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  چكيده

اين قارچها در . روند هاي آسپرژيلوس از شايعترين پاتوژنهاي قارچي مجاري هوايي به شمار مي  گونه:زمينه و هدف
 بيماران و همچنين در بيماران داراي نقص ايمني بصورت مهاجم عمل نموده و باتوجه به روند رو به افزايش تعداد اين

ازاين رو اهميت . اند از اهميت خاصي برخوردارند بيماران داوطلب پيوند اعضاء كه با سركوب شديد سيستم ايمني مواجه
عفونت هاي قارچي و بخصوص آسپرژيلوسي بسيار افزايش يافته و به تبع آن روشهاي شناسايي دقيق و سريع اين قارچها 

  .ردار شده استنيز از اهميت بسياري برخو
هاي پاتولوژيك آنچنان كه بايد يا   روشهاي معمول شناسايي قارچها از جمله اسمير مستقيم، كشت و نمونه:روش بررسي

روشهاي ايمونولوژيك مانند روشهاي رديابي آنتي بادي و آنتي ژن . سريع نيستند و يا از حساسيت لازم برخوردار نميباشند
 امروزه بشكل بسيار وسيعي PCRروشهاي مولوكولار از جمله . اند قد ويژگي و دقت لازمهنيز اگرچه سريع هستند ولي فا

 براي شناسائي قارچ كپكي PCRدراين تحقيق از سه روش اسمير مستقيم، كشت قارچي و نستد . اند كمك ما آمدهه ب
  .هاي تنفسي استفاده شده است آسپرژيلوس در نمونه

داد موارد آسپرژيلوس رديابي شده توسط پي سي آر در مقايسه با دو روش ديگر بسيار  پس از انجام تستها تع:ها يافته
  .بيشتر بود و در رتبه بعد كشت قارچ موارد بيشتري را نسبت به اسمير مستقيم مورد شناسائي قرار داد

سه با دو روش ديگر  در مقايPCRپس از انجام تستها تعداد موارد آسپرژيلوس در نمونه هاي تنفسي توسط  :نتيجه گيري
  .بسيار بيشتر بوده و در رتبه بعد كشت قارچ موارد بيشتري را نسبت به اسمير مستقيم نشان داده است

 ، كشت قارچPCRهاي آسپرژيلوس، اسمير مستقيم، نستد   گونه:هاي كليدي واژه
 

 

  
  90آبان :  پذيرش مقاله  -    90ارديبهشت   :  دريافت مقاله -
  

  مقدمه
ها از معضلات مهم كلينيكي در بيماران  وسآسپرژيل

امروزه ). 1-3(باشند داراي نقص در سيستم ايمني مي
تعداد اين بيماران، بدليل افزايش موارد پيوند عضو و 

  . ايدز رو به افزايش است نيز سرطانها و
  
 گروه علوم آزمايشگاهي دانشكده پيراپزشكي دانشگاه علوم پزشكي تهران دانشيار 1

  علوم پزشكي تهراندانشگاه دانشكده پزشكي ناس ارشد قارچ شناسي كارش 2
 كارشناس ارشد ميكروب شناسي دانشكده پيراپزشكي دانشگاه علوم پزشكي تهران  3
 دانشجوي كارشناسي ارشد قارچ شناسي دانشكده پزشكي دانشگاه علوم پزشكي تهران 4
 دانشوريكارشناس ارشد قارچ شناسي آزمايشگاه بيمارستان مسيح  5

  

  
ها در اين بيماران ايجاد آسپرژيلوزيس  اين قارچ

آسپرژيلوزيس مهاجم نياز به . نمايد مهاجم مي
روشهاي معمول . تشخيص سريع و اوليه دارد

شناسايي قارچها از جمله اسمير مستقيم، كشت و 
هاي پاتولوژيك آنچنان كه بايد يا سريع نيستند و  نمونه

  ).1-4(باشند  نمييا از حساسيت لازم برخوردار
روشهاي ايمونولوژيك مانند روشهاي رديابي آنتي 

اما فاقد  بادي و آنتي ژن نيز اگرچه سريع هستند،

   :               نويسنده مسئول * 

   ؛ سيد امير يزدان پرستدكتر 
                   دانــشگاه علــوم دانــشكده پيراپزشــكي

   ن   تهر      پزشكي 
  Email :  
 Syazdanparast@tums.ac.ir 
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 در بيماران داراي                             ًويژگي و دقت لازم هستند و بعضا 
نقص در سيستم ايمني كه در توليد آنتي بادي مشكل 

  ).1و5(باشند دارند قابل انجام نمي
 امروزه به شكل بسيار PCRروشهاي ملكولي از جمله 
اين روشها هم حساسيت . اند وسيعي به كمك ما آمده

لازم و هم ويژگي كافي و نيز سرعت مناسب را دارا 
 براي شناسائي PCRما در اين تحقيق از روش . هستند
 بهره گرفتيم تا فتح هاي تنفسي ها در نمونه لوسآسپرژي

واع  در رديابي انPCRبابي براي به كار گيري روش 
نستد پي سي . ها و بخصوص آسپرژيلوس باشد قارچ

آر يك روش پي سي آر دو مرحله اي است كه براي 
افزايش حساسيت و اختصاصي بودن پي سي آر به 

اين روش حساسيت و ويژگي پي سي آر . رود كار مي
را به نحو چشمگيري بالا مي برد و احتمال تكثير 

اختصاصي قطعه مورد نظر را در مقابل قطعات غير 
در روش نستد پي سي آر دو مرحله . افزايش مي دهد

در مرحله اول با استفاده از . شود پي سي آر انجام مي
پرايمرهاي فوروارد و ريورس قطعه اي از ژن مورد 

در مرحله دوم دو پرايمر ديگر . گردد نظر تكثير مي
طراحي شده كه يك قطعه كوچكتر را درون قطعه 

ول شناسائي كرده و تكثير مي تكثير شده در مرحله ا
هاي مهاجم  لذا اين روش در تشخيص عفونت. نمايد

شود و حسن آن  قارچي در نقص ايمني استفاده مي
اين است كه به سرعت جنس و گونه قارچ را 

  ). 6-9(كند مشخص مي
  

  

  روش بررسي 
 مورد بررسي قرار DNAروشهاي مختلف استخراج 

مواد و روشها گرفت و در نهايت روشي كه در بخش 
در صورتي كه از روش . ذكر گرديده انتخاب شد

PCR  هاي تشخيصي  به شكل معمول در كلينيك
  هاي تجاري آماده براي استفاده شود بهتر است از كيت

  رفهـت صـ بهره برداري كرد تا در وقDNAاستخراج 

  .جويي گردد
 نمونه هاي تنفسي از بيماران مراجعه كننده به :نمونه

اين . جمع آوري گرديدمسيح دانشوري  مانيمركز در
بيماران براي تشخيص از نظر قارچ به بيمارستان 

   .مراجعه كرده بودند
 از هر نمونه يك لام اسمير مستقيم تهيه :اسمير مستقيم

گرديد كه پس از فيكساسيون به روش گرم رنگ 
  . آميزي و مشاهده شد

 هر نمونه كشت قارچ بر روي براي: كشت قارچ
پودر از ( آگار سابورود دكستروزطمحي

 انجام )CONDA LABORATORIES, S.Aشركت
پودر مربوطه با توجه به دستورالعمل همراه، در . شد

وكلاو مقدار معيني آب با حرارت دادن حل و سپس ات
 درجه 50 دماي حدود گرديده و پس از خنك شدن تا

سانتي گراد به اين محيط آنتي بيوتيك جنتامايسين 
 .لوگيري از رشد باكتريها اضافه گرديدبراي ج

يك سي سي از نمونه را برداشته در : DNAاستخراج 
 دقيقه سانتريفوژ كرده و بر 10 به مدت 1500دور 

 ميكروليتر بافر ليز كننده با 600روي رسوب حاصل 
 37تركيب زير اضافه نموده و به مدت يك شب در 

 .)10-11(درجه سانتي گراد انكوبه نموديم
  

  :كيب بافر ليز كنندهتر
-Tris-Hcl,  50 mM 
-SDS,  10 % 
-Proteinase K, 250 ug/ml 
ها  پس از انكوباسيون، به ميكروتيوب حاوي نمونه

به مدت   اضافه نموده و مولارNaCl 5 ميكروليتر 100
سپس هم حجم .  درجه انكوبه شد37 دقيقه در 30

به آن ) ميكروليتر 700(محلول درون ميكروتيوب
 اضافه نموده) 24/1به نسبت (ايزوآميل الكل-فرمكلرو

پس از آن كه مخلوط درون . و ورتكس شد
ميكروتيوب خوب به هم خورد و شيره سفيد رنگي 

 به مدت 12000حاصل گرديد، ميكروتيوب ها با دور 
مايع شفاف رويي را به .  دقيقه سانتريفوژ شد10
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 10/6به نسبت   ويكروتيوب تميز ديگري انتقال دادهم
سپس  . افزوده شدحجم، به آن ايزو پروپانول

تشكيل  DNA ميكروتيوب ها را سر و ته شد تا كلاف 
 دور 14000گردد و در ادامه ميكروتيوب ها در دور 

  . دقيقه سانتريفوژگرديد15به مدت 
افزوده و % 70 ميكروليتر اتانول 500به رسوب حاصله 

ويي را   مايع الكلي ر .مرحله سانتريفوژ قبل تكرار شد
خارج كرده و رسوب در هواي آزاد يا بلوك گرم 

بايد دقت كرد كه . داده شد تا خشك شود كننده قرار
DNA  چون  ،نبايد بيشتر از حد لازم خشك شود

به رسوب خشك . باعث شكسته شدن آن مي شود
 اضافه  DEPC Water ميكروليتر DNA  300شده 

استفاده   PCRنموده و از آن به عنوان الگو براي 
  .)9(گرديد

  

در . انجام مي شود PCR دو مرحله nPCRدر روش 
 با استفاده از پرايمرهاي مستقيممرحله اول 

)Forward(و معكوس )Reverse(اي از ژن مورد  ، قطعه
در مرحله دوم دو پرايمر ديگر . گردد نظر تكثير مي

طراحي شده كه يك قطعه كوچكتر را درون قطعه 
شناسايي كرده و )  اولPCR(اولله حرتكثير شده در م
 .تكثير مي كند

  

مقدار كمي از محصول )  دومPCR(براي مرحله دوم
PCR5مثلا ( اولul به عنوان )  يا بالاتر1:100 از رقت

غالب قطعات تكثير  شود كه به طور الگو استفاده مي
 دوم هم PCRچون پرايمرهاي . اول هستند PCRشده 

 PCRدرون محصول  براي تكثير قطعه اي از  ًا مشخص
اين احتمال تكثير قطعات اند، بنابر اول طراحي شده

غير اختصاصي به ميزان بسيار بالايي كاهش خواهد 
هاي   براي نمونهPCRنتايج حاصل از انجام  .يافت

مورد بررسي در اين تحقيق بيانگر اين حقيقت است 
كه روشهاي مولكولي سريعتر و دقيقتر عمل 

  ).1تصوير(نمايند مي
ش مرجع انتخاب شده بعنوان رو PCR اين بررسي، در

 بر اساس نتايج آن سنجيده و مقايسه و دو روش ديگر
بر اين اساس، روش اسمير مستقيم نسبت . استشده 

و % 9/5و حساسيت %9/67 داراي صحت PCRبه 
و  %7/66: و ارزش اخباري مثبت% 6/98ويژگي 

همانگونه كه . باشد مي% 68: ارزش اخباري منفي
شاهده مي شود روش اسمير مستقيم داراي ويژگي و م

 از صحت خوب اما حساسيت پاييني است و بسياري
موارد عفونت از دسترس اين تشخيص اين روش به 

                                                  .ماند دور مي
                                                                
                                                                

       

 
 

  ، 6 و5 و4خطوط شماره( بر روي نمونه هاي مورد بررسيPCRنتايج حاصل از انجام  : 1تصوير 
 )2خط شماره (و كنترل مثبت )3خط شماره(كنترل منفي
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در مورد كشت قارچ نتايج مقايسه به شرح ذيل 
  :گزارش شد

،  %7/95: يـويژگ،  %5/23: حساسيت،  %8/71: صحت
: ارزش اخباري منفي، %7/72: ارزش اخباري مثبت

7/71%. 

شود كه صحت و ويژگي روش  باز هم ملاحظه مي
تشخيصي كشت قارچ بالاست، اما حساسيت آن پايين 

هاي  مي باشد و بالطبع موارد بسياري از عفونت
تشخيص توان  به روش كشت قارچ نمي قارچي را

  ).1 و جدول 3 و2تصوير (داد
 

 
 

 
 

 )درصد( مثبتPCR فراواني  :2تصوير 
 

  درصد فراواني پي سي آر مثبت: 1جدول 
 

 

درصد معتبر درصد فراواني    درصد تجمعي

 7/66 7/66 7/66 70 منفي

 معتبر 100 3/33 3/33 35 مثبت

  100 100 105 كل

 

 
 

 
 

 تعداد موارد رديابي شده توسط هر روش :  3صوير ت
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ژريا\ PCR Cultureture Smear

Negative 
Positive 

  روش مورد استفاده  : Yمحور 
  تعداد نمونه  : Xمحور 
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ها براي اين تحقيق بر طبق پرايمر :تهيه پرايمرها
 ، انتخاب شده، با نرم افزارهاي مناسب مانند 1جدول
Oligo  و سايتMedline مورد بررسي قرار گرفت و 

در نهايت توسط شركت آرمين شگرف سنتز 
 استفاده Nested PCRبا توجه به آنكه از ). 12(گرديد

دو جفت پرايمر براي اين كار به كارگرفته شد كه . شد
   PCR  براي AFU7AS  و  AFU7Sيك جفت يعني 

  براي AFU5AS و AFU5Sاول و جفت ديگر يعني 
PCR 2جدول( دوم مورد بررسي قرار گرفت(.  

  
  ليست پرايمر هاي مورد استفاده در اين پژوهش: 2جدول 

  
 ام پرايمرن سكانس تعداد باز

18 mer cgg ccc tta aat agc ccg AFU7S 
20 mer ga ccg ggt ttg acc aac ttt AFU7AS 
24 mer agg gcc agc gag tac atc acc ttg AFU5S 
24 mer ggg Rgt cgt tgc caa cYc Ycc tga AFU5AS 

  
  
 با توجه به مشخصات پرايمرها بايد :PCRانجام 

 گرديد، بهينه سازي مي تنظيم و  PCRشرايط واكنش 
  .كه اين كار در ابتدا انجام شد

مناسب  )Annealing(براي اين كار ابتدا دماي انيلينگ
 گراديانت با  PCRتعيين شد و براي اين منظور از 

تر از   درجه سانتي گراد بالاتر و پايين4محدوده دمايي 
Tm 13( پرايمر استفاده شد.(  

ر و اده از مواد زي ميكروليتري با استف25سپس واكنش 
  .تهيه شد ،گردد هايي كه ذكر مي در غلظت

1x PCR buffer 
1.5 mM MgCl2 
200 uM DNTPs 
0.5 uM primers 
0.25 U Taq DNA Polymerase 
200 ng  sample DNA  
Water up to 25 ul   

 اول و  دوم به شرح ذيل  PCR براي  PCRبرنامه 
  :باشد مي

 
94oC            2  دقيقه 
30 cycle in: 
940C            1 دقيقه 
650C            1 دقيقه 
 

 
72oC            1 دقيقه 
Final extension: 
720C            5 min 

را در ژل  PCRمحصول  :انجام الكتروفورز ژل آگاروز
پس از اتمام الكتروفورز . شد آگاروز الكتروفورز% 2

 نـومنتيشـيم ژل داكـاده از سيستـا استفـژل را ب

(Gel-Documentation) شاهده كرده و از ژل م
  .عكسبرداري شد

 
 

  ها  يافته
 نمونه كنترل مثبت و منفي 2 نمونه كلينيكي و 103

 3. جمع آوري شده و براي آنها تست گذاشته شد
هاي  هاي اخذ شده در بررسي مورد از نمونه

ميكروسكوپي اسمير مستقيم، ميسليوم قارچي مشاهده 
 كه در يك مورد توسط هيچكدام از روشهاي گرديد

 11.  مورد تاييد قرار نگرفتPCRديگر يعني كشت و 
مورد از نمونه هاي مورد بررسي در كشت قارچ مثبت 
شدند و كلني قارچ بر روي محيط سابورود دكستروز 

  .آگار به دست آمد
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 مورد آسپرژيلوس نايجر، يك مورد 3 مورد 11از اين 
هاي آسپرژيلوس  و بقيه اسپسآسپرژيلوس فلاووس 

 مورد 9از ميان موارد مثبت شده . گزارش گرديد
توسط اسمير مستقيم مورد تاييد قرار نگرفت اما در 

 سه مورد از موارد مثبت كشت  PCRمورد روش 
  . منفي گزارش گرديدPCRتوسط 

مورد از نمونه هاي مورد بررسي در اين تحقيق در  35
يان دو مورد با اسمير از اين م.  مثبت شدPCRروش 

 مورد با كشت قارچي مطابقت و 33مستقيم و 
   .همراهي دارد

  
   نتيجه گيري 

 براي شناسايي PCRدر اين تحقيق از روش 
هاي تنفسي بهره گرفته شد تا  ها در نمونه آسپرژيلوس

فتح بابي براي به كار گيري اين روشها در تشخيص 
هاي مورد  نمونهبر روي . ها باشد ها در بيمارستان قارچ

 به كار PCRبررسي سه روش اسمير مستقيم، كشت و 
 مورد مثبت 3گرفته شد و در روش اسمير مستقيم تنها 

مشاهده گرديد كه يك مورد نه توسط كشت و نه 
علت اين امر را .  مورد تاييد قرار نگرفتPCRتوسط 

توان خطا در تشخيص ميسليوم در ديد  مي
دن ميسليوم مشاهده شده ميكروسكوپي و يا مربوط نبو

در مورد قسمت دوم مسئله . به آسپرژيلوس دانست
يوم مشاهده شده مربوط به توان گفت كه اگر ميسل مي

اي ديگري بوده باشد از آنجا كه اين   رشتهقارچهاي
قارچها به روند پردازش نمونه قبل از كشت حساس 

ها در كشت رشد  بوده و با خرد شدن ميسليوم
مال مي رود كه اجزاء قارچي مشاهده كنند، احت نمي

شده مربوط به انها بوده و به علت روند پردازش 
همچنين اجزاء قارچي مشاهده . اند نمونه از بين رفته

بوده باشد كه در شده ممكن است مربوط به قارچهايي 
  د ـان  در اين تحقيق توان رشد نداشتهشرايط فراهم شده

  عاـاند كه طب ي داشتهو براي رشد نياز به شرايط متفاوت

  .اند در محيط كشت رشد نكرده
هاي   نمونه مثبت جدا شد كه با بررسي11 در كشت

ماكروسكوپيك و ميكروسكوپيك و نيز انجام اسلايد 
 11از اين . كالچر قارچ آسپرژيلوس تشخيص داده شد

 تشخيص قارچ اسمير مستقيممورد فقط دو مورد در 
 مورد توسط 9ورد  م11ولي از اين . داده شده بود

PCRموردي كه عليرغم 2در .  مورد تاييد قرار گرفت 
 نمونه مربوطه PCRرشد آسپرژيلوس در محيط كشت 

توان در آلودگي پليت  منفي بوده است، دليل آنرا مي
البته . كشت هنگام يا پس از تلقيح نمونه جستجو كرد

توان از نظر   و مثبت كاذب را هم نميPCRخطاي 
 نمونه هاي PCRراي اين منظور ما ب. دور داشت

مذكور را دوبار ديگر همراه با كنترل مثبت و كنترل 
متاسفانه امكان تكرار كشت . منفي تكرار كرده ايم

  .بعلت از دست رفتن نمونه ها وجود نداشت
از كنترل منفي به دو شكل استفاده شده  PCRبراي 
نوع كنترل منفي به كار  به عبارت ديگر دو. است
در يك مورد از آب مقطر به عنوان . ه شده استگرفت

كنترل منفي يا بلانك استفاده شد كه به همراه هر 
PCR يك نمونه بلانك آب مقطر قرار داده شد كه اين 

امر باعث شد اگر آلودگي وارد كار شده باشد نمونه 
 DNAدر مورد بعد از . شد بلانك نيز بايد مثبت مي

و پرايمر هاي آن  PCRيك قارچ سياه به عنوان كنترل 
استفاده گرديد كه هيچگونه باندي در محدوده مورد 

 مورد 34 تعداد PCRپس از انجام . انتظار مشاهده نشد
رژيلوس را در ها باندهاي مربوط به آسپ از نمونه

  ).1تصوير (  را نشان داده اندمحدوده مورد انتظار
 nestedبراي افزايش حساسيت و ويژگي تست از 

PCRاده شد كه سبب مي شود مقادير كم  استفDNA 
قارچي در نمونه با دقت و صحت بسيار بالايي رديابي 

اي كه  در مطالعات قبلي از جمله مقاله. شود
اند پي سي آر در دو مورد  چاپ كرده) 2001(هايتي

 نتيجه )برونكوآلوئولار لاواژ(هاي بال بر روي نمونه
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قيه كشت منفي را مثبت گزارش كرده است و در ب
در اين دو مورد . استموارد با كشت همخواني داشته 

هاي بعدي بر روي بيماران و سير  رسيهم نتايج بر
پيشرفت بيماري، آسپرژيلوزيس را تاييد نموده 

  ). 14(است
 پيشنهاد PCRبا توجه به كارائي بسيار بالاي روش 

هاي قارچي و  شود كه در تشخيص عفونت مي
ي روش تشخيص بر مبناي آسپرژيلوسي در مراكز درمان

PCRبه  هت عفونت هاي قارچي راه اندازي گردد، ج
شود و يا  نجام ميخصوص در مراكزي كه عمل پيوند ا

 بيماران داراي نقص در سيستم ايمني مراكزي كه در آن
اين امر در عفونت هاي مهاجم . مراجعه مي نمايند

هاي داخلي كه فاقد علائم  آسپرژيلوسي و نيز عفونت
اسمير  ي است و نيز نمونه گيري براي كشت وخارج

 در آن  invasiveمستقيم بدون به كار گيري روشهاي
همچنين توصيه . ممكن نيست اهميت حياتي دارد

ميشود در مرحله بعد براي مراكزي كه داراي معضل 

مير به اين علت هستند  هاي قارچي و مرگ و عفونت
 روش اين .راه اندازي گردد  Real Time PCRروش 

تر به آنها اشاره   معمول كه پيشPCRعلاوه بر مزاياي 
شد، داراي محاسن ديگري است؛ از جمله سرعت 

 ساعت و نيز قابليت جوابدهي 1انجام تست در عرض 
كمي كه براي سنجش روند درمان نيز بسيار كاربرد 

  .دارد
        

  تشكر و قدرداني
از از معاونت پژوهشي دانشگاه علوم پزشكي تهران و 

كاركنان آزمايشگاه ميكروب شناسي  مسئولين و
دانشكده پيراپزشكي و از مسئولين آزمايشگاه 
بيمارستان مسيح دانشوري سركار خانم دكتر محمدي 

كه در انجام اين و سركار خانم دكتر محمد طاهري 
تحقيق كمكهاي بسيار نمودند صميمانه تشكر 

  .نمائيم مي
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Abstract 
 

Background and Aim: Aspergillosis are the most prevalent cause of the 
respiratory infections. These fungi show invasive aspergillosis(IA) in 
immunocompromised patients. The number of immunocompromised 
patients are increasing due to immunodisorder illnesses, grafts and 
immunosuppressor drugs, so, rapid identification methods are very 
important. The aim of this study was to detect the Aspergillus spp. In fluid 
samples by nested PCR, and compare with culture and direct smear.  
Materials and Methods: Conventional detection methods such as culture 
and direct smear are unsensitive and time consuming. Some methods such as 
immunodetecting methods have high false positive and are unreliable. 
Nowadays, molecular methos and PCR are very helpful. These methods are 
both sensitive and reliable and very rapid. In this study, we used Nested 
PCR, culture and direct smear to detect Aspergillus spp in BAL fluid 
samples. 
Results: This research is a descriptive-comparative study and has been done 
for rapid identification of fungi related to Aspergillosis such as culture, 
direct smear and nested- PCR. Findings of this study show that positive 
results by nested-PCR were more effective and sensitive than culture and 
direct smear. 
Conclusions: We found that positive results by PCR were more effective 
and sensitive than two other methods. 
Key words: Aspergillus Spp, Direct Smear, Nested PCR, Fungal Culture  
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