
Arc
hi

ve
 o

f S
ID

 
 
 
 
 

  33 

Quantification and Optimization of Aspergillus Fumigatus DNA 
Detection in Blood Sample Using Real Time PCR 

 
 

Mojtaba Nabili1, Tahereh Shokohi1, Mohamad Bagher Hashemi Soteh2, Ghasem Jan Babaie3,  
Seyed Reza Aghili1, Zahra Hoseinikhah4 

 
1 Department of Parasitology & Mycology, Faculty of Medicine, Cellular and Molecular Research Center, Mazandaran University 

of Medical Sciences, Sari, Iran 
2 Departments of Biochemistry, Biophysics & Genetics, Faculty of Medicine, Cellular and Molecular Research Center Mazandaran 

University of Medical Sciences, Sari, Iran 
3 Department of Internal Medicine, Faculty of Medicine, Mazandaran University of Medical Sciences, Sari, Iran 

4 Cellular and Molecular Research Centre, Faculty of Medicine, Mazandaran University of Medical Sciences, Sari, Iran 
 
 

 (Received 10 December, 2010 ; Accepted 20 January, 2011) 

 
Abstract 
 

Background and purpose: Invasive aspergillosis (IA) is a serious opportunistic infection caused 

by various species of Aspergillus in immnucompromissed individuals. Basically, rapid and early 

diagnosis prevents IA progression. The purpose of this study was to quantify and optimize detection of 

Aspergillus fumigatus DNA in blood samples using Real Time PCR. 

Materials and methods: Five milliliter blood samples of healthy volunteers were spiked with 

various dilutions of conidial suspension of Aspergillus fumigatus (106 to 101). DNA was extracted from 

blood using glass beads and QIAmp DNA Blood Mini Kit. The primers and hybridization probes were 

designed to amplify the 18S rRNA genes using the LightCycler system and Fluorescence Resonance 

Energy Transfer. 

Results: All PCR reactions were negative with other species of fungal DNA with 100% specificity. 

Melting curve analysis showed the species- specific melting temperature patterns on 69.14oC which helps 

differentiating Aspergillus fumigatus. The lower limit was determined 101 CFU (100 fg) or 10 conidia or 

cells per PCR reaction which indicates a high sensitivity. 

Conclusion: Real-time PCR method employing hybridization probes is a highly specific and 

sensitive approach to determine the fungal load for early diagnosis and monitoring treatment. 
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  پژوهشی          

  
  
  ــدرانــازنــکــــی مـــوم پزشــلـــه دانشــــگاه عــلــمج

  )34-43   (1389 سال   بهمن   80شماره    بیستم دوره 
 

34  1389بهمن  ، 80 ، شماره بیستم دوره                                                                        مجله دانشگاه علوم پزشکی مازندران                      

آسپرژیلوس  DNA تشخیص ینه سازی به وارزیابی کمی
  Real time PCR خون با استفاده از تکنیک  نمونهفومیگاتوس در

 
  3قاسم جان بابایی        2سید محمد باقر هاشمی سوته        1طاهره شکوهی        1مجتبی نبیلی

  4زهرا حسینی خواه        1سید رضا عقیلی
  

  چکیده
است های مختلف قارچ آسپرژیلوس      ناشی از گونه  عفونت فرصت طلب جدی     آسپرژیلوزیس مهاجم    :سابقه و هدف    

 از پیـشرفت ایـن عفونـت    آن،تـشخیص سـریع و زودرس   اساسـاً،  . دهـد  رخ می دارای نقص سیستم ایمنیکه اغلب در افراد 
بـا   ر خـون  آسپرژیلوس فومیگاتوس د   DNAسازی    تعیین کمی و بهینه    مطالعههدف از این    . آورد  قارچی جلوگیری بعمل می   

  . بودReal time PCR استفاده از تکنیک
هـای آسـپرژیلوس فومیگـاتوس       های مختلفی از کونیدی    لیتر خون داوطلب سالم را با رقت       پنج میلی  :مواد و روش ها     

 QIAmp DNA Blood Mini Kitو کیـت  ای   گلولـه شیـشه   از خـون بـا اسـتفاده از   DNAاستخراج . آلوده شد) 101تا 106(
 18S rRNAگونـه متعلـق بـه ژن     اختـصاصی هـای   هـای هیبریدیزاسـیون بـرای تکثیـر سـکانس      پرایمـر و پـروب  . انجـام شـد  

  . مورد بررسی قرار گرفتFRET و تکنیک  Real timeآسپرژیلوس فومیگاتوس طراحی و با استفاده از روش
 100هنـده اختـصاصیت     د های قـارچی منفـی بودنـد کـه نـشان            دیگر گونه  DNA با   PCRهای   تمامی واکنش  :افته ها   ی

آنالیز دمای ذوب آسپرژیلوس فومیگاتوس تنها در یک نقطه حداکثر سـیگنال دمـایی را بـا پـروب در         . درصد این روش بود   
 DNA fg) 100 (CFU 101حداقل مقدار . کند که به تشخیص آسپرژیلوس فومیگاتوس کمک می     نشان داد  oC 16/69دمای  
  .باشد دهنده حساسیت بالای این روش می  مشخص گردید که نشانPCR  کونیدی یا سلول در هر واکنش10معادل 

های هیبریدیزاسـیون دارای اختـصاصیت و حـساسیت بـالا بـرای       با بکارگیری پروب Real time PCRوش ر :استنتاج 
 .باشد گیری بار قارچی جهت تشخیص زودرس و مانیتورینگ درمان می اندازه

  

  ، تشخیصPCR Quantitative، مآسپرژیلوزیس مهاج :های کلیدی هواژ
  

  مقدمه
 (IA: Invasive Aspergillosis)آسپرژیلوزیس مهـاجم 

هـای مختلـف     ناشی از گونـه   عفونت فرصت طلب جدی     
 اســت کــه اغلــب در افــراد بــا ایمنــیقـارچ آســپرژیلوس  

 وان و ـز استخ ـ ـ در گیرنـدگان پیونـد مغ ـ      مختل، خصوصاً 
 خـونی   هـای  بـدخیمی  درمـان  ی که برای  ـ، کسان ها ارگان

  گرفته و دچار نوتروپنی شدند، رتحت شیمی درمانی قرا
  
 

  .است که توسط معاونت تحقیقات و فناوری دانشگاه علوم پزشکی مازندران تامین شده است 88 -61 این مقاله حاصل طرح تحقیقاتی شماره
  E-mail: shokohi.tahereh@gmail.com            قارچ شناسی و شناسی انگل گروه پزشکی، دانشکده خزرآباد، جاده 18 کیلومتر :ساری -طاهره شکوهی :مولف مسئول

  مولکولی دانشگاه علوم پزشکی مازندران- مرکز تحقیقات سلولیو پزشکی دانشکده ،پزشکی و انگل شناسی شناسی قارچ گروه .1
  کولی دانشگاه علوم پزشکی مازندران مول-مرکز تحقیقات سلولی  ودانشکده پزشکی،، ژنتیکبیوشیمی، بیوفیزیک و گروه . 2
  مازندران پزشکی علوم دانشگاه دانشکده پزشکی،، )خون و انکولوژی(داخلی گروه. 3
  مازندران پزشکی علوم دانشگاه مولکولی -مرکز تحقیقات سلولی. 4

  30/10/89:             تاریخ تصویب15/10/89: تاریخ ارجاع جهت اصلاحات           19/8/89: ریافت تاریخ د
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   و همکارانمجتبی نبیلی                              هشی   پژو  
  

35  1389بهمن  ، 80 ، شماره بیستم دوره                                                                        علوم پزشکی مازندران                      مجله دانشگاه 

مراحل انتهایی بیماری ایدز و بیماری ژنتیکی بنام بیماری         
  .)1،2(دهد گرانولوماتوزمزمن رخ می

عدم تشخیص بموقع، انتشار سریع عفونـت و تـاخیر          
ــه عودهــای مکــرر، افــزایش   در درمــان بیمــاری منجــر ب

 .گـردد  های درمـانی و در نهایـت مـرگ بیمـار مـی              ینهزه
 اسـت   وریکونـازول ، درمـان بـا      ها  یک مورد از این هزینه    

ــیش از   ــه بــ ــه دارد000/30کــ ــیوع . )1( دلار هزینــ شــ
اسـت و میـزان     درصد   15تا   1آسپرژیلوزیس مهاجم بین    

فتـد بـه   اکشندگی آن اگر تـشخیص بیمـاری بـه تـأخیر بی      
  .)3(رسد  می درصد90بیش از 

 آسپرژیلوس فومیگـاتوس یکـی      از بین این گونه ها،    
ایـن بیمـاری    مـوارد   ت که از    هایی اس   از معمولترین گونه  

سـت   ا دهنده آن  مطالعات اخیر نشان  . )4،5(جدا شده است  
هـای آسـپرژیلوس ماننـد        دیگـر گونـه    که در این بیماری   

وس، آسپرژیلوس نایجر و آسپرژیلوس     وآسپرژیلوس فلا 
 از   درصد 95ها تا امروز      این گونه .  نقش دارند  نیزترئوس  

 ــ   ــود اخت ــه خ ــاجمی را ب ــپرژیلوزیس ته ــل آس صاص عل
 زیرا بعـضی    ،ها بسیار مهم است     افتراق گونه . )6،7(اند  داده

 آسپرژیلوس ترئوس نـسبت    های آسپرژیلوس مانند    از گونه 
 مقاومت بـالایی را از       سینیبه داروهای رایج مانند آمفوتر    

تــشخیص ســریع و زودرس  .)8،9(اســتخــود نــشان داده 
 درمــان ضــد قــارچی مــؤثر باعــث کــاهش و IAبیمــاری 

های تشخیصی    بنابراین تست . گردد   و میر می   میزان مرگ 
  .سریع و حساسی امروزه در حال بررسی و تکامل است

های استاندارد برای تـشخیص آسـپرژیلوزیس        روش
ــاجم ــامل بررســی )IA (مه ــستوپاتولوژیک و    ش ــای هی ه

هــا دارای  هــای بــافتی اســت امــا ایــن روش کــشت نمونــه
بر روی   آزمایشات پاتولوژی . )10(هایی هستند  محدودیت

یا بیوپسی  سوزنی  از بیوپسی بدست آمده های بافتی   نمونه
 گیـرد ولـی متاسـفانه        صـورت مـی    ریـه  ترانس برونکیـال  

ترومبوسیتوپنی شدید و شـرایط وخـیم کلینیکـی کـه در            
   هـای  این بیماران وجـود دارد مـانع اسـتفاده از ایـن روش            

  
  

هـای تشخیـصی دیگـر نیـز         روش. )11(گـردد  تهاجمی می 
مـایع  های بافتی، کـشت از       خون، کشت نمونه  مثل کشت   

در غالـب   شـود و       بندرت مثبت می   IAدر   برنکوآلوئولار
کـشت  نتیجـه   منفـی اسـت و ممکـن اسـت زمـانی            موارد  

 بـرای   .)10(که بیماری پیشرفت کرده باشـد     مشخص شود   
 سـریع،   یهـای تشخیـص     روش ،هـا   غلبه براین محـدودیت   

آمـد کـه     بوجـود    IAاختصاصیت بـالا بـرای      با  حساس و   
بـادی،    تعیین آنتـی   ،شامل استفاده از تصاویر رادیوگرافی    

یافته مهم تشخیصی    .)12( است DNA شناساییژن و     آنتی
ای اطـراف    هالـه ضـعیف شیـشه     اسـکن شـامل،      تی سی در

اسـت کـه     2و سـاختار هلالـی شـکل       1یک ندول مرکزی  
های ریوی    اختصاصی نبوده و در دیگر بیماری      کدام هیچ

توان به تنهایی و با اسـتفاده         بنابراین نمی . دشو  نیز دیده می  
ــید  ــاری رسـ ــه تـــشخیص بیمـ از  .)13(از رادیـــوگرافی بـ

 در بیماران دارای نقـص سیـستم ایمنـی تولیـد            که آنجایی
 تـــشخیص ،بـــادی کـــم و بـــسیار محـــدود اســـت آنتـــی

 امکان پـذیر    IAسرولوژیک تعیین آنتی بادی در بیماران       
هــای  اضــر روشدر حــال ح .)14(نبــوده و مناســب نیــست

 و دی گلوکـان   3و1 بتـا    های ژن   برای تعیین آنتی   مختلف
 تعیـــین در ایـــن میـــان وجـــود دارد کـــه گالاکتومانـــان
تست حساسی بـرای     3ELISAبا استفاده از     گالاکتومانان

در ایـن روش فقـط بیمـارانی        . باشـد   می IAاغلب بیماران   
تــشخیص داده  کــه در مراحــل پیــشرفته بیمــاری هــستند 

. رود  بـه شـمار مـی     نقـص بزرگـی     خـود   ایـن    کهشوند  می
 باید هر چـه     IA مطالعات اخیر نشان داده است که درمان      

های عفونت شروع     نشانه علائم و  بروززودتر یعنی قبل از     
ــین آنتــی .)15(گــردد ــان ژن روش تعی گــاهی  گالاکتومان

  بــه دلایــل مختلــف نظیــراوقــات نتــایج مثبــت کــاذبی را
 و  هـا    دیگر قارچ  بایلوس  های آسپرژ   واکنش متقاطع گونه  

ــاکتری ــا، ب ــا ه ــان ب ــیدرم ــام  بیوتیــک  آنت  وهــای بتالاکت
ســیکلوهگزامید، آلــودگی آزمایــشگاهی و مــشکلات    

 .)16،17( است داشته ای های پنبه  تکنیکی مثل سلولز سوآپ   

                                                 
1. Halo sign 
2. Air crescent 
3. Enzyme-link immunosorbent assay 
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 Real time PCRتشخیص آسپرژیلوس فومیگاتوس توسط  
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 پیوند مغـز    گیرندگانبعلاوه میزان بالای مثبت کاذب در       
 همچنـین    روز بعـد از پیونـد و       100 تا استخوان آلوژنیک 

 ارزش  گزارش شـده کـه     نیز    پیوند علیه میزبان   در بیماری 
  .دار کرده است  خدشه رااین تست یتشخیص

متکـی بـر     IAهای متعددی برای تـشخیص        پروتکل
هــای  نمونــهدر  PCR آســپرژیلوس بوســیله DNAیــافتن 

  مـایع لاواژ   ،)سرم، پلاسما و خـون کامـل      ( مختلف خون 
هـا   هـا و بافـت     رونش مایعات حفـرات ب ـ    برونکوآلوئولار،

 معمــولی PCRهــای  روش. )18(گــذاری شــده اســت پایــه
تواننـد   که حتی می   دارای حساسیت بالایی هستند بطوری    

fg 10   ازDNA      اختصاصی آسپرژیلوس را تشخیص دهنـد . 
. )1(توانند بطـور کمـی اطلاعـاتی را بـه مـا بدهـد               اما نمی 

 End point PCR در موجـود  عدیده نواقص و مشکلات
 دقیـق   تعیـین که قادر بهPCR روش یک به نیاز با همراه

 در نـوین  ای عرصـه  گـشایش  زمینـه  باشـد، DNA کمـی 

 معنـی  از که  همانطور. گردیدReal time PCRتکنیک 

 به لحظه   مشاهدهReal-time PCR مفهوم آید می بر واژه

 یک تشخیصی سیستم دراین. باشد می فرایند یک لحظه

 میـزان  بـا  سـب متنا واکـنش  درطـی  نتافلورس ـ مـادۀ 

 میــزان و شــود مــی  ســاطعهــر ســیکل  درمحــصولات
  شناسـایی (Detector)نمایانگر یک توسط آن نتافلورس

 بـا   کمـی سـنجش مختلـف  هـای   روش .گـردد  ثبت می و
Real time PCR   وجود دارد که سنجش اختـصاصی آن
های هیدرولیز کننده و هیبرید سـازنده        با استفاده ازپروب  

 بـا روش Real time PCR یک تکندر. پذیرد صورت می
FRET1   فومیگاتوساختصاصی آسپرزیلوس    های پروب از 

 دو صـورت  بـه  پـروب  سیـستم  این در. گردد استفاده می
یکـی   فلورسـانت شده که دو ماده  طراحی مختلف قطعه
 3´انتهـای  دیگـری در   وهـا   یکـی از پـروب  5´انتهـای  در

 اًدقیق ـ دو ایـن  که وقتی . گیرد می  قرارقطعه دیگر پروب
 18s rRNAبــر روی ژن ســازنده  نظــر مــورد محــل در

  سـبب فعـال     پـروب  دو ایـن  فاصله نزدیکیمتصل شوند 
  

                                                 
1. Fluorescence resonance energy transfer 

هـا و انتقـال انـرژی و      شدن مواد فلورسانت متـصل بـه آن       
 انـدازه گیـری   ابـل ساطع شدن نور شده که در دسـتگاه ق 

 Real بـا  قارچ بصورت کمـی  DNAهای  ارزیابی. است

time PCRبهینه و استاندارد ار بالایی در دقت بسی  نیاز به
 ژنـوم از   کپـی    10 تا   1 شناساییبرای   چرا که     دارد سازی

 از fg10برابر با است   قارچCFU یک کپی ژنوم یا یک(
DNA (     بعـضی  . داردحـساسیت بـالایی نیـاز       در نمونه بـه
در خـون کامـل بـین        حساسیت این روش را      )19(محققین

fg/ml100-10از  DNA  ی دیگــرهــ گرووآســپرژیلوس 
آن  دیگـر    و بعـضی   ml fg/ 30  را در سرم این میزان    )20(
در  .)21(انـد    گـزارش کـرده    ng/ml1 تا   fg/ml100 بین   را

اختصاصیت و حـساسیت شناسـایی        بنا داشتیم  این مطالعه 
DNA اده ـبا استف  را   ونـوس در خ  ـوس فومیگات ـآسپرژیل

ــین و FRETروش  و Real time PCR از تکنیــک  تعی
  .نماییم سازی بهینه

  

  مواد و روش ها
برای ارزیابی اختصاصیت و حساسیت ایـن روش از         

ــه فومیگــاتوس، (هــای مختلــف قــارچ آســپرژیلوس   گون
 نس اســتاندارد کــه از موســسهاو کاندیــدا آلبیکــ) نــایجر
CBS2تمام . گردیدبدست آمده بود استفاده   کشور هلند
های قارچی بر روی محیط سـابرو دکـستروز آگـار            گونه

 درجــه 35 روز در 4 بمــدت (SC)کلرآمفنیکــل حــاوی 
به منظور ارزیـابی حـساسیت      . گراد کشت داده شد    سانتی

ی استریل در پلیـت حـاوی       ژروش، مقداری سرم فیزیولو   
کلنی آسپرژیلوس فومیگاتوس ریخته شد و به آهـستگی         

هـای کـه در      تکان داده شد تا سرم فیزیولوژی با کونیدی       
را داخـل     سـپس آن   سطح کلنی وجود دارد مخلوط شود     

ــه ــدورت    لول ــه ک ــسبت ب ــدورت آن را ن ــه و ک ای ریخت
 .فـت مـورد سـنجش قـرار گر      استاندارد نیم مـک فارلنـد       

 CFU 106×5-106×1کدورت مورد نظر بایـد بـه انـدازه          
  تــوان بــه وســیله لام نئوبــار  بــرای ایــن منظــور مــی. باشــد

  

                                                 
2. CBS Fungal biodiversity centre, Utrecht, the Netherlands 
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پـس از آمـاده کـردن ایـن مقـدار،           . ها را شـمرد    کونیدی
  رقـت داده شــد  1:10هـا بـه نــسبت    کونیــدیسـازی   رقـت 

ــا  ــردد   6ت ــل گ ــت حاص ــت. رق ــده از   رق ــه ش ــای تهی    ه
CFU 106- 101  میلـی لیتـر خـون از        5سـپس   .  آماده شد 

های تهیه شـده اضـافه       افراد داوطلب گرفته شد و به رقت      
ــد ــصاصیت روش،   . گردیـ ــابی اختـ ــرای ارزیـ  DNAبـ

 DNA و   ، بـاکتری  یلوس نایجر، کاندیدا آلبیکنس   ژآسپر
  .ژنومیک انسانی استخراج گردید

ــتخراج  ــاس روش   : DNAاســ ــر اســ  Ramirezبــ
ــه شــرح زیــر)22( همکــاران .  گردیــد اســتخراجDNA  ب

سریال رقت تهیه شده را داخل لوله فالکون ریخته و بـافر            
 Tris HCl 1.2gr, Sucrose ((RCLB)1لیز گلبول قرمـز 

109.5gr, MgCl2 1.02gr, Triton X-100 10ml [pH:8]  (
 بـرعکس چند بـار آن را      و  را به میزان سه برابر آن اضافه        

 .ه شـد   قـرار داد   C° 37 دقیقه در    10کرده سپس به مدت     
 دقیقـه   10 بـه مـدت      g5000را با دور     بعد از این مدت آن    

کـه   مـایع بـالایی را دور ریختـه طـوری          سانتریفوژ کرده، 
pellet      را دوبـاره    عمل این   . در ته لوله فالکون باقی بماند 

 .هـا لیـز شـده و از بـین بـرود            RBC تـا تمـامی      شدرار  تک
Pellet           گـرم   3 باقی مانده را داخـل میکروتیـوب حـاوی 

ــشه  ــه شی ــر  (ای  گلول ــه قط   ،µm 600-425، Germanyب
(Sigma-Aldrich Co دقیقه میکروتیوب3مدت  به ریخته و  

 واحد 180 از مایع رویی برداشته و با        µl200تکان داده و    
ــزیم   )Lyticase )Germany ،Sigma-Aldrich Coاز آن

ــدت   ــه مـــــ ــه30بـــــ ــه C°37 در  دقیقـــــ   و  انکوبـــــ
 QIAmp DNA Blood mini kit اسـتفاده از کیـت   بـا 

(Qiagen,Hilden Germany)  شـرکت دستورالعمل مطابق 
  .گردید استخراج DNA سازنده
  

  :DNA برای تکثیر سازندههای هیبرید پرایمر و پروب
  هـــــــا بـــــــر طبـــــــق  پـــــــروب پرایمرهـــــــا و

ــی مط ــات قبلـ ــی العـ ــرکت و از )11،17،22،23(طراحـ    شـ

                                                 
1. Red cell lysis buffer (RCLB) 

Eurofins MWG Operon Bersberg, Germany) . 
   ).1جدول شماره  (خریداری گردید

ــین گونــــــه      ــور تکثیــــــر و تعیــــ ــه منظــــ   بــــ
 LightCycler-System دسـتگاهی بنـام   آسـپرژیلوس از 

(Roche Diagnostics, Mannheim, Germany) اسـتفاده  
 18S rRNAمحافظت شده از ژن پرایمرها به مناطق . شد

ــی  ــد م ــارچ بان ــروب. شــوند ق ــی   پ ــه ســکانس داخل ــا ب ه
 آسـپرژیلوس  18S rRNAگونه متعلق به ژن -اختصاصی

ها   یکی از پروب   5´انتهای. گردند فومیگاتوس هیبرید می  
 و پـروب  LightCycler Red 640نت ارنـگ فلورس ـ بـا  

 نـشاندار شـده    Fluorescein با رنـگ 3´دیگر در انتهای 
 Fluorescein رنــگ FRETدر طــی مکانیــسم  . ســتا

(Donor) بوســـیله منبـــع نـــوری دســـتگاه LightCycler 
 نتا بـه فلورس ـ   ه شده انرژی برانگیخت . گردد برانگیخته می 

LightCycler Red 640 ــان ــه هم ــاده ک ــم نت ا فلورس
ــده ــال(Acceptor) پذیرن ــه و   اســت انتق ــیافت نت افلورس

بوسـیله   Annealing  در مرحلـه Acceptor شده از ساطع
  .گردد گیری می دستگاه اندازه
 µl 4/17شامل  µl20  با حجم نهایی  PCRترکیبات

 HS prime Taq DNA از آنـزیم Master Mix  ،µl 6از

polymerase و µl 2ــه ــده DNA  از نمونـ ــتخراج شـ  اسـ
  .باشد می

 به مدت   C° 95 به میزان     اولیه Denaturationدمای  
 در مرحلـه دوم     . شـد   دقیقه برای یک سـیکل تعریـف       10

،  ثانیـه  5 بـه مـدت      C° 95به میزان    Denaturation دمای
،  ثانیـه  15 و بـه مـدت     C°62 به میـزان     Annealingدمای  
 برای   ثانیه 25 به مدت    C° 72 به میزان    Extensionدمای  

  منحنـی ذوب    به دنبال آن مرحلـه     . سیکل تعریف شد   45
 اییبـا سـرعت انتقـال دم ـ       ثانیـه    20  به مدت  C° 90شامل  

C°20    ،بر ثانیه C° 45 بـا سـرعت انتقـال       ثانیه   20 به مدت
 بـه مـدت صـفر ثانیـه بـا           C° 90و    بـر ثانیـه    C°20 دمایی

  . بر ثانیه تعیین گردیدC°2/0 سرعت انتقال دمایی
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 دارای یک کنترل منفی شـامل آب بـدون          PCRهر  
DNA             الگو به منظور بررسـی آلـودگی احتمـالی و یـک 

  هــای  نمونــه. بــودرچ  قــاDNAکنتــرل مثبــت شــامل   
ی کـه   یهـا   ژنومیک قارچ  DNAرقت سریال تهیه شده از      

   از کــشت آســپرژیلوس فومیگــاتوس بدســت آمــده بــود 
بعنـوان اسـتاندارد   ) fg100تـا   ng10 برابـر بـا   106 تا 101(

 ، DNAبـــه منظـــور اطمینـــان از تکثیـــر . گذاشـــته شـــد
ــارز    ــا ژل آگ ــورز ب ــد2الکتروف ــز  درص ــد نی ــام ش   .  انج

  ک  از یــرل طــول بانــدهای تــشکیل شــده   بــرای کنتـ ـ
-bp ladder100استفاده شد .  

  

  یافته ها
DNA آســـپرژیلوس فومیگـــاتوس بطـــور   هـــای 

.  تکثیـر شـدند    LightCyclerدسـتگاه   آمیـزی بـا      موفقیت
ــه  هــای رقــت داده شــده کــه حــداقل دارای  تمــامی نمون

CFU/ml100از  DNA ــد ــد بانـ ــشان bp 500  بودنـ    را نـ
ــد تک  ــد کــه ایــن بان ــشان  دادن ــارچ را ن ــصاصی ق ــر اخت   ثی

  .)1 شماره تصویر(دهد  می
  

   :Real time PCR حساسیت روش
ــتفاده از    ــا اس ــست ب ــساسیت ت ــا FRETروش ح  ، ب

کونیدی آسـپرژیلوس    106 تا   101( سریال رقت تهیه شده   
 مخلـوط که بـا خـون افـراد داوطلـب سـالم         )فومیگاتوس

ی هـا  تمـامی نمونـه  . شده بود مورد ارزیـابی قـرار گرفـت    
آمیـزی بـا افـزایش سـیگنال         موفقیـت  بطـور  رقت سـریال  

  نس در طـــی تکثیـــر بـــا پـــروب بوســـیله روش افلورســـ
Real time PCR  حـداقل مقـداری از   . تکثیـر گردیدنـد 

DNA ،10  ــلول ــا سـ ــدی یـ ــادل  )CFU 101 ( کونیـ   معـ
fg 100  در هـــر واکـــنشPCR مـــشخص گردیـــد کـــه 

 تـصویر (باشـد    دهنده حساسیت بالای این روش مـی       نشان
  ).2شماره 
  

   :Real time PCRاختصاصیت روش 
  هـای    دیگر گونـه   DNA با   PCRهای   تمامی واکنش 

  

نس، ا نظیــر آســپرژیلوس نــایجر، کاندیــدا آلبیکــقــارچی
ــاکتری و ــه     DNA ب ــد ک ــی بودن ــسانی منف ــک ان  ژنومی

.  ایــن روش بــود درصــد100دهنــده اختــصاصیت  انـنــش
ر یـک   تنها د  آنالیز دمای ذوب آسپرژیلوس فومیگاتوس    

 نـشان   Asp.fumنقطه حداکثر سیگنال دمایی را با پروب        
ــرای   . داد ــه ذوب ب ــن نقط ــاتوس ای ــپرژیلوس فومیگ  آس
C°14/693 شماره تصویر(  بود(.  

  
 DNA تکثیـر    یپرایمر و پروب تهیه شده برا     توالی    :1 جدول شماره 

( 5´ – 3´)  
  

Primer: 

ASP-F(5'-ATTGGAGGGCAAGTCTGGTG-3') 

ASP-R(5'-CCGATCCCTTAGTCGGCATAG-3') 

Asp. fum Probe: 

LC640 Red  5'-TGA GGT TCC CCA GAA GGA AAG GTC CAG C 3'-Phosphate 

                       5'-GTT CCC CCC ACA GCC AGT GAA GGC -3' fluorescein 

  

8      7     6      5       4          3       2      1  

  
  

      ،bp-ladder100،    2-) ng10(CFU106 -1   : 1  شــــمارهتــــصویر
3-) ng1(CFU105،  4-) ng100(CFU104      ،5-) ng10(CFU103، 
6-) ng1(CFU102 ،7-) ng100(CFU101 ،8- آب مقطر استریل  
  

  
نمونه های رقـت  Real time PCR  نتایج تکثیر کمی :2  شمارهتصویر
  FRET و آسپرژیلوس فومیگاتوس با پروب DNA سریال

www.SID.ir

D
ow

nl
oa

de
d 

fr
om

 jm
um

s.
m

az
um

s.
ac

.ir
 a

t 1
3:

53
 +

03
30

 o
n 

W
ed

ne
sd

ay
 D

ec
em

be
r 

19
th

 2
01

8

http://jmums.mazums.ac.ir/article-1-645-fa.html


Arc
hi

ve
 o

f S
ID

 
   و همکارانمجتبی نبیلی                              هشی   پژو  
  

39  1389بهمن  ، 80 ، شماره بیستم دوره                                                                        علوم پزشکی مازندران                      مجله دانشگاه 

  
  نمودار دمای ذوب برای آسپرژیلوس فومیگاتوس : 3  شمارهتصویر

  

  بحث
رغم پیدایش داروهای ضد قارچی جدیـد نظیـر      علی

هــای جدیــد، عفونــت    هــا و تــری آزول  اکینوکانــدین
های اصـلی    آسپرژیلوزیس مهاجم هنوز هم یکی از علت      
ــی    ــاران دارای ایمنـ ــر در بیمـ ــرگ و میـ ــد مـ  ناکارآمـ

ز مطالعات، مـرگ و میـر در اثـر          در برخی ا  . )24(باشد می
  و  درصـد  30عفونت آسپرژیلوزیس مهـاجم بـه بـیش از          

 اگــر کــه گــزارش شــده اســت هــم  درصــد90حتــی تــا 
فتد آمار بالاتری از مـرگ و میـر را          اتشخیص به تعویق بی   

 IAروش های تشخیصی سنتی برای      . )25(خواهیم داشت 
گیر بوده و باعث افزایش مرگ و میر         غیر حساس و وقت   

همچنـین علائـم بـالینی و رادیولـوژی         . گـردد  یماران می ب
ــستند    ــصاصی ه ــر اخت ــب غی ــتفاده از   . اغل ــه اس ــر چ اگ

دی گلوکــان در بیمــاران در   3و 1گالاکتومانــان و بتــا  
 قارچی تهاجمی   های معرض خطر برای تشخیص عفونت    

 های اخیر   اما پیشرفت  )26(تسهیلاتی را فراهم آورده است    
برای حساسیت، اختصاصیت    DNAهای بر پایه      روش در

هـای   و تسریع تشخیص عفونت قارچی مهـاجم در نمونـه         
  و بـوده تـری    مختلف بالینی دارای قابلیت و توانایی کامل      

. )27،8،6،5(گـردد   بهبود نتایج بالینی مـی   موجبدر نهایت   
اسـپورها   کـه  در عفونت آسپرژیلوزیس مهـاجم هنگـامی      

ــی ــشاق م ــول استن ــه  شــوند و در آلوئ  زینجــایگهــای ری
. شوند ممکن است فرمی از هـایف هـم بوجـود بیایـد              می

DNA   ممکـن اسـت در ایـن       ) اسـپور و یـا هـایف      ( قارچ

مرحله با علائم بالینی و بدون هـیچ شـواهدی از بیمـاری             
گـسترش آسـپرژیلوس از طریـق       . به جریان خون راه یابد    

های داخلی ممکن اسـت بـه مـدت          جریان خون به ارگان   
بنـابراین  . ئـم بـالینی ایجـاد شـود     علابـروز طولانی قبل از   

تشخیص باید در مراحل ابتدایی یعنی قبل از بروز علائـم           
هـای اخیـر     در سـال   .)11(های بالینی انجـام گـردد       و نشانه 

هــای مولکــولی از جملــه  روشزمینــه هــایی در  پیــشرفت
Real time PCR  شده است که منجر به تشخیص حادث

  حاضـر   مطالعـه  .)22(شود  می IAسریع و زودرس بیماری     
ــرای شناســایی حــساسیت و اختــصاصیت ایــن روش را  ب

هـای سـریال     های خون آلـوده شـده بـا رقـت          کمی نمونه 
  مورد ارزیابی قـرار داد     LightCycler با دستگاه    کونیدی

ایــن در صــورت مطلــوب و اسـتاندارد بــودن بتــوان از  تـا  
 .گـردد هـای بـالینی اسـتفاده        روش برای تـشخیص نمونـه     

 بـار  گیری کمی با توجه به اندازه Real time PCRروش 
 بـالینی دارتـری را بـا وضـعیت        کـه ارتبـاط معنـی     قارچی  

 PCR نـــسبت بـــه روش  دارد،پیگیـــری درمـــانجهـــت 
 بطــور مثــال در مطالعــه . اســتتــر معمــولی بــسیار ارجــح

O’Sullivan تجربـی مبـتلا     در یک مدل     )28(همکاران  و
 نـشان  Real time PCR  با استفاده ازIA بیماری گشته به
 افـت واضـحی     Bبعد از درمان با آمفوتریـسین        که   دادند
در )  10log( وسـوس فومیگاتـ آسپرژیلDNA زانـمی در

مـدل  های ریـه     در نمونه  های درمان نشده   با کنترل  مقایسه
از خون  همچنین   در این مطالعه     .گردد میمشاهده  تجربی  

ــه ســرم و پلاســما در  آن کامــل کــه ارجحیــت   ــسبت ب ن
. )20(،اسـتفاده گردیـد   عات مختلفی گزارش شده بود    مطال
ــرای اســتخراج  روش ــا DNA هــای مختلفــی ب  از خــون ب

هـای    و همکاران روش   Griffiths. غلظت بالا وجود دارد   
و  قـرار دادنـد   ارزیـابی  مـورد  را DNAاستخراجمختلف 

هـای بـالینی     بهترین روش برای اسـتخراج قـارچ از نمونـه         
ــون   ــر خ ــوام ا نظی ــتفاده ت ــهز را اس ــشه  گلول ــای شی ای،  ه

 و کیــت اســتخراج Lyticaseهــای شــیمیایی نظیــر  آنــزیم
Qiagen  ، همـین   از در مطالعه حاضر     .)29(گزارش کردند 
 نـسبت بـه   Real time PCR روش .گردید استفاده روش
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 امـانج ـلت ـ بع ـNested PCRد ـر همانن ــای دیگـه روش
همــراه آلــودگی کمتــر بــا احتمــال کــار در فــضای بــسته 

  بودن مشاهدهقابلروش   اینمزایای از دیگر .)1(اشدب می
 امکـان  کـه   و نتـایج آن اسـت  لحظـه واکـنش   بـه  لحظـه 
 بدین .دهد  زمان از کار میهر در را تکثیر فرآیند بررسی
 غلظت ترین مناسب که واکنش سازی بهینه امکانترتیب 
DNAتکثیر برای لازم سیکل همچنین تعداد و پرایمر  و 

 رونـد  کـه  آنجـایی  از .شـود  میدهد، فراهم  را بدست می
PCRزمـان  در واکنش قطع امکان باشد می مشاهده  قابل 
 رفـتن  یـا  و تکثیر عدم صورت در نیز مهیا شده و دلخواه

 از اتـلاف  و داد خاتمـه  واکنش به توان  می1سکون فاز به
 اسـتفاده  بـا  کمی PCR روش. نمود پرهیز انرژی و وقت
 الگوی نسبی و دقیق میزان 3 و نسبی2کمی مطلق روش از

 ها واکنش در این روش .است گیری اندازه قابل DNA اولیه
 .گـردد  صـرف مـی   کمتری زمان و افتد می اتفاق سریعتر
 .اسـت   معمـولی  PCRاز آن بـالاتر  4یتشخیـص  محدودۀ

 .)30(دهـد  مـی  نـشان  هم را برابر 2 از کمتر حتی اختلاف
 یاصکــه تــوالی هــدف اختــص  ایــن تکنولــوژی هنگــامی

 نت را ا پروب داخلی یـک سـیگنال فلورس ـ       ،موجود باشد 
گیـری    کنـد و انـدازه       ساطع می  PCRدر هر سیکل تکثیر     

مقدار بوسـیله مقایـسه نمونـه اسـتاندارد شـناخته شـده در              
 انجـام  هـای  یکـی از روش   . آیـد   همان سنجش بدست می   

PCRکمی استفاده از   Real time PCR با روشFRET 
ی هیبریـد سـازنده     هـا  پروب حیسیستم طرا  این  در .است

 حد در تفاوت صورت در کهای    گونه به اختصاصی بوده 
 فلورسانس و شود نمی   متصلDNAبه  نوکلیوتید یک حتی

ــرای در ایــن مطالعــه . )30(گــردد نمــی ســاطع ــابی ب ارزی
 LightCycler   ، DNAاختصاصیت این روش با دسـتگاه       

ندیـدا  نظیر آسپرژیلوس نایجر، کاهای قارچی   دیگر گونه 
 انـسانی مـورد اسـتفاده قـرار         DNAنس، باکتری و    اآلبیک
هـا و نمونـه انـسانی        ها بـا دیگـر قـارچ      PCRتمام  . گرفت

                                                 
1. Plateau 
2. Absolute Quantification 
3. Relative Quantification 
4. Detection Range 

  درصــد100دهنــده اختــصاصیت  منفــی بودنــد کــه نــشان
بـا  بود که نتایج به دست آمده       هیبریدیزاسیون  های   پروب

 حساسیت. )22،31(داشت تمشابهنتایج سایر محققین کاملاً     
 در این مطالعه، بسیار بالا در حد Real time PCR روش

fg 100    لیتـر  کونیدی آسپرژیلوس در یک میلی     10برابر با 
 خون کامل بود که در مقایسه با مطالعه دیگـران حـساسیت       

 و Simonneauدر مطالعــه . )17-24(بــالاتری را نــشان داد
ــدار    ــشخیص مق ــاران ت ــدی fg10-1همک ــای  از کونی ه

ظـرف  های کشت خون     ه بطری  ب هآسپرژیلوس تلقیح شد  
این در حـالی اسـت    . شده است گزارش   ساعت   24 مدت
هـای بـالینی مثبـت       نمونـه از  های خـون      بندرت کشت  که

 عناصر قـارچی  ه شدن دلیل فاگوسیت   به احتمالاًکه   گشتند
 اجزاء قارچی غیـر قابـل رشـد         و ایجاد  ماکروفاژها   توسط

ارچ ای ق ـ  و همکاران درمطالعه   Hummel. )32(بوده است 
کردندکه بعد از    را بصورت داخل وریدی به موش تزریق      

 روشبود، نتیجه   کشت خون منفی    که نتیجه    درحالی روز   3
PCRمطالعات مختلفی حساسیت. )33(گردید گزارش  مثبت 

ــالایی را در  و ــصاصیت ب ــپرژیلوزیس   اخت ــشخیص آس ت
 در. )34-36( نشان دادندReal time PCR با روش مهاجم

انــدازی یــک روش ســریع،  بــه راهادر قــمطالعــه مــا ایــن 
بـرای شناسـایی    Real time PCR حـساس و اختـصاصی  

 .معمــولترین گونــه آســپرژیلوس در نمونــه خــون شــدیم 
مطالعات بیشتر برای ارزیابی دقیق کـاربرد ایـن روش در           

 کلینیکـی   معمولمطالعات اپیدمیولوژیکی و در تشخیص      
  . رسد ضروری بنظر می

  

 سپاسگزاری
 مراتب قدردانی وسپاس خود را از همکاریوسیله  بدین
تحقیقـات و   های مالی معاونت محترم       و حمایت  صمیمانه
ــاوری ــته و  فن ــراز داش ــشان اب ــه همکاران  ضــمن در و کلی
نامـه   پایـان بخشی از    حاصل مقاله این که گردد می متذکر
 آقای مجتبی نبیلـی از    شناسی قارچ ارشد کارشناسی دوره

 .باشد می رانمازند پزشکی علوم دانشگاه
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