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 PhDمقطع  –مجموعه خلاصه پایان نامه های رشته قارچ شناسی پزشکی    

  

 مقدمه:         

عفونت های مهاجم قارچی ریوی به علت استفاده وسیع از آنتی بیوتیک ها و کورتیکو استروئیدها بخصوص در بیماران  

ز استخوان، بیماران اتوایمیون و مصرف کنندگان کورتیکو استروئیدها، دارای بدخیمی های خونی، گیرندگان پیوند مغ

و نیز دارای سرطان بافت سخت و به نسبت کمتر در بیماران  ICUگیرندگان پیوند بافت سخت، بیماران بستری در بخش 

( است که IPA)دارای اختلالات ریوی تنفسی در حال افزایش است. از جمله این عفونت ها آسپرژیلوزیس ریوی مهاجم 

توسط گونه های مختلف آسپرژیلوس به ویژه آسپرژیلوس فومیگاتوس و آسپرژیلوس فلاووس ایجاد می گردد. اهداف 

( در بیماران PAاین مطالعه عبارت بود از: بررسی امکان پایه ریزی تشخیص سریع، حساس و ویژه آسپرژیلوزیس ریوی )

( و Real-time PCRو  Nested-PCRآزمایش مستقیم و کشت( و مولکولی )مستعد با استفاده از روش های قارچ شناختی )

آسپرژیلوسی در گروه های مختلف بیماران مستعد. در این مطالعه برای پایه ریزی روش بررسی بروز عفونت های نیز 

-Real و  Nested-PCRهای مولکولی برای تشخیص آسپرژیلوزیس ریوی در ایران، چهار روش آزمایش مستقیم، کشت، 

time PCR ( بر روی نمونه های لاواژ برونش ریویBALمورد استفاده قرار گرفت ). 
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( به منظور Real-time PCRو   Nested-PCRمستقیم و کشت( و روش های مولکولی  )
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 مواد و روش ها: 

ماهه از بیمارانی که برای برونکوسکوپی به بخش ریه بیمارستان شریعتی مراجعه  91در طی یک دوره  BALنمونه  450

بعد از آماده سازی ارسال شده بودند، جمع آوری گردید.  کردند و نیز نمونه بیمارانی که به آزمایشگاه دانشکده بهداشت

میکرولیتر  928آزمایش مستقیم میکروسکوپی قرار گرفته و  مورد% 58با افزودن پتاس میکرولیتر آن  BAL ،928نمونه های 

بررسی ( جهت رشد قارچ ها BHI% و عصاره مغز و قلب آگار )4با تلقیح در محیط های کشت سابورودکستروز آگار نیز 

، ابتدا BALآسپرژیلوس فومیگاتوس و آسپرژیلوس فلاووس پس از هموژن کردن نمونه های  DNAشدند. برای ردیابی 

و  استخراج NucliSENS ،DNAهم با کیت  فنل کلروفرم و تعداد معدودیو خرد شده و سپس به روش  ذوب-بار فریز 4

 با تکنیک  Real-time PCRو در روش  rDNAدر  ITS1از ژن هدف  Nested-PCR. در روش تخلیص گردید

TaqMan از ژنβ-tubulin  استفاده گردید. برای تهیه پلاسمیدها بعنوان استاندارد و بررسی کمی واکنشReal-time 

PCR ( از کلونینگTA cloning ،استفاده گردید. برای اطمینان از صحت نتایج بدست آمده در روش های مولکولی )

با  PCR( شدند. حساسیت و ویژگی تست های Sequencingو پلاسمیدها نیز تعیین توالی ) Nested-PCRبرخی از نتایج  

استفاده از رقت های سریالی تهیه شده با اسپور و میسلیوم و نیز سوش های استاندارد تعیین گردید. برای شناسایی برخی 

مخمرها با  ITSت تازه استخراج شد و ناحیه از کش FTAبا استفاده از فیلتر  DNAمخمرهای رشد کرده در محیط کشت، 

و بر حسب الگوی الکتروفورتیک  MspIتقویت و پس از برش با آنزیم محدود الاثر  ITS4و  ITS1پرایمرهای عمومی 

 ، گونه مخمرها تعیین شد. RFLPمحصولات 

 نتایج: 

میسلیوم مورد  5و  میسلیوم با تیغه میانیمورد  91%( آزمایش مستقیم مثبت )2مورد ) 59نمونه مورد بررسی،  450از بین 

مورد  1 ،جرینا لوسیآسپرژمورد  7مورد آسپرژیلوس فلاووس،  12) %( کشت مثبت5/94مورد ) 19، تیغه میانی( بدون

مورد آسپرژیلوس ترئوس،  9مورد آسپرژیلوس فلاووس/آسپرژیلوس نایجر )بصورت مخلوط(،  1، آسپرژیلوس فومیگاتوس

%( 42مورد ) 911مثبت و  Real-time PCR%( 97مورد ) 71(، مورد فوزاریوم 9مورد رایزوپوس و  5م، مورد پنی سیلیو 1

Nested PCR  مورد  11%( میسلیوم کاذب و در کشت 91مورد ) 09مثبت شناسایی گردید. همچنین در آزمایش مستقیم

%( کاندیدا 1/41مورد ) PCR-RFLP ،17کلنی با روش  72مورد مخمر مشاهده گردید و در بررسی  18کاندیدا و 

 9%( کاندیدا کروزئی، 1/2مورد ) 4%( کاندیدا گلابراتا، 91مورد ) 95%( کاندیدا تروپیکالیس، 0/51مورد ) 58آلبیکنس، 

 %( کاندیدا پاراپسیلوزیس شناسایی گردید.1/9مورد ) 9%( کاندیدا پاراپسیلوزیس و  1/9مورد )

مورد کشت  58(، در میسلیوم با تیغه میانی) آزمایش مستقیم مثبتنمونه بافت( دارای  1و  BALنمونه  91نمونه ) 55از بین 

مثبت مشاهده گردید که با در نظر گرفتن موارد  Real-time PCRمورد  7و  مثبت  Nested-PCRمورد 97مثبت، 

% برآورد Real-time PCR 11% و Nested-PCR 14% ، 19آزمایش مستقیم مثبت بعنوان استاندارد، حساسیت کشت 
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در این مطالعه میزان بروز نمونه تست های مولکولی انجام نشده(.  4، بر روی DNAگردید )بعلت در اختیار نداشتن 

گیرندگان پیوند بافت % و بعد از آن در 7/57آسپرژیلوزیس ریوی در دریافت کنندگان پیوند مغز استخوان با انسیدانس 

بیماران مستعد، بالاتر بود. شایع ترین عامل آسپرژیلوزیس ریوی یا کلنیزاسیون در % نسبت به بقیه 52با انسیدانس سخت 

  بین گروه های مختلف بیماران آسپرژیلوس فلاووس تشخیص داده شد.

 بحث:

%( با 11مورد ) 1و  Nested-PCR%( با هر دو روش کشت و 19مورد ) 99در بین نمونه های دارای آزمایش مستقیم مثبت،  

همخوانی داشتند. با توجه به حساسیت بیش از حد روش  Real-time PCRو  Nested-PCRکشت،  هر سه روش

Nested-PCR  و اینکه احتمالاً اسپورهای محیطی و کلنیزاسیون نیز موجب مثبت شدن شوند، این روش برای نمونه های

BAL ایع مغزی نخاعی بسیار مفید باشد. توصیه نمی شود هر چند ممکن است برای نمونه های استریل مثل سرم، خون و م

، می توان با در نظر گرفتن موارد واقعاً مثبت Real-time PCRاز سویی دیگر با توجه به قابلیت بررسی کمی روش 

(Proven و نیز افراد سالم و با در نظر گرفتن وضعیت بالینی و زمینه ای بیماران آن را طوری اصلاح کرد که بتواند )

ویژه تری عمل نماید. با این حال، در یک بیمار با سرکوب ایمنی حتی نتیجه مثبت یک روش  بصورت حساس تر و

مولکولی با وجود منفی بودن دیگر روش های سنتی می تواند ارزشمند باشد. در این مطالعه بعد از آسپرژیلوس فلاووس، 

حقیقات آینده از روش های مولکولی نیز آسپرژیلوس نایجر بعنوان دومین عامل در کشت شناسایی شد که بهتر است در ت

 برای شناسایی آن استفاده کرد.  

 آسپرژیلوس فلاووس، آسپرژیلوس فومیگاتوس ،BAL ،IPA ،Nested-PCR ،Real-time PCRکلمات کلیدی: 


