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Abstract 

 

Background and purpose: Fungemia is a significant cause of morbidity and mortality among 

immunocompromised patients such as severe burns. Due to low sensitivity and long turnaround time of 

the traditional biphasic BHI blood culture to detect fungemia we aimed to detect fungal elements in blood 

culture of these patients suspected with invasive fungal disease (IFDs) using panfungal PCR assay. 

Materials and methods: Four hundred blood cultures were obtained from 112 severely burned 

patients suspected with IFDs. DNA was extracted and a pair of fungal universal primers was used to 

amplify the 18SrRNA gene. The PCR product was sequenced and identified using the nucleotide Basic 

Local Alignment Search Tool (BLAST).  

Results: 44(39.2%) Blood culture of 112 patients (mean age: 31.9±14.7 years) were positive. In 

PCR positive patients, mean burn size was 42.6±19 % of total body surface area and average hospital 

length of stay was 21.8 ±10.3 days. In three patients, same species of fungi were determined in both 

sequencing of PCR products and the classical procedures of blood culture. Randomly sequencing of 20 

PCR products revealed Aspergillus fumigatus (n=11; 55%), Candida tropicalis (n=5; 25%), C. albicans 

(n=1; 5%), C. parapsilosis (n=1; 5%), Agaricomycotina (n=1; 5%), and Penicillium (n=1; 5%) as causative 

agents. 

Conclusion: Panfungal PCR assay on blood culture seems to be a promising method for rapid 

detection of fungi in blood culture of patients at risk for IFDs. 
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 پژوهشي

كشت خون  هاي در نمونههاي قارچي  پاتوژنسريع شناسايي 
  Panfungal PCR با روششديد بيماران سوختگي 

  
        1اكرم عبداللهي
        2طاهره شكوهي

        2محمد تقي هدايتي
        4و3مجتبي نبيلي

  5لطفينازنين 
  چكيده
 دچار ضعف ايمني از جمله بيماران دچـار سـوختگي   عفونت قارچي خون يكي از علل مرگ و مير بيماران :و هدف سابقه

هـاي خـون حساسـيت پـاييني      هاي كشت خون و شناسايي عوامل قارچي عفونـت  جا كه روش از آن. شود وسيع محسوب مي
هـاي كشـت بيمـاران     هـاي قـارچي در نمونـه    و به زمان زيادي نيز احتياج دارند، اين تحقيق با هـدف شناسـايي پـاتوژن   داشته 
  .طراحي گرديد Panfungal PCRهاي قارچي تهاجمي با روش  تگي شديد مشكوك به بيماريسوخ

ي تهـاجم  يقـارچ  يماريب به مشكوكبيمار سوختگي شديد  112كشت خون مربوط به نمونه  400تعداد  :ها مواد و روش
 محصـول . ز تكثيـر گرديـد  اي پليمـرا  هـاي زنجيـره   با واكنش 18SrRNAناحيه ژني  DNAپس از استخراج . مطالعه شد وارد

PCR  تعيين توالي و شناسايي شدند المللي بيو تكنولوژي استفاده از برنامه مركز اطلاعات بينبا.  
   مثبـت  PCRميـانگين سـني بيمـاران     ). گرديـد  مثبـت  بيمـار 112 خـون  كشـت نمونـه   )درصد 2/39( 44تعداد  :ها يافته

 بيمـار  PCR 20محصـول   .بـود  درصـد  6/42 ±19 كل سـوختگي وروز  8/21 ±3/10 بستريمدت  و طولسال  9/31 7/14±
PCR كانديـدا   ،)درصـد  55 ؛مـورد  11(هـاي آسـپرژيلوس فوميگـاتوس     طور تصادفي تعيين توالي گرديـد و گونـه   همثبت، ب

، )درصـد  5 ؛مـورد  1(، كانديـدا پاراپسـيلوزيس   )درصـد  5 ؛مـورد  1( كانديدا آلبيكـنس  ،)درصد 25 ؛مورد 5( تروپيكاليس
هاي شناسـايي شـده    گونهبيمار در سه . شناسايي شدند) درصد 5 ؛مورد 1(و پنيسيليوم  )درصد 5 ؛مورد 1(آگاريكومايكوتينا 

  .با روش روتين وروش مولكولي تطابق داشتند كشت خون مثبتاز 
هاي پـاتوژن در كشـت خـون بيمـاران در معـرض       در تشخيص سريع قارچ Panfungal PCR روش مولكولي :استنتاج
  .هاي قارچي تهاجمي سودمند و نويدبخش است خطر بيماري

  
  سوختگي، فونجمي، كانديدا، آسپرژيلوس ي،تهاجم يقارچي ماريب: واژه هاي كليدي

  

  مقدمه
هـاي   هاي خون در بيماران بستري در بخـش  عفونت

 هاي ويژه همواره از معضلات مهم بهداشتي درماني مراقبت
 بوده كه علاوه بر افزايش مرگ و مير بيماران هزينه زيادي

  عنوان بهها  قارچحضور . كند بر سيستم درماني تحميل مي
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كـه بـه    هاي خـون در بيمـاراني   كننده عفونتعوامل ايجاد
و  تهــاجمي ايـهــ اي و يــا درمــان هـاري زمينـــعلــت بيمــ
كننده سيستم ايمني با اختلال در عملكرد سيستم  تضعيف

 1كه مسئول  طوريه افزايش يافته ب اند، ايمني مواجه شده
 هاي كانديـدا  گونه. )1(هاي خون هستند درصد عفونت 3تا 
هاي بيمارسـتاني در   عنوان چهارمين عامل شايع عفونت هب
و هشتمين عامـل در اروپـا و اسـتراليا گـزارش      )2(مريكاآ

 هـاي  بيماران با سوختگي وسيع يكي از گروه .)4 ،3(اند شده
. هســتند هــاي قــارچي بيمــاران در معــرض خطــر عفونــت

 ديـده  ها بر اساس ضخامت نسوج آسيب سوختگي معمولاً
(full-thickness surface area: FTSA)     بـه سـه درجـه

 )درجه يـك (ناكامل سطحي  ضخامت) 1: شود  تقسيم مي
 ضـخامت ) 2. كه فقط اپيدرم و قسمتي از درم درگير است

كه اپيدرم و قسـمت بـالايي و   ) درجه دو( ناكامل عمقي 
 كـه ) درجه سه(ضخامت كامل ) 3. پاييني درم درگير است

هاي زيرجلدي، بافـت   اپيدرم و تمامي درم و گاهي بافت
ايـن بيمـاران    در. همبند، ماهيچه و استخوان درگير است

هـاي قـارچي تهـاجمي بـا افـزايش درصـد        شيوع عفونت
 (Total burn surface area: TBSA)سطح كل سـوختگي 

و  TBSAافزايش يافته و ميزان مـرگ و ميـر بـا افـزايش     
و آسيب تنفسي  (FTSA)ضخامت يا درجات سوختگي 

  .)5(يابد و سن بيماران افزايش مي
هاي قارچي خـون از علـل مهـم     جاكه عفونت از آن
شـود، تشـخيص    مير ايـن بيمـاران محسـوب مـي     مرگ و

سريع و به موقع و شروع درمان مناسب در اين بيماران از 
اهميت حياتي برخورداربوده و موجب كـاهش مـرگ و   

هاي دارويـي بـه علـت     مير و جلوگيري از ايجاد مقاومت
 .)6-9(شـود  مـي مصرف نادرست داروهـاي ضـد قـارچي    

ــراي تشــخيص   خــون كشــت ــي ب ــتاندارد طلاي روش اس
هـاي   دليـل محـدوديت   هباشـد امـا ب ـ   هاي خون مي عفونت

هـاي قـارچي    در عفونـت  متعدد در اكثر موارد خصوصـاً 
 65كـه در   طـوري ه شـود ب ـ  مواجـه مـي  خون بـا شكسـت   

درصد موارد  80در درصد موارد در تشخيص مخمرها و 

ــارچدر تشــخيص  ــه آســپرژيلوس  هــاي رشــته ق اي از جمل
  .)10(ناموفق است
هـاي   هاي اخير براي حل اين معضل تكنيك در سال

هـا در   مختلفي بر پايه تكثير قطعات ژني اختصاصي قارچ
طراحـي و در   (PCR)اي پليمراز  هاي زنجيره  طي واكنش

 هـاي  بررسي. است مطالعات متعدد مورد استفاده قرار گرفته
هـاي مولكـولي بـر روي     گيري از تكنيك مختلفي با بهره

در راسـتاي تشـخيص    خـون  كشت يها يبطرهاي  نمونه
و همكـاران در   Gebert .قارچ در خون انجام شده اسـت 

بطري كشت خـون منفـي بـا     83طي بررسي  ،2008سال 
 بـا  DNAو اسـتخراج   Real time PCR گيري تكنيك بهره

. )11(شش نمونه مثبت به دست آوردنـد  MolYsisروش 
بـــا  2004 ســـال در همكـــاران و Maaroufi در مطالعـــه

هــاي  و پــروب  Real time PCRاســتفاده از تكنيــك 
ســازي شــده بــا  هــاي كانديــداي بهينــه اختصاصــي گونــه

هاي كشت  هاي خون بطري بر روي نمونه آلبومين گاوي
ابـزار مناسـبي بـراي تشـخيص      ،BACTECخون سيستم 

  .)12(هاي با غلظت پايين ارائه نمودند كانديدمي سريع
ــه  ــاران و Iwenدر مطالعـ ــال در همكـ از  2004 سـ

و پرايمرهاي اختصاصي براي  Panfungal PCRتكنيك 
ــه   ــي ناحي ــات ژن ــر قطع ــپلكس  ITS1,ITS2 تكثي از كم

هـاي   استفاده و نشـان دادنـد كـه روش    DNAريبوزومال 
يـك   هـاي كشـت خـون بـه عنـوان      مولكولي روي بطري

هاي قارچي قابل  روش معتبر و سريع براي تشخيص گونه
لذا تحقيـق حاضـر بـا هـدف بررسـي       .)13(استفاده هستند

هاي كشـت خـون منفـي بيمـاران سـوختگي وسـيع        نمونه
مشــكوك بــه عفونــت قــارچي تهــاجمي از نظــر احتمــال 

قارچ بـا اسـتفاده از پرايمرهـاي يونيورسـال      DNA وجود
پليمــراز و تعيــين كــارايي اي  قــارچي و واكــنش زنجيــره

روش مولكولي در تشخيص آن و مقايسه با نتايج كشـت  
ــه ســطح ســوختگي،    خــون و اطلاعــات بيمــاران از جمل
آسيب تنفسي، سن و وجود كاتتر وريد مركـزي و طـول   

  .بستري، طراحي گرديد
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  مواد و روش ها
نمونـه كشـت خـون متعلـق      400 مطالعه حاضر روي

تگي بيمارسـتان زارع  بخش سـوخ بيمارسوختگي  112به 
عناصر قارچي بيماران انجـام   DNAساري با هدف تعيين 

معيارهـاي ورود بـه مطالعـه شـامل سـوختگي       .شده است
و بستري بيش از ده روز در بخش جراحي يـا   3و2درجه 
سـاعت بـدون پاسـخ     96هاي ويژه و تب بيش از  مراقبت

تـر از   شبـي حرارت وسيع و درجه بيوتيكي  به درمان آنتي
محتـوي بطـري كشـت    . بوده است C◦36تر از كم و يا 38

  خون منفي بيماران پس از شستشو با بافر ليزگلبـول قرمـز   
)Tris-HCL 1.2gr, Sucrose 109.5gr, MgCl2 1.02gr, 

Triton100 10 ml, DW 1000 ml, PH=8(  در فريزر
. درجه تا زمان اجراي تحقيق نگهداري گرديد 80منهاي 
ــت ــه  جه ــتخراج نمون ــاي  اس ــه از روش بر DNAه   گرفت

طـور خلاصـه   ه ب ـ .)14(مطالعات قبلـي اسـتفاده گرديـد   از 
ــه رســوب ــافر ليــز   حاصــل از نمون ــاثير ب هــا كــه تحــت ت
  اي  هــاي شيشــه قرمــز قــرار گرفتــه بــا گلولــه هــاي گلبــول

)glass bead 425-600µm, Sigma-Aldrich Crop, 

St.Louis,USA واحد آنزيم ليتيكاز 180و (Sigma-Aldrich 
Corp, St. Louis, MO USA)   متلاشي و سـپسDNA   بـا

 QIAmp DNA Blood mini kitاستفاده از كيت تجـاري  
)Qiagen, Hilden Germany.( مطابق با دستورالعمل شركت 

 از مسـترميكس  PCRبراي انجـام   .سازنده استخراج گرديد
 استفاده شد و پرايمرهاي) ن،تهران،ايرانسيناژ(آماده سيناژن

)Forward(5�-ATT GGA GGG CAA GTC TGG TG-3� 
 )�-CCG ATC CCT AGT CGG CAT AG-3�Reverse(5و 

 )15(مطابق مطالعـه قبلـي   18SrRNA مربوط به ناحيه ژني
تهيه  )تكاپوزيست، تهران، ايران( از شركت تكاپوزيست

 µl 5/12شامل  µl 25حجم نهايي با  PCRواكنش  .گرديد
 پرايمـر  µl 7/0و  آب مقطر اسـتريل  µl 1/8مستر ميكس و 

اسـتخراج   DNAاز  µl3و  پرايمربرگشت µl 7/0رفت و 
و  C94˚بـه ميـزان    دماي واسرشت اوليـه  .شده، انجام شد

 سيكل حرارتـي  35دقيقه براي يك سيكل و سپس  3مدت 
 45بـه مـدت    C 94˚به ميـزان  صورت دماي واسرشت ه ب

ثانيـه و   30به مـدت   C 52˚، دماي چسبيدن به ميزان ثانيه
دقيقـه تعيـين و    2به مدت  C 72˚دماي گسترش به ميزان 

 بـه  C˚ 72با يك سيكل دماي گسترش نهـايي بـه ميـزان    
  .انجام شد قهيدق 7 مدت

  به منظور استاندارد و بهينه سازي مراحل استخراج و 
  

PCR  وشـا ك(با استفاده از محيط كشت خون بي فازيك 
ــرانفــرآور ــه اســتاندارد آســپرژيلوس  )، كــرج، اي و گون

و نمونه خون يك داوطلب  (CBS 603.31)فوميگاتوس 
 براي تهيـه . هاي كنترل مثبت و منفي تهيه گرديد سالم نمونه

كنترل مثبت از كشت سه روزه آسپرژيلوس فوميگاتوس 
  ابتـدا گونـه قـارچ اسـتاندارد     . )14(استاندارد اسـتفاده شـد  

وي محــيط ســابورو دكســتروز آگــار حــاوي     را بــر ر
گــراد  درجــه ســانتي 27روز در  4كلرامفنيكــل بــه مــدت 

هاي سطح  كشت داده سپس با سرم فيزيولوژي از كنيدي
محيط كشت محلولي بـه كـدورت اسـتاندارد نـيم مـك      

تهيه و به بطري كشـت خـون در    (1105-5106) فارلند
يزبـه آن  خون فرد سـالم ن  ml5. شرايط استريل تلقيح شد

افزوده سپس كشت خون آلوده به آسپرژيلوس در دماي 
C˚ 27 پس از يك هفته مـايع ايـن بطـري    . قرار داده شد

كشت خون، به عنوان كنترل مثبت استفاده شد و مراحـل  
 PCR محصول روي آن انجام شد PCRو  DNAاستخراج 

جهت تعيين توالي ارسال و آسـپرژيلوس فوميگـاتوس بـا    
Max Idendity 100 براي كنترل منفي . درصد تاييد شد

خـون   ml 5از يك بطري كشت خون كـه فقـط حـاوي    
فرد سالم بود استفاده شد و همراه كنترل مثبت بـه مـدت   

در اين نمونـه پـس از انجـام مراحـل     . دو هفته انكوبه شد
هيچ بانـدي مشـاهده نشـد و بـه      PCRو  DNAاستخراج 

تهيـه نمونـه    كليه مراحـل . عنوان كنترل منفي استفاده شد
 بـا . مثبت و منفي با رعايت شرايط استريل انجام پذيرفت

بررسي  جهت Panfungal يمرهايپرا از استفاده به توجه
 اسـتاندارد  يقـارچ  هاي گونه ريسا DNA ازكارايي پرايمر، 

، آسـپرژيلوس نيجـر   )CBS 562(كانديدا آلبيكنس  رينظ
)CBS 513.88(  آسپرژيلوس ترئـوس ،)CBS 116.46( ،
 مهم عوامل از كه) CBS 120.49(سپرژيلوس فلاووس آ
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 زي ـنهسـتند،  خطر معـرض  در مـاران يب در فـونجمي  جاديا
هــا و  بــروي نمونــه PCRپــس از انجــام  .گرديــد اســتفاده

هاي به دست آمـده، بـا اسـتفاده از     تعيين توالي آمپليكون
مركز اطلاعات بين المللي بيو تكنولـوژي  BLASTn  برنامه

)National Center for Biotechnology Information :NCBI (
نتايج حاصل بـا اطلاعـات بيمـاران    . ها شناسايي شدند توالي

بســتري، آســيب  شــامل درصــد ســوختگي، طــول مــدت 
تنفســي، داشــتن كــاتتر وريــدي ، ســن و جــنس و نتــايج  

  .مقايسه شدند )16(كشت خون در تحقيق قبلي
  

  يافته ها
 سـوختگي  بيمار 112نمونه كشت خون از  400تعداد 

تـا   1389هـاي   زارع ساري در سـال بستري در بيمارستان 
از  )درصـد  7/35(نفـر   40تعـداد   .شـد آوري  جمع 1390

 6/33 ±7/20 ســني بيمــاران ميــانگين. بيمــاران زن بودنــد
منفي يا باكتري ( نمونه كشت خون  در .بود سال)88-1(

وجود  از نظر PCR   )درصد 2/39(بيمار 44 )رشد كرده
DNA    از ميـان بيمـاران  . قارچ مثبت گـزارش شـد PCR 
 يسـن  نيانگي ـم. مرد بودند )درصد 1/59( بيمار 26 مثبت،

 يبســتر مــدت طــول نيانگيــم ،ســال )70-2( 7/14±9/31
 يســوختگ درصــد نيانگيــم و روز) 42-3( 8/21 3/10±

مـرگ و ميـر كـل    ميـزان   .بود درصد )93-9( 6/42 19±
 PCRو ميـزان مـرگ و ميـر بيمـاران      درصـد  46 بيماران
ميـزان مـرگ و ميـر بيمـاران در     . درصـد بـود   3/51مثبت

ــا تعيــين  مثبــت PCRبيمــاران   50تــوالي آســپرژيلوس، ب
درصـد   1/51ميزان سوختگي در اين بيماران  .د بوددرص

 ها آسيب تنفسي به علت سوختگي درصد آن 3/33بود كه 
بيماراني كه نتيجه تعيين  ميزان مرگ و مير در. نيز داشتند
درصد و درصـد   2/14ها كانديدا مشخص شد،  توالي آن
تنفسـي ناشـي از سـوختگي در    و آسـيب   7/25سوختگي

 اساس بر حاضر مطالعه در. ها وجود داشت آندرصد  6/16
 ،مـورد  11( ،يتصـادف  صـورت  هب ـ نمونـه  20 يتـوال  نييتع

 25 ؛مـــورد 5( گـــاتوس،يفوم لوسيآســـپرژ )رصـــدد55
ــد ــكاند )درص ــاليتروپ داي ــكاند و سيك ــنس،يآلب داي  ك

 وميليس ـ يپن ـ نـا، يكوتيكومايآگار س،يلوزيپاراپس دايكاند
 در .شــدند ييشناســا )درصــد 5 ؛مــورد 1( كــدام هــر
ــا براســاس كــه يحــال ــتحق جينت ــ قي ــررو يقبل  نيهمــ يب

درصــد 12 فقــط كيــفاز يبــ خــون كشــت ،)16(مــارنيب
 خـون  كشت جينتا با سهيمقا در .است بوده مثبت مارانيب
 يكسـان ي نتـايج  زين PCR جهينت با ماريب سه در كيفاز يب

 بـا  ،بود يمنف خون كشت كه نمونه 17 در اما شد حاصل
PCR 1شماره جدول( آمد دست به مثبت جهينت(.   

  
و گونـه بـا روش    PCRمقايسه نتايج كشـت خـون،    :1ماره جدول ش

  تعيين توالي
  

 تعداد بيمار  PCRنتيجه   نتيجه كشت خون  گونه با روش تعيين توالي

4 -  + C. tropicalis

11 - + A. fumigatus

1 - + Penicillium.spp 

1 - + Agaricomycotina

1  C. albicans +  C. albicans

1  C. tropicalis +  C. tropicalis

1  C. parapsilosis +  C. parapsilosis

  

  بحث
هاي قـارچي تهـاجمي    درسه دهه اخير شيوع عفونت

 هاي دربيماران دچار ضعف ايمني و بخش مراقبت خصوصاً
بـه دنبـال اخـتلال و ضـعف در     . ويژه رو به افزايش است
هــاي ســاكن در پوســت، مخــاط و  سيســتم ايمنــي، قــارچ
فــزايش يافتــه و كاتترهــاي وريــدي و دســتگاه گــوارش ا

هاي وسيع الطيف امكان نفوذ اين  بيوتيك جراحي و آنتي
ــه گــردش قــارچ خــون و ايجــاد فــونجمي را فــراهم   هــا ب
 ها هاي كانديدا مسئول اكثر اين عفونت گونه. )17(آورند مي

هاي آسپرژيلوس نيز نقش مهمي داشـته و   هستند اما گونه
 .)18(شـوند  تر مـي  م بيشهاي جدي با تهاج باعث عفونت

تواننـد از طريـق    مـي  در بيماران سوختگي عوامل قارچي
هـا بـه    هاي سوختگي و يا تهـاجم قـارچ   كلنيزاسيون زخم

در . يابنـد  ميدست به سيستم عروقي هاي سوختگي  زخم
 هاي سوختگي، درصد موارد بيوپسي زخم 28اي در  مطالعه

در مطالعـه ديگـر از   و  )19(گرديـد تهاجم قارچ گـزارش  
بيماران سوختگي عوامـل   درصد 12كشت بيوپسي زخم 
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عــلاوه بــر امكــان تهــاجم  .)20(قــارچي جــدا شــده اســت
هاي  عروقي از طريق زخمهاي ساپروفيت به سيستم  قارچ

در (شوند، مخمرها  سوختگي كه با اين عوامل كلنيزه مي
هاي مختلف  پوست و قسمت كه در) ها كانديدا راس آن

دستگاه گوارش بـه صـورت فلـور نرمـال حضـور دارنـد       
 هـاي  بيوتيك آنتي. نقش مهمي در ايجاد سپتي سمي دارند
ايش رشد ها باعث افز وسيع الطيف با از بين بردن باكتري
هاي مخاطي كـه يـا از    كانديدا شده و به دنبال ايجاد آسيب

كار بـردن وسـايل تشخيصـي     هقبل وجود دارند و يا در اثر ب
تنفسي و  هاي گوارشي، گذاري انواع لوله(درماني تهاجمي 

 به سيستم عروقـي ) كاتترهاي وريد مركزي و تغذيه وريدي
هـاي   افـت راه يافته و منجر به سـپتي سـمي و تهـاجم بـه ب    

عنوان يكي از ه سپتي سمي با كانديدا ب. شود تر مي عمقي
ميـر بيمـاران سـوختگي خصوصـا در      علل مهـم مـرگ و  

كه كلنيزاسيون كانديدايي در چند ناحيـه داشـته    بيماراني
  .)22(مطرح است باشند،

 درصد21اي در بخش سوختگي كودكان  در مطالعه
هـاي قـارچي گـزارش شـده كـه ميـانگين سـطح         عفونت

 درصد و ميانگين زمان ايجاد عفونت قـارچي  40 سوختگي
مـوارد  درصد  93در  .روز بعد از وقوع سوختگي بود 13

 درصد موارد از كشت 7قارچ از محل زخم سوختگي و در
تـرين قـارچ جـدا شـده بـه       خون بيماران جدا شده و بيش

 )درصـد  15(و آسـپرژيلوس  ) درصد 49(ترتيب كانديدا 
 يها روش كه يمختلف مطالعات با سهيمقادر  .)23(اند بوده

 مشـكوك  موارد در يفونجم صيتشخ يبرارا  يمولكول
 يمشابه جينتا بردند، كار به مهاجم يقارچ يها عفونت به
 حضور ييشناسا جهت ها روش نيا يتوانمند نشانگر كه

دو  در. )28- 24(اســت شــده حاصــل اســت، خــوندر قــارچ
 )29(مهـاجم  سيلوزيآسـپرژ  ييشناسـا  هدف با كه مطالعه

ــ )30(مهــاجم سيازيديــكاندو ــه يروب  كامــل خــون نمون
 اسـتخوان  مغـز  ونديپ رندگانيگ و يخون يميبدخ مارانيب
انجـام شـد بـه ترتيـب      Real time PCR/FRET روش با
درصـد از  2/15آسپرژيلوس و DNAدرصد از نظر  3/19

اين درحالي بود كه تنها در  شد مثبتكانديدا  DNAنظر 

شــده س جــدا لبيكــنآكانديــدا ون خــ يــك مــورد ازكشــت
  .)30(بود

 يهـا  عفونـت  صيتشخبا هدف كه ديگري  در مطالعه
 از يناش ـ يمن ـيا ضـعف  دچـار  انمـار يبدر مهاجم يقارچ

 يميشــ از حاصــل ينــوتروپن و يخــون يهــا ســلول ونــديپ
انجام  panfungal PCR با روش يخون يها يميبدخ يدرمان
 مقابـل  در مثبـت  جـه ينت PCR بـا موارد  درصد 7/17شد، 

 حاصــل مثبــت خــون كشــت جــهينت درصــد مــوارد6/10
ــد ــه رد .)31(ش ــر  مطالع ــاي  حاض ــتفاده از روش ه ــا اس ب

 بيماران سـوختگي  خون كشت يها نمونه يرومولكولي 
 مثبــت قــارچ DNA وجــود نظــر از مــارانيب درصــد 2/39

ــد ــتحق در كــه يدرحــال بودن ــ يرو شــده انجــام قي  نيهم
با استفاده از روش  كيفاز يبا خون كشت جهينت مارانيب
 گـزارش  مثبـت  مـاران يبدرصـد   12 فقـط  ي كلاسـيك ها

 يمولكـول  روش بـالاتر  ييكـارا  دي ـمو اين نتايج .بود شده
ــهيمقا در ــا س ــا روش ب ــگاهيآزما يه ــ يش  در كيكلاس

  .باشد يم يفونجم صيتشخ
 درصد46 مارانيب كل مير و  مرگما ميزان  درمطالعه

 درصـد  3/51 مثبـت  PCR مـاران يب ميزان مرگ و ميـر  و
 درصدو  )درصد2/14 دايكاند ودرصد  50لوسيآسپرژ(

 PCR مـاران يب دردرصـد و   5/46كل بيمـاران   يسوختگ
 به )درصد 7/25 دايكاند و درصد 1/51 لوسيآسپرژ(مثبت 
در مطالعه حاضر درصد سـوختگي بيمـاراني    .آمد دست
PCR تر از درصد سوختگي كل  مثبت آسپرژيلوس بيش

 6/33±7/20( ســنيامــا از نظــر ميــانگين . بيمــاران اســت
 كل بيماران تفـاوت  )روز 3/25(، طول مدت بستري )سال

) سال 9/31±7/14( ميانگين سني نظراز  اي قابل ملاحظه
 PCRن بيمـارا  با) روز 8/21±3/10( يبستر مدت طولو 

در مطالعات مختلـف بـه ارتبـاط بـين     . مثبت مشاهده نشد
هاي قارچي تهاجمي و درصد سـوختگي   افزايش عفونت

ميــزان شــده و بــالاترين اشــاره  )5،31()درصــد 60تــا  30(
تـر،   مسن با سطح سوختگي وسيع مرگ و مير در بيماران

آســيب تنفســي وتحــت درمــان سيســتميك و داراي داراي 
در  .)32(مثبــت متعــدد گــزارش شــده اســت  هــاي كشــت
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 يمـاران يب در )درصد 50( بالا ريم و  مرگ زانيممطالعه ما 
 شـده  جـدا  هـا  آن خـون  كشت از لوسيآسپرژ DNA كه

 در لوسيآسـپرژ  وعيش ـ بـه  توجـه  بـا  .اسـت  زيبرانگ تامل
 يحت ـ و زخـم  محـل  در آن شـدن  زهي ـكلن امكـان  ط،يمح
ــاجم عفونــت جــاديا ــتول و ونيناســيژرم و آن در يته  دي

 DNA ورود امكــان بيــترت نيبــد و دارد وجــود فيهــا
. باشـد  ينم ديبع ها زخم نيا محل از خون گردش به قارچ

ا ه ـ ما كـه در كشـت خـون آن    ماريب سه كه نيا به توجه با
 و نـد بود يتنفس ـ بيآس ـ دچـار  شد،آسپرژيلوس شناسايي 

 ورود امكـان  تـور داشـتند،  لايونت طريق ازتنفس مصنوعي 
 و دهي ـد بيآس ـ ييهوا يمجار به لوسيآسپرژ يهااسپور

 و دارد وجــود آلوئولهــا در فيهــا ديــتول و قــرار گــرفتن
 شـده  خـون  گـردش  به آن DNA حضور باعث تواند يم

ــا ضــمن. باشــد  خصوصــاً يســوختگ يهــا زخــم كــه ني
 موجـود  لوسيآسـپرژ  يهااسپور معرض در باز يها زخم
در  .اســت ايــمه ونيزاســيكلن امكــان و هســتند هــوا در

ــت ــارچي تهــاجمي در ســوختگي  عفون ــا هــاي ق شــيفت  ه
هاي كومنسال مثل كانديدا آليكـنس بـه سـمت     ارگانيسم

پاتوژن فرصـت طلـب مثـل كانديـداهاي غيـر آلبيكـنس       
 داي ـكاند 5مطالعه حاضـر نيـز    در )34(گزارش شده است

 دايــكاند كيــ و كــنسيآلب دايــكاند يــك ،سيكــاليتروپ
كـه از   آمـد  دست بهكشت خون  PCRاز سيلوزيپاراپس

 .بـود  يمنف خون كشت جهينت ماريب چهاربيمار، در  7اين 
. بـود  مشـابه  PCR جهينت با خون كشت جهينت ماريب سه در
 كشـت  از دايكاند كه يمارانيب يسوختگ درصد نيانگيم

مير  ميزان مرگ و و درصد 7/25 شد، حاصل ها آن خون
 كشـت  از لوسيآسـپرژ  كـه  يمـاران يب از كه درصد 2/14

در مطالعـه  . اسـت  تـر  كـم  بـود،  آمـده  دست به آنها خون
ــين  ــه 20حاضــر در ب ــدند،   نمون ــوالي ش ــين ت ــه تعي اي ك

ه بيمـار بـا نتـايج ب ـ    3ارگانيسم جدا شده از كشـت خـون   
يكسـان بـود    PCRدست آماده از تعيين تـوالي محصـول   

نمونه كشت خون منفي تنهـا بـا    17ه در تمامي ك درحالي
PCR  توجيهي). 1جدول شماره (نتيجه مثبت به دست آمد 

 PCRمثبـت   كه براي منفي بودن كشت خـون در مـوارد  
توان ارائه كرد، وقوع فـونجمي مـوقتي و گـذرا سـت      مي

هـا و   كه در ايـن مـوارد قـارچ بـه سـرعت توسـط سـلول       
مـين دليـل   ه به. وندش هاي دفاعي از خون پاك مي ارگان

انجـام يـك كشـت خـون فـونجمي قابـل        ممكن است با
كه بار قارچي كم و يا  چنين در صورتي هم. رديابي نباشد

قارچ زنده نباشد و يا درصـورت اسـتفاده داروهـاي ضـد     
 صورت پروفيلاكسي در بيماران در معرض خطره قارچي ب
 خون قادر به شناسـايي  هاي قارچي تهاجمي، كشت عفونت

ــ. نجمي نخواهــد بــودفــو كــارگيري  هدر ايــن مــوارد بــا ب
 قارچ در خـون،  DNAهاي مولكولي براي تشخيص  روش

آزاد شده ناشي ازعمل  DNAو قطعات غير زنده قارچ و 
چنـين بـار قـارچي كـم قابـل       پاكسازي فاگوسيترها وهـم 

با توجه بـه نتـايج بـه دسـت      .شوند رديابي و شناسايي مي
هـاي   مايـانگر كـارايي روش  آمده از مطالعه حاضـر كـه ن  

 قارچ در نمونه خون بيمـاران  DNAمولكولي در شناسايي 
ها به  است، استفاده از اين روش در معرض خطر فونجمي

هاي تشخيص باليني، ميكروبيولـوژي و   همراه ساير روش
راديولوژي و هيستوپاتولوژي كـاملا سـودمند بـوده و در    

 ايـن . ايفا نمايد تواند نقش مهمي نجات جان اين بيماران مي
خـون   ها هم در نمونه خون كامـل و هـم در كشـت    روش

بيماران مشكوك به فونجمي قبل از مثبـت شـدن كشـت    
قارچ و يا پس از مثبت شـدن   DNAخون براي تشخيص 

  .اند كشت خون براي تعيين گونه سريع قارچ قابل استفاده
  

 سپاسگزاري

 و تحقيقـات  معاونـت  مـالي  حمايـت  بـا  اين مطالعـه 
ــن ــگاه آوري ف ــوم دانش ــكي عل ــدران پزش ــز و مازن  مرك

 كـه  به انجـام رسـيده اسـت    تهاجمي هاي قارچ تحقيقات
 اعـلام  موضوع ازاين را خود قدرداني مراتب وسيله بدين
 دانشـجوي  نامـه  پايـان  حاصـل  حاضـر  مطالعـه . داريـم  مي

دكتر اكـرم   خانم پزشكي، شناسي قارچ ارشد كارشناسي
  .باشد عبداللهي مي
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