حالی که کیستریه

هتای  . میزبتان ]2[در انتشار پنوموسیستتیس را دارنتد   

مختتزن  تواننتتد بتته عنتتواندارای قابلیتتت ایمنتتی متتی

ارگانیسم در جمعیت عمل کننتد و باعت  انتقتال آن از    

یک فرد به فرد دیگر شوند تا زمتانی کته پتاتوژن بته     

میزبانی با ضتعف سیستتم ایمنتی برستد. ایتن پتاتوژن       

فرصت طلب اگرچه در میزبان ستالم عفونتت بتدون    

توانتد موجتب   کنتد، امتا متی   علامت یا خفیف ایجاد می

با ضتعف سیستتم ایمنتی    پنومونی برق آسا در میزبان 

. بنابراین تشتخیص ستریع پنوموسیستتوزیس    ]3[شود 

-بسیار مهم است زیرا با تشخیص و درمان ستریع متی  

توان از بروز علالام شدید و خطرناک جلتوگیری کترد   

                                                 
1
 Pneumocystis jirovecii 

. از لحتتتتام علالاتتتتم بتتتتالینی و ستتتتیر بیمتتتتاری  ]2[

پنوموسیستوزیس شبیه به سندروم دیستترس تنفستی   

کاردی پنه، تاکینه بیمار تاکیباشد و در معایبالغین می

سینه  قفسه از شود. در رادیوگرافیو سیانوز یافت می

به طور کلاسیک ارتشاح های منتشره دو طرفته دیتده   

  .]1 [شودمی

از آنجاییکه پنوموسیستیس جیرووسی به آستانی قابتل   

 و ]2[هتتای آزمایشتتگاهی نیستتت   کشتتت در محتتی  

 را وزم ییکتارا  زیت ن یکیسترولوژ  یهتا  روشهمننتین  

 مشتاهده بته   ملتزم  یاختصاصت  صیتشتخ  لتاا  د،نندار

 از استتفاده  بتا  یویت ر مختلتف  یهانمونه در سمیارگان

 یهتا روشمتاستفانه   امتا . است یزیآمرنگ یهاروش

زیرا عتلاوه بتر    نبوده جوابگو شهیهم زینمیکروسکوپی 

اینکه نیازمند مهارت و تجربه فتردی استت گتاهی در    

م استت منجتر بته تشتخیص     مواردی که بار عفونت ک

 بتا  ییهتا روش ازشتود. بنتابراین بایتد     منفی کاذب می

. ] 2-22[ شتود  استفاده یباوتر تیاختصاص و تیحساس

 صیتشتخ  یبترا  یمولکتول  یمهم و کتاربرد  یهاروش

یا  ای پلیمرازواکنش زنجیرهاستفاده از  سیستیپنوموس

PCR  روش بتتتته ویتتتتژهNested-PCR ت. تتتتتتتاس

Nested-PCR بتتتته  تنستتتتبPCR یدارا متتتتتداول 

 روش نیتتا بتتا کتتهیبطتتور استتت یشتتتریب تیحساستت

 افتتراد در را جیرووستتی سیستتتیپنوموس تواننتتد متتی

 یمنت یا ستتم یس فیخف بصورت کهیافراد مانند مختلف

 یابیرد زین سالم افراد در یحت ای و دارند شده فیتضع

 صیتشتخ  ازمنتد ین یویر یهایماریب یابیارز. ]1[ کنند

 دچار افراد در خصوص به یماریب ختلفم علل یافتراق

 و نمونته  نیترمناسب هیته ازمندین و است یمنیا نقص

 BAL نمونتته خلتت  و استتت. شیآزمتتا روش نیبهتتتر

 سیستتتینوموسپ صیهتتا جهتتت تشتتخ نمونتته نیبهتتتر

 . هستند یجیرووس
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 یارالاته فراوانت   نهیدر زم یمطالعات محدود رانیدر ا 

 یویت ر رانمتا یب جامعته  در یرووست یج سیستینوموسپ

 ییشناستتامطالعتته  نیتتهتتدف از ا وجتتود دارد. لتتاا 

 در Nested-PCRبتا روش   یرووسیج سیستینوموسپ

 تهران یعتیشر مارستانیدر ب یویمشکلات ر با مارانیب

 .بود 2311-2044 یها سال یط

 

 روش کار

 آوری و پردازش نمونه جمع

بیمار بستری  320از  BALلیتر نمونه میلی 1-2حدود 

 مترداد در  ه بیمارستتان شتریعتی تهتران   در بخش ریت 

توست  پزشتک متخصتص ریته     2044مترداد  تا  1231

های فالکون انتقال یافتند و ها به لولهنمونه .گرفته شد

های عفونی و های مخصوص انتقال نمونهتوس  باکس

با رعایتت اصتول ایمنتی بته آزمایشتگاه انگتل شناستی        

تقتل  من دانشکده پزشکی دانشگاه علتوم پزشتکی ایتران   

 شتتاتیآزما شتترو  از قبتتل تتتا شتتگاهیآزما درشتتدند. 

 .شدند ینگهدار (-14) زیفر در هانمونه

 بررسی میکروسکوپی

 (min at 3000 rpm 5)ابتدا با استفاده از ستانتریفیوژ  

گرفتتته شتتد. از رستتوب   BALهتتای رستتوب نمونتته 

هتتا گستتترش تهیتته و بعتتد از تثبیتتت بتتا متتتانول نمونتته

شد. اسمیرهای رنگ شده بتا  آمیزی گیمسا انجام  رنگ

میکروسکوپ نتوری متورد    244استفاده از بزرگنمایی 

 بررسی دقیق قرارگرفتند. 

 بررسی مولکولی

درون  BALمیکرولیتتتر رستتوب نمونتته  244مقتتدار  

دقیقته درون   14میکروتیوپ ریخته شتد و بته متدت    

درجه سانتیگراد  11تحت دمای  دستگاه بلوک حرارتی

 DNAوب وارد پروسه استخرا قرار داده شد. این رس

-از روش دستتتی فنتتل DNAشتتد. بتترای استتتخرا    

کلروفتترم استتتفاده شتتد. مخلتتو  مستتاوی از فنتتل و  

شود، ولتی  ها می( سبب رسوب پروتئین2:2کلروفرم )

DNA و RNA  مانند.در محلول رویی باقی می 

در ایتتن مطالعتته بررستتی مولکتتولی بتترای شناستتایی   

و با  Nested-PCRش پنوموسیستیس جیرووسی با رو

 ]21[استفاده از روش خدادی و همکاران  انجتام شتد   

متورد   18SrRNA یا  18S ribosomal RNAکه ژن 

)تکثیر  کردن یفایلیمراحل امپ یتمام تکثیر قرار گرفت.

DNA)  شتترکت  2قرمتتز کسیبتتا استتتفاده از مستتترم

در  PCR واکتنش  یانجتام شتد. حجتم کلت     1کتون یآمپل

  PCR1در .بتود  تتر یکرولیم 12هتا  نمونه یمورد تمام

  التتتترنتتتتاکس یرهاتتتتمیپراله اول( تتتتترحتتتتتت)م

 (5`-TTCGGGGCTTACTTTGGGTC-3`) Pjf9    و  
 GTAGTTAGTCTTCAATAAATCT-3`) Pjr49 (5`-  

تکثیر را  یجفت باز 024قطعه  کیبرده شدند که  بکار

 نترنتال یا یمرهتا یپرا)مرحله دوم(  PCR2در  .کردند
(5`-AGTCGCCTACCATG-3`)  Pjf8       و 

(5`-CTTCGGAGGACCGGGCCGT-3`)Pjr8   
جفتت   331قطعته   کیت  تیکه در نها بکار برده شدند

 .]21[ کردند ریرا تکث یباز

میکرولیتتتر مستتترمیکس  2/21حتتاوی  PCR1واکتتنش 

X1  ،2   ،میکرولیتتر پرایمتر    2میکرولیتر پرایمتر رفتت

میکرولیتتتر آب  2/3و  DNAمیکرولیتتتر  1برگشتتت،

از  پتتسمیکرولیتتتر(.  12دیتتونیزه بتتود )حجتتم نهتتایی  

هتا را  آن یآرامت افزودن موارد ذکتر شتده ابتتدا بته     

که برنامته   رلکیمخلو  کرده و درون دستگاه ترموسا

داده  شده بتود قترار   میآن از قبل تنظ ییو دما یزمان

 PCR1 پس از اتمام واکنش، محصول رقیق شده .شد

  PCR2الگو برای انجام واکنش  DNA( به عنوان 2:24)

با کمک پرایمرهای داخلی مورد استفاده قرار گرفتت.  

ری از هرگونتته آلتتودگی کلیتته مراحتتل جهتتت جلتتوگی

در در زیتتر هتتود و  PCRستتازی، استتتخرا  و آمتتاده

های مخصوص انجام گرفت. قابل ذکر است که در اتاق

و در  نمونتتته مثبتتتت ،کنتتتترل مثبتتتت وپیتتتکروتیم

 زهیونیت نمونته آب د  یبه جتا  یکنترل منف وپیکروتیم

بتا   PCRبررستی نتتایج بدستت آمتده از     . اضافه شتد 

 2/2وش ژل الکتروفتتتوز )ژل آگتتتاروز استتتتفاده از ر

                                                 
1
2X Taq Master mix 

2
Ampliqon 
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و بتا   UVدرصد( انجتام گرفتت و بانتدها تحتت نتور      

 DNA Safe Stainرنگاستفاده از دستگاه ژل داکت با 

 3 شتتدند ومشتتاهده  تولیتتد شتترکت دنتتا ژن تجهیتتز 

نمونه از متوارد مثبتت انتختاب و بترای تعیتین تتوالی       

هتای بریتده شتده    ژل ارسال شدند. برای این منظتور 

میکرولیتتتر از  22بانتتد متورد نظتتر بته همتتراه   حتاوی  

قطعته   یتتوال  یتین منظتور تع  بته  یاختصاص پرایمرهای

18SrRNA بتته شتترکت  جیرووستتی سیستتتیپنوموس

   ، ارسال شدند.پیشگام

 یآمار زیآنال

هتای   ی )سن، جتنس، بیمتاری  فیک یهایرمتغ نیارتبا  ب

 بتا  دو یکتا  آزمتون  با ای و عفونت های قارچی( زمینه

 زیآنتتال یشتتد. بتترا نیتتیتع >42/4α یدار یمعنتت ستطح 

 استتفاده شتد.    SPSS-20رها از نرم افزا داده یآمار

 ،Chromas یهتتتا برنامتتته بتتتا هتتتا ژن یتتتتوال جینتتتتا

Sequencher و BioEdit  ثبتتت  یهتتا و بتتا ژن زیآنتتال

 .ندگرفت قرار سهیمقا مورد یشده در بانک ژن
 

 ها یافته

 نفتر  121 یبررست  متورد  بیمار 320 از مطالعه نیا در

 ( زن بودنتتتد%3/04ر )تتتتتنف 203رد و تتتتت( م0/21%)

 20/01ستن افتراد متورد مطالعته      نیانگیم .(2)جدول 

 هتا آن نیشتریو ب کسالی ریز آنها نیکه کمتر، سال بود

همننتین در نتتایج بدستت آمتده از     . نتد سال بود 12

Nested-PCR  نمونتتته از نظتتتر  331نمونتتته  320از

نمونته مثبتت    13 پنوموسیستیس جیرووستی منفتی و  

نمونته منفتی    331(. از 2تشخیص داده شتدند )شتکل   

 22نمونته مثبتت    13نفتر زن. از   232نفر مرد و  143

(. از لحتتام 1نفتتر زن بودنتتد )جتتدول  21نفتتر متترد و 

آمتتاری ارتبتتاطی بتتین جتتنس و ستتن بتتا ابتتتلا بتته       

پنوموسیستیس در این مطالعه دیده نشد. اکثر بیماران 

ای ماننتتد بیمتتاری زمینتتهمتتورد بررستتی دارای یتتک  

  خون، بیماری حتاد یتا متزمن ریتوی، بیمتاری       سرطان

خودایمن بودند. نتایج بدست آمتده    عفونی یا بیماری

دهتد  در این مطالعه نشان می Nested-PCRاز روش 

که بیشترین موارد مثبتت متعلتق بته گتروه بیمتارانی      

ای پنومتتونی بودنتتد، استتت کتته دارای بیمتتاری زمینتته

متورد   22نمونه مثبت بدستت آمتده    13از بطوریکه 

(. 3آن بیماران مبتلا به پنومونی ریوی بودنتد )جتدول   

داری بتتین نتتو  اگرچتته از نظتتر آمتتاری ارتبتتا  معنتتی

مشاهده نشد ولی از نظر بالینی،  PCRبیماری و نتایج 

اند بیش از نیمی از موارد مثبت مبتلا به پنومونی بوده

توانتد در  نومتونی متی  و این احتمال وجتود دارد کته پ  

کلونیزاسیون پنوموسیستیس تاثیرگاار باشتد و منجتر   

 وردمت  متاران یببه شدت عفونت در این افتراد شتود.   

هتای  چقتار هتا ماننتد    ستایر ارگانیستم  مطالعه از لحام 

بیشتترین قتارچ مشتاهده     شدند، یبررس زین بیماریزا 

 ازمثبت و منفی کاندیدا بود، امتا   PCRشده در افراد 

 بتته ابتتتلا و قتتارچ نتتو  نیبتت یارتبتتاط یآمتتارلحتتام 

مشتاهده   متاران یب نیت در ا جیرووستی  سیستیپنوموس

آمیتزی شتده بتا    های رنتگ  در بررسی گسترشنشد. 

گیمسا بصورت میکروسکوپی یک نمونه مثبت تشخیص 

ساله مبتتلا   2( که مربو  به یک پسر1داده شد )شکل 

 به بیماری پنومونی بود. 

 و BLAST و NCBIداده  گتتاهیدر پا یبررستت جینتتتا

و  Sequencher یافزارهتتانتترم بتتا یبررستت نیهمننتت

BioEdit ژن بتتا کتته یانمونتته 3 تمتتامداد کتته  نشتتان 

18SrRNA سیستتتتیپنوموس شتتتدند، یتتتتوال نیتتتیتع 

 12-11 نیبت  حتدودا   نمونته  3. هتر  بودنتد  جیرووسی

رفتترانس موجتتود در بانتتک ژن   یهتتا درصتتد بتتا ژن

تشتتابه را بتتا  نیرشتتتیداشتتتند. به تشتتابو  یهمولتتوژ

 E/16 و RU7 ،Y3/15 ،Y2/11، Y1/8 یهتتتا نیاستتتتر

 . اند شده جدا کایآمر کشور از واز انسان  کهداشتند 

 

 . توزیع فراوانی جمعیت مورد مطالعه1جدول 

 گروه بیماران تعداد )درصد( دامنه سن میانگین سن انحراف معیار

0/12  30/01  12-4  مرد (0/21) 121 
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32/21  30/01  32-4   203 (3/04)  زن 

22/14  20/01  12-4  320 (244)  کل 

 
 

 
: 12 چاهک مثبت؛ یها نمونهتعدادی از : 11تا  2چاهک  ؛bp 100: مارکر 1. چاهک جیرووسی سیستیپنوموس 18SrRNAبا ژن  Nested-PCR جینتا .1 شکل

 bp 50 مارکر: 14؛ چاهک (+C) : کنترل مثبت13 چاهک ؛(-Cی )منف کنترل

 

 مثبت  PCRبیماران  های سنی به تفکیک جنس در کل بیماران وتوزیع فراوانی گروه. 2جدول 

 مراجعه کننده به بخش ریه بیمارستان شریعتی تهران

بیماران     PCR  مثبت  مارانیب کل   
(سال)ی سن گروه  

 زن مرد زن مرد

1 4 1 2 2>  

4 4 22 3 22-2  

2 4 12 24 34-22  

0 2 04 03 02-32  

0 1 20 02 24-02  

0 1 24 32 02-22  

2 1 14 21 02<  

 
 های زمینه ای . توزیع فراوانی بیماری3جدول 

 تعداد کل
PCR 

 موارد مثبت موارد منفی بیماری

 بیماری انسدادی مزمن ریه 2 02 00

 برونشیت 4 0 0

 پنومونی 22 10 223

 برونشکتازی 2 24 22

 کانسر 2 04 02

 اتوایمن 2 13 11

 پیوند اعضا 4 3 3

 بیماری کلیوی 4 21 21
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 جراحی 4 3 3

های عفونیبیماری 4 4 20  

هاسایر بیماری 4 23 23  

 موارد ثبت نشده 3 31 01

 
 111با بزرگنمایی  مسایگ یزیآمبا رنگمثبت  ماریب هیدر نمونه لاواژ ر جیرووسی سیستیپنوموس ستینمونه مثبت ک .2 شکل

 

 بحث

ی یک ارگانیسم ختار  ستلولی   پنوموسیستیس جیرووس

طلب است که دارای انتشار جهتانی بتوده و در   فرصت

تمام نقا  جهان وجود دارد. انتقال آن از طریق تنفسی 

است. کلونیزاستیون آن ممکتن استت در افترادی کته      

هینگونه علالام بالینی ندارند دیده شود. ولتی معمتوو   

در مواقع ضعف سیستم ایمنتی باعت  ایجتاد پنومتونی     

شود. در مطالعه حاضتر  نوموسیستوزیس در افراد میپ

ای که از لحام پتارازیتولوژی و مولکتولی   نمونه 320از 

آزمتایش   بتا نوموسیستیس جیرووسی ، پبررسی شدند

 روش بتتتا( و %10/4نمونتتته ) 2میکروستتتکوپی در 

Nested-PCR   در شد شناسایی (%2/0نمونه ) 13در .

وی بتتتر ر امیلتتتی فریتتتل و همکتتتاران  1412ستتتال 

کلونیزاستتیون پنوموسیستتتیس در بیمتتاران مبتتتلا بتته   

بیمتار   23در  (COPD)بیماری متزمن انستدادی ریته    

ای انجام دادند و شیو  کلونیزاسیون در حالتت  مطالعه

متتاری را بررستتی کردنتتد. نتتتایج    حتتاد و پایتتدار بی 

آمده از این مطالعه نشان داد که بیماران مبتتلا  بدست

پنوموسیستتتیس  مستتتعد کلونیزاستتیون  COPDبتته 

 . ]23[جیرووسی هستند 

بتتترای بررستتتی میتتتزان    2در پژوهشتتتی، ماستتتکل 

کلونیزاسیون پنوموسیستیس جیرووسی، با استتفاده از  

ستتاده،  PCRستتیلور و روش آمیتتزی متنتتامین رنتتگ

گرفته شده تحتت   BALنمونه  13ای بر روی مطالعه

%( 23نفر ) 20برونوسکوپی از بیماران ریوی انجام داد. 

تشخیص داده شدند. در ایتن مطالعته مشتخص    مثبت 

نفتتتری کتتته در هنگتتتام برونکوستتتکوپی   23شتتتد از 

%( از 00نفر ) 3کورتیکواسترولاید دریافت کرده بودند 

 دهتد نظر پنوموسیستیس مثبت بودند و این نشان می

توانتد فترد را   که مصرف داروهای سرکوب کننده می

 .]20[مستتتتعد کلونیزاستتتیون پنوموسیستتتتیس کنتتتد 

مطالعته حاضتر    ای مشتابه یانی و همکاران مطالعته روز

بیمتاران را بتا    BALهتای  انجام دادند، آنها نیز نمونته 

بررسی کردنتد.   PCRآمیزی گیمسا و  استفاده از رنگ

 20آمیزی گیمستا و  %( در رنگ2بیمار ) 3بیمار،  24از 

از نظتتر پنوموسیستتتیس مثبتتت  PCR%( بیمتتار در 13)

نیز شتاهد عتدم حساستیت     تشخیص داده شدند. آنها

آمیتزی بتوده و عنتوان داشتتند کته روش      کافی رنگ

PCR     از حساسیت باوتری برخوردار استت و قتدرت

                                                 
1
Maskell   
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و  2فلوری .]22[ دهدبرابر افزایش می 0تشخیص را تا 

آمیتتتزی گیمستتتا و  بتتتا استتتتفاده از رنتتتگ همکتتتاران

 Real-time ستاده و  PCRسیلور و همننتین  متنامین

PCR  224  نمونهBAL  گرفته شده از بیماران ایدزی

نفتر( را متورد بررستی     232نفر( و غیتر ایتدزی )   21)

قتترار دادنتتد. در ایتتن بررستتی حساستتیت هتتر دو     

و بترای   درصد 24های ایدزی آمیزی برای نمونهرنگ

تعیین شد. حساسیت  درصد 244های غیرایدزی نمونه

و  درصتتد 30و  244ستتاده بتته ترتیتتب    PCRروش 

و  درصتد  244به ترتیتب   Real-time PCRحساسیت 

د کتته روش تتتتتتعیتتین شتتد و اظهتتار ش درصتتد 1/30

Real-time PCR کمی بودن، روش مناستبی   به دلیل

دادن بیماران کلونیزه بتدون علامتت استت    برای تمیز

آمیزی گیمستا نستبت بته دیگتر     از آنجا که رنگ. ]22[

ها مدت زمان بستیار کمتتری نیتاز دارد و    آمیزیرنگ

آمیتزی رنتگ   ی ارگانیستم بتا ایتن رنتگ    هتا همه فترم 

گیرند و همننین از لحام هزینه مقرون  به صرفه می

هتا جهتت تشتخیص    است، لاا در بسیاری از آزمایشگاه

رود. امتا از معایتب   پنوموسیستیس جیرووسی بکار متی 

هتای  هتا و بافتت  آمیزی این است کته ستلول  این رنگ

میزبتتان نیتتز رنتتگ گرفتتته در نتیجتته، در بررستتی     

کروسکوپی باید وقتت بیشتتری را صترف مشتاهده     می

گسترش کرد تتا بتتوان ارگانیستم را از بافتت میزبتان      

آمیتزی  تفکیک داد. همینطور تهیه نمونه مناسب، رنتگ 

مطلتتوب، دقتتت و حوصتتله کتتافی جهتتت جستتتجوی    

ای که برای آنها نمونه 320ارگانیسم ضروری است. از 

 استتمیر تهیتته و رنتتگ آمیتتزی انجتتام شتتد در بررستتی

میکروسکوپی تنها یتک نمونته از نظتر پنوموسیستتیس     

توان جیرووسی مثبت تشخیص داده شد. به عبارتی می

آمیتزی اگرچته بترای    اینطور بیان کرد که روش رنگ

های خاص خود را دارد، اما به شناسایی مزایا و جاابیت

های موجود در میتزان مهتارت تکنستین و    دلیل تفاوت

یستم تشتخیص از طریتق    تبحر در شناستایی ایتن ارگان  

                                                 
1
Flori  

اسمیر از حساسیت پایینی برخوردار است و بستیاری از  

موارد مثبت بویژه در بار کم عفونت ممکتن استت بتا    

 این روش تشخیص داده نشود.

بتترداری از  کپتی بر  PCRهای مولکولی یا تست ساسا

ر کته بت  استت،  نمونه مورد نظر  RNA یا DNA توالی

نظتر را تشتخیص   ارگانیستم متورد    تواناین اساس می

 های مختلف از جملهبترای تشخیص بیماری PCRداد. 

دو دستته  و بته   ]20[ عفونی کتاربرد دارد  هایبیماری

شود: نو  کیفتی کته نتو  ارگانیتتسم  عمده تقسیم می

 مقتتدارکنتتتد و نتتتو  کمتتتی کتتته  را متتتشخص متتتی

این نکته نیز قابتل ذکتر    .]23[ کندارگانیسم را بیان می

هتایی  تتتوان از نمونته  متی   PCRمی انجتا است که برا

حتمتتا  وزم   .مانند بافت و مایعات بتدن کمتک گرفتت   

هتای بایگتانی  نیتتست نمونتته تتتازه باشتتد از نمونته

و حتی بعتد از مصترف    دکراستفاده توان می شده نیز

 .]21-14[بیوتیک نیز آزمایش قابل انجام است آنتی

PCR   روشی حساس و اختصاصی بوده و پتانستیل وزم

هتای مختلتف   جهت تشخیص پنوموسیستیس در نمونه

مانند آسپیراسیون نازوفتارنکس، شستشتوی دهتانی و    

. همننین دارای ارزش اخباری منفی ]12[خل  را دارد 

باویی است که نشان دهنده ارزش نتیجه آزمتایش در  

هتای  ش. در رو]11[رد عفونت پنوموسیستیس استت  

هتتایی مولکتتولی جهتتت بررستتی پنوموسیستتتیس از ژن

توان استفاده کرد. این ژن به تعداد می mtLSU1مانند 

چندین کپی در پنوموسیستیس وجود دارد و مشتخص  

شتتده استتت کتته از حساستتیت بتتاویی بتترای شناستتایی  

تتترین روش بتترای تشتتخیص دقیتتق برختتوردار استتت.

 BALیتا   های خل  القا شتده پنوموسیستیس در نمونه

استتت امتتا در ایتتن روش امکتتان  Nested-PCRروش 

کلونیزاستتیون تحتتت بتتالینی  بتتالینی از PCP تشتتخیص

 PCRجهت حل این مشکل بایتد از یتک    و داردنوجود 

 DNAتعیتین کمیتت    امکانqPCR . استفاده شودکمی 

کند و دارای توانایی تمایز پنوموسیستیس را فراهم می

                                                 
2
Mitochondria LargeSubunit 
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بر اساس میتزان بتار    بین کلونیزاسیون و عفونت فعال

مخصوصتتا بتترای  PCRروش  .]10،13[عفونتتت استتت 

مفیتد استت    HIVبیماران مبتلا به نقص ایمنی غیتر از  

زیرا این بیماران اغلتب بتا بتار کتم ارگانیستم مراجعته       

هتتای کننتتد و ممکتتن استتت بتتا استتتفاده از روش متتی

بته منظتور    .]12[نشتود  میکروسکوپی تشتخیص داده  

ی تستتت بتترای انجتتام   افتتزایش حساستتیت و ویژگتت  

طالعه از روش تتتتتآزمایشتتتات مولکتتتولی در ایتتتن م 

Nested-PCR   استتتفاده شتتد. در ایتتن روش مقتتادیر

ارگانیسم در نمونه با دقتت و صتحت    DNAجزلای از 

 شتود. ایتن روش دارای دو مرحلته   باویی ردیابی متی 

PCR1 و PCR2 ای بودن ایتن روش  است، دو مرحله

 شودن محسوب میعامل موثر در افزایش حساسیت آ

بته طتور مشتخص     PCR2 و به دلیل آنکه پرایمرهای

طراحتتی شتتده  PCR1ای از درون بتترای تکثیتتر قطعتته

است احتمتال تکثیتر قطعتات غیراختصاصتی بته میتزان       

یابد و نتایج حاصتل بته طتور معمتول     باویی کاهش می

در  نمونته  BAL 13نمونته   320قابل قبتول استت. از   

وموسیستتتتتتتیس از نظتتتتتتر پن Nested–PCRروش 

 Nested-PCRجیرووسی مثبت شدند. نتایج حاصل از 

و مقایستته آن بتتا نتتتایج بتته دستتت آمتتده از روش    

آمیزی بیتانگر ایتن حقیقتت استت کته ایتن روش       رنگ

تر بوده و موارد مثبت بیشتتری توست     مولکولی دقیق

شوند و احتمال نادیتده گرفتته شتدن    آن شناسایی می

 یاید. اهش میموارد عفونی به میزان باویی ک

 Nested-PCRهای مهتم استتفاده از    یکی از محدویت

که یک روش مولکولی حساس با اختصاصیت باو است و 

هتا  تتوان بترای تشتخیص ارگانیستم در آزمایشتگاه      می

هتایی بتا    استفاده کرد ولی نیازمند تجهیزات و دستتگاه 

هزینه باو و نیروهای آموزش دیده و متخصص است. 

هتای مرجتع ایتن    شود که در آزمایشگاه لاا توصیه می

کتتتولی بتتترای تشتتتخیص پنوموسیستتتتیس  روش مول

 اندازی شود.راه

 

 

 

 یریگجهینت

امروزه متعاقتب مصترف داروهتای سترکوبگر ایمنتی      

طلتب نیتز در حتال افتزایش     بروز این پاتوژن فرصتت 

است. تشخیص زود هنگام و درمان به موقع پنومتونی  

دارای نقص سیستتم   پنوموسیستیس برای بقاء بیماران

ایمنی از اهمیت باویی برختوردار استت امتا متاستفانه     

با تکیته بتر علالاتم     تشخیص ارگانیسم در بیماران صرفا 

بالینی بسیار دشوار بوده و همننتین بته دلیتل فقتدان     

های روش کشت آزمایشگاهی، اختصاصی نبودن روش

های متقاطع تشخیص ایتن  سرولوژیکی و وجود واکنش

های نامبرده مقدور نیستت.  استفاده از روش پاتوژن با

آمیتتتزی و مشتتتاهده ارگانیستتتم زیتتتر  روش رنتتتگ

میکروسکوپ نیز اگرچه استاندارد طلایی در تشتخیص  

است ولی حساسیت آن پایین بوده و در متواردی کته   

بار عفونت پایین است  امکتان تشتخیص منفتی کتاذب     

دارای کارایی بتاو   Nested-PCRوجود دارد. اما روش 

در شناسایی ژنوم این میکروارگانیسم حتی در بار پایین 

عفونت است و روشتی قطعتی در تشتخیص محستوب     

 شود. می
 

 تشکر و قدردانی

نامه کارشناسی ارشد خانم نترگس   این مطالعه از پایان

و کتد اختلاق    12011چیت ساز بتا کتد طترح شتماره     

IR.IUMS.FMD.REC.1400.536  از دانشتتتتتتتتگاه

 استخرا  شده است.پزشکی ایران علوم
 

 تضاد منافع

در این تحقیق هینگونه تضاد منافعی برای نویسندگان 

 وجود ندارد.
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