
  پنوموسیستیس کارینی ی روش هاي تشخیص

  

  

  مرکزي فردیسرئیس آزمایشگاه ،شناسی انگلاستاد،غرويدکترمحمدجواد

   آزمایشگاه مرکزي فردیس رشناسکا ،علوم آزمایشگاهی،موناروزبهانی

  

  :مقدمه

توسط یک تک  )Interstitial plasma cell pneumonia ی باپلاسماسلبیناینپنومونی ب(پنوموسیستوز

برخـی   کـه درآلوئولهـاي ریـه انسـان و    د مـی گـرد   بنام پنوموسیستیس کـارینی ایجـاد   سلولی یاخته خارج 

 امـا ، بـالینی اسـت   ًبدون نشانه عفونت هاي ناشی ازاین تک یاخته معمولا .می کند ازحیوانات به کندي رشد

شـده   سـبب تـراکم درآلوئولهـا    معمـول ارگانیسـم  زا کثیـربیش ت دربیمارانی که اختلال سیستم ایمنی دارند

پنوموسیسـتیس  بـدین جهـت بروزپنومـونی ناشـی از    . وموجب تنگی نفس وگـاهی اوقـات مـرگ مـی گـردد     

یکـی  با توجه به اینکه این ارگانیسم  .نقص درسیستم دفاعی میزبان می باشد بیمارنشانگر در)PCP(کارینی

یـان  مبتلامانند درافرادي که داراي اختلال یا ضعف سیستم ایمنی  میرازمهمترین و متداولترین علل مرگ و

لـذا در ایـن مقالـه    براي این ارگانیسم وجود ندارد،  ودرکشورما هیچ روش تشخیصی خاصی می باشدز اید به

  .این ارگانیسم بپردازیماي تشخیصی سعی می شود به تعدادي از روش ه

  :چرخه زندگی 

ارائه گشته، دو مرحله در سیرتکاملی این ارگانیسم دربـدن   1984پنی که درسال برطبق نظریه دانشمندان ژا

  :میزبان وجود دارد

        )اسپوروگونی( مرحله تکثیر جنسی  -1

  . می باشد) جوانه زدن(که شامل تقسیم دوتایی ساده و اندودیوژنی  مرحله تکثیر غیرجنسی -2

                      

    



  :بیماریزایی

صورت نهفته ه ابتدا ایجاد عفونت بدون علامت نموده، سپس ب د سایرفرصت طلبان درمانن این ارگانیسم نیز

به اتصال تروفوزوئیت ها. می کند زمان که سیستم ایمنی تضعیف شود بیماري بروز هر در بدن باقی مانده و

ولی می انگل وارد فضاي کوچک آلوئ.ارگانیسم داردبیماریزایی این  نقش اصلی در  I پنوموسایت هاي تایپ

به تدریج دیواره این سلولها . را مورد تغذیه و حمله خود قرارمی دهد Iشود و سلولهاي پنوموسایت تایپ 

نتیجه  در. خشک و پاره می شود و سلولهاي ریه تخریب و ریه الاستیسیته خود را به تدریج ازدست می دهد

ندرت تخریب به را  Πتایپ  پنوموسیستیس کارینی پنوموسیت هاي. ریه ها بزرگ و سنگین می شوند

از مایع بین آلوئولی تغذیه می کند و معمولا پیکر آن  ،انگل .را تجزیه می کندریه نموده و سورفکتانت 

در سه مرحله مشاهده می  علائم. توسط مایع بین آلوئولی پوشانیده شده و ارتباطی با گازهاي تنفسی ندارد

  گردد؛

بیماردر این مرحله احساس . در مراحل اولیه دیده می شود مرحله سبک بیماري است که :مرحله اول

ناراحتی تنفسی می کندو سرفه هاي خلط آور دارد، ولی؛ هنوز به سیستم تنفسی آسیب آنچنانی وارد نشده 

  . است

  . به تدریج با تخریب دیواره سلولی، تنفسی خشک تر شده و خلط وجود ندارد مرحله دوم؛در 

، سرفه هاي خشک شدید و یک پنومونی ) (Hemoptysisداخل ریوي  خونریزي  مرحله سوم؛در 

  .در این مرحله احتمال مرگ وجود دارد. بینابینی قطعی دیده می شود

  :تشخیص

 .براي تشخیص آزمایشگاهی روش هاي متعددي وجود دارد   

  .که خودشامل ،روش هاي تهاجمی وغیرتهاجمی استروش هاي انگل شناسی  -الف   

 آمیزي هاي هیستوشیمیایی و ایمو نو هیستوشیمیایی رنگ-ب   

  ژيروش هاي سرولو -ج   

  هاي مولکولی        روش  -د    

  

  



  روش هاي انگل شناسی -الف

    non- invasive procedures)(روش هاي غیرتهاجمی  -1-الف 

   :Chest Radioghraphy)( رادیوگرافی قفسه سینه -1-1-الف

  سمت هاي ریه یک انفیلتراسیون بینابینی دیده می شودکه دراین حالت درتمام ق 

  ): lung scan(اسکن ریه -2  -1-الف 

  .اسکن ریه جهت بررسی پنوموسیستیس کارینی با ارزش و مناسب اما غیراختصاصی است

   )برش نگاري با تابش پوزیترون(اسکن   PET- 3 -1 –الف  

Poisitron Emission Tomography  : PET  

 اسـتفاده ازایـن روش درایـران هنوزوجـود    . بدن را نشان می دهدغیر نرمال  دقیق ذرات  مولکولی  این روش

  .ندارد

  ):Induce Sputum( خلط -4 – 1-الف

 اهمیت است که نمونه مورد آزمایش حاوي خلط بوده و بی ضرراست این نکته حائز روش تشخیص سریع و

میتوان به این ) برونش(سلول هاي اپی تلیال و) دهان( بزاق نباشد که با مشاهده سلول هاي سنگ فرشی

  .کیفیت ظاهري خلط ، رنگ، بو و وجود خون ممکن است اطلاعات با ارزشی  فراهم نماید. نکته پی برد

  )Invasive Procedures( روش هاي تهاجمی -2 -الف  

  BAL=Broncho Alveolar Lavage) :  (ترشحات برونکوآلوئولار - 1  -2- الف

   .ی به آهستگی انجام می شودیراههاي هوایی انتها ن روش معمولاً باقراردادن یک برونکوسکوپ درای

این روش  Transbronchial Iung Biopsy)( بیوپسی ترانس برونشیال ریه -2-2- الف

نمی کند، به سرفه نیستند یا سرفه  آنها خلط تولید  بیمارانی که قادر می باشد اما در داراي خطراتی

  .تفاده می شوداس

  Needle Lung Biopsy):(بیوپسی ریه با سوزن  - 3 -2-الف 

.                                                                                                     دراین روش  خطر خون ریزي وجود دارد به همین علت نسبت به روش هاي قبل کمتراستفاده می شود

   



  ): Open Lung Biopsy(ریه  بیوپسی باز - 4 – 2-الف

مشـاهده مسـتقیم امکـان انتخـاب      .در صورت مفید نبودن روش هاي قبلی بکار گرفته مـی شـود   ین روشا

بهترین محل بیوپسی را فراهم می سازد ونمونه بدست آمده  براي بررسی و تشـخیص بیمـاري داراي ارزش   

  .اص می باشدخ

  :                               رنگ آمیزي هاي هیستوشیمیایی -ب 

گومـوري  : رنگ هاي متعددي جهت رنگ آمیزي پنوموسیستیس کارینی کاربرد دارد کـه ایـن رنگهـا شـامل    

رنـج،  ، کریزل ویوله، گرم ویگرت، اکریـدین او oمتنامین سیلور، پاپانیکولا، پریودیک اسید شیف، تولوئیدن بلو

  .متیلن بلو، گیمسا، رایت، گرم، پروپیدیوم ایداید، کالکوفلوروایت

  GMS:Gomoris Methenamin Silver)(گوموري متنامین سیلور -1-ب 

   :،کریزل ویوله، گرم ویگرت oآن تولوئیدن بلو ومشتقات 

ست رارنگ نمـی  یات درون کیدیواره کیست واینتراکیستیک بادي کارینی را رنگ آمیزي می کند، اما محتو

  .استفاده می شود GMSها به طورمعمول ازآمیزي  دررنگ. کند

  :رنگ گیمسا و متیلن بلو   -2-ب 

  یواره کیست را رنگ آمیزي نمی کندتروفوزوئیت واجسام داخل سیتوپلاسمی رنگ می گیرد گیمسا د 

  

  :رنگ آمیزي ایمونوهیستوشیمیایی ▪

ایـن  . موش ورات مبتلا پنوموسیستیس کـارینی اسـتفاده مـی شـود     بااستفاده ازآنتی سرم پلی کلونال برضد

تروفوزوئیـت   GMSبسیارحساس است و درمقابـل بـا رنـگ آمیـزي مرسـوم هیستوشـیمیایی        رنگ آمیزي

   هردورنگ می گیرندوکیست 

  :  هاي سرولوژي روش هاي  –ج 

ل به مایع حاوي با افزودن آنتی بادي منوکلونا (DFA ) : ایمونوفلورسا نس مستقیم  - 1- ج

   .کارینی می توان خاصیت فلورسا نس را به آنتی ژن القاء کرد ووجود آن را اثبات نمود پنومویسستیس



ایـن روش جهـت بررسـی آنتـی بـادي برعلیـه آنتـی ژن         ):(IFAایمونوفلورسا نس غیرمستقیم  -2-ج

  IgGو  IgMبـادي ازنـوع    که این آنتـی . است پنوموسیستیس کارینی درسرم بیمارمبتلا به پنوموسیستوز

  است

درایـن روش آنتـی ژن محلـول پنوموسیسـتیس      (IHA) :آزمایش هماگلوتیناسیون غیرمستقیم 3-ج

د پنوموسیسـتیس  قتی سرم حاوي آنتی بـادي اختصاصـی ض ـ  کارینی به گلبول قرمزگوسفند متصل شده و و

  . ز آگلوتینه خواهند شدکارینی، با این سلول هاي حساس شده، تماس پیدا کنند، گلبول هاي قرم

ایـن روش جهـت    : )Counter immunoelectrophoresis(کانترایمونوالکتروفورز   -4-ج

  .بکار می رودبررسی آنتی ژن هاي پنوموسیستیس کارینی درسرم بیماران مبتلا به پنوموسیستوز 

  Enzyme Linked Immunosorbent Assay :ELISA   -5-ج 

 IgGو IgMتیترآنتـی بـادي هـاي     IFAماننـد روش   دراین روش ازآنتی ژن محلول استفاده مـی شـود و   

  .اندازه گیري می شود

  ELFA  :Enzyme Linked Fluorescent Assay  -6–ج 

این روش، براساس یک واکنش دو مرحله اي آنزیمی با متد ساندویچ می باشد که درپایان بـه جـاي منتهـی    

ویژگـی ایـن    ل رنگی، یک فرآورده با خاصیت فلورسانس ایجـاد مـی گـردد حساسـیت و    شدن به یک محصو

  .  تست بسیاربالا می باشد

  

  )Immunoblotting( ایمونوبلاتینگ -7-ج  

تکنیک ایمونوبلاتینگ جهت تعیین آنتی ژن هاي محلول پنوموسیستیس کارینی است که واکنش بین یـک  

 پنوموسیسـتیس  کـه یـک آنتـی    )2G2(ک مونوکلونال آنتی بـادي  کیلو دالتونی با ی 67پلی پپتید محلول

  .می با شد، اتفاق می افتدکارینی 

 :)western blot test( وسترن بلات  -8-ج    

می تـوان بـا    )P.jiroveci(کیلودالتونی گونه انسانی  116و40در سال هاي اخیر با جداسازي آنتی ژنهاي

  .ین دوآنتی ژن را در سرم بیماران ارزیابی نمودتکنیک آنتی بادي هاي ضد ا بکارگیري این



 :معایب روش هاي سرولوژي      

  جامعـه ارزش ایـن روش    بالابودن میزان آنتی بادي پنوموسیستیس کارینی سرمی دراکثریت افـراد

 .را درتشخیص محدود ساخته است هاي سرولوژي

 عفونت نهفته یا فعال را نشان نمی دهندسرولوژي روش هاي ،. 

 گزارش شده استبعضی کوکسیدیا ها نیزنش متقاطع با واک. 

  ز ا ي زیـاد ضـمن اینکـه حجـم     ،اسـت حل پیچیده تهیه آنتی ژن مرا، یکی از بزرگترین مشکل ها

  .  استمو ضوع لازم  ارگانیسم براي این  

 .کمتر استانگل شناسی از روش هاي  اعتبار روش هاي سرولوژي  این نکته حائز اهمیت است که

  :هاي مولکولیروش  -د 

، بـرروي سـطح     gpA  ،gp120گلیکـوپروتئین هـاي فراوانـی چـون     : RNAهیبریداسـیون    -1 -د  

لیکوپروتئین ها دربیمـاریزایی ایـن ارگانیسـم درون میزبـان نقـش      این گ. وجود داردپنوموسیستیس کارینی 

، پنوموسیسـتیس   .gpA mRNAجهت بیـان   RNAبا استفاده از RNAدرتکنیک هیبریداسیون . دارند

درآنجا شروع به رونویسی این ژن ها مـی   کارینی در مخاط سلول هاي اپی تلیال آلوئولی متمرکز می شود و

  .کند

یک روش با حساسیت بسیاربالایی اسـت    PCR :(Polymerase Chain Reaction)  -2 -د 

روشی  PCR .رودوخلط به کارمی  BALپنوموسیستیس کارینی درنمونه هاي  DNAکه جهت تشخیص 

 طی آن با کمک آنزیم است که

 DNA  پلیمراز، مقادیرناچیزي ازتوالی اختصاصیDNA     را به حدي زیاد می کنیم تا بـه آسـتانه تشـخیص

، یک جفت پرایمـر  از طریق این روش. این روش حساس و دقیق کمترین میزان انگل رانشان می دهد. برسد

پنوموسیسـتیس کـارینی   ) (TSس ژن تیمیـدیلات سـنتتاز  ازسـکان  PC2و PC1اولیگونوکلئوتیدي بنـام  

  .مشخص گردید

 Nested–PCR:3- -د

مناطق نسخه بـرداري شـده درونـی    . وخلط انجام می شود BALاین تکنیک دردو مرحله برروي نمونه هاي 

)(ITS  ازژن هايrRNA  پنوموسیستیس گونه انسانی)P.jirovecii (این روش درگونه . راتکثیرمی دهد



ژن هـاي   26Sو 18Sاول  PCRیوانی پنوموسیستیس کـاربرد نـدارد پرایمرهـاي خـارجی بـراي      هاي ح

rRNA  پرایمرهـاي داخلـی   . درجـه سلسـیوس حـرارت داده  مـی شـوند      74است کـه درITS1 وITS2 

   .درجه سلسیوس حرارت داده می شود 58 – 56دوم دردماي  PCRهستندکه در

  RT-PCR :4--د

با تکرارپذیري وویژگـی بـالا    B12.2یک کلون، بنام کلون ده مشخص گردید، در طی  بررسی هاي انجام ش

آنالیزسکانس نوکلئوتیـدي نشـان داد کـه    . پنوموسیستیس کارینی موجوداستدرهیبریداسیون، فقط درژنوم 

 MSG:(Major surface glycoprotein بـا یـک گلیکـوپروتئین سـطحی     B12.2ژنـوم کلـون   

مانند بافت هـاي  (نشان داد که درتمام بافتهاي خارج ریوي MSGمرهاي با پرایPCR آنالیز.همولوگ است

توسـط  . پنوموسیستیس کارینی قابل تشخیص است....) قلب، کبد، کلیه، مغزاستخوان، تیروئید، آدرنال، خون

پنوموسیستیس کارینی درتمام  )DHFR(ژن دهیدروفولات ردوکتازمشخص گردید،  RT-PCR تکنیک 

 و DHFRبنـابراین پرایمرهـاي   . ریـوي بـه طورفعـالی نسـخه بـرداري مـی شـود        بافت هاي ریوي وخارج

MSGجهت تشخیص پنوموسیستیس کارینی دربافت هاي ریوي و خارج ریوي به کارمی رود.  

    

در بررسی هاي  انجام شده، مشـخص گردیـد، روش هـاي مولکـولی جهـت تشـخیص  پنوموسیسـتیس         ▪▪

.                                                                                                                       وردارندبرخ  ٪100کارینی ازحساسیت و اختصاصیت 

  :نتیجه گیري

پنوموسیستیس کارینی یکی از متداول ترین علل مرگ ومیردربیماران نقص سیسـتم ایمنـی ومبتلایـان بـه     

یت بیماري و روش هاي تشخیص متعددي که براي این ارگانیسم ذکرشده اسـت،  با وجود اهم. می باشدایدز

  . اما متاسفانه هنوزروش تشخیص خاصی براي این ارگانیسم درکشورایران وجود ندارد
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