
مقدمه
تشخيص بيماري هاي عفوني به ويژه قارچ ها به دليل شيوع بالا، 
انساني  ايجاد معضلات بزرگ بهداشتي در جوامع  مسري بودن و 
از اهميت خاصي برخوردار مي باشند اما با پيشرفت هاي علمي و 
استفاده مستمر از روش هاي جديد علوم پزشكي پيشگيري و كنترل 

راه هاي انتقال، ايمن سازي و دارو، درمان وضعيت فوق را به نحو 
مساعدي تغيير داده است)1،2(. افزايش شيوع عفونت هاي قارچي 
فرصت طلب در بين بيماران پيوندي و افراد با ايمني سركوب شده، 
تهديد كننده مي باشد. درماتوفيت ها با شيوع 20-10 درصد كل 
جمعيت دنيا زمينه را جهت بررسي و مطالعه فراهم نموده است)1(. 
امروزه با وجود آزمايش هاي هيستولوژيك، بيوشيميايي، تغذيه اي 
و سرولوژيك قابل دسترس، شناسايي قارچ هاي بيماري زا اغلب با 
تشخيص ويژگي هاي ساختماني آن ها در كشت و با مطالعه های 
ميكروسكوپي انجام مي گيرد)7(. قارچ هاي فرصت طلب و پاتوژن 
شايع و متداول در ايران، در آزمايشگاه ها به طور معمول با رنگ 
آميزي گرم، لاكتوفنل كاتن بلو يا با استفاده از پتاس 10 درصد 
به عنوان شفاف كننده تشخيص داده مي شود و براي تعيين گونه، 

مقايسه و ارزيابي روش هاي آزمايشگاهي اسمير-كشت-مولكولي عفونت هاي قارچي در نمونه هاي باليني 
بيماران

نسرين شيخي1*، سعيد ذاكر بستان آباد2، سينا ميرزا احمدي1
1- گروه ژنتيك دانشگاه آزاد واحد زنجان، زنجان، ايران

2- گروه ميكروبيولوژی دانشگاه آزاد اسلامی واحد پرند، پرند، ايران

چكيده            
سابقه و هدف: افزايش نگران كننده عفونت هاي قارچي به ويژه در بيماراني كه به نحوي سيستم ايمني آن ها در دفاع از عوامل عفوني 
تضعيف شده و نيز پيشرفت هاي گسترده در روش هاي تشخيصي، موجب بررسي هاي گسترده تر در تشخيص عفونت هاي قارچي با روش هاي 
نوين تر در گروه هاي مختلف بيماران گرديده است. هدف اصلي اين مطالعه مقايسه و ارزيابي روش هاي آزمايشگاهي اسمير-كشت-مولكولي 

عفونت هاي قارچي در نمونه هاي باليني بيماران مي باشد.
مواد و روش ها: از مرداد 1393 تا دي ماه1393، 420 نمونه  مشكوك به عفونت هاي قارچي، از سه مركز بيمارستان رازی، بيمارستان 
بقيه اله و آزمايشگاه مسعود جمع آوری شد. آزمايش لام مستقيم براي نمونه ها آماده شد و بر اساس نتايج آن ، نوع ضايعه و تشخيص پزشك 

متخصص، نمونه ها گروه بندي شده وآزمايش هاي كشت و مولكولي)PCR( همزمان صورت گرفت.
يافته ها: از 420 نمونه بررسي شده با روش ميكروسكوپي، 15 نمونه)3/5%( آسپرژيلوس، 64 نمونه)15/2%( درماتوفيت و براي موكور نمونه 
 15 ،Nested PCR اي تشخيص داده نشد. از15 نمونه آسپرژيلوس، 12 نمونه)80%( در نتيجه كشت مثبت و 3 نمونه )20%( منفي بود و با روش
نمونه مثبت شدند. از64 نمونه درماتوفيت ها ، نتيجه كشت40 مورد )62/5%( مثبت و16 نمونه)25%( منفي بودند. تعداد 6 مورد )9/3%( آلودگی 

ساپروفيت و 2 نمونه )3/12%( در محل تلقيح، آسپرژيلوس رشد كرده بودند. با روش Nested PCR، 62 مورد )96/8%( مثبت شد. 
نتيجه گيری: نتايج به دست آمده در اين مطالعه، نشان مي دهد كه PCR با توجه به حساسيت بالا، قابليت خوبي در تشخيص بيماري قارچي 
در مراحل اوليه عفونت دارد. از آنجايي كه تشخيص سريع و اختصاصي عفونت هاي قارچي، به ويژه با توجه به جنس ها و گونه هاي عامل بيماري، 
امكان اعمال پروتكل هاي درماني ضد قارچي را به طور جهت دار و با كفايت فراهم خواهد كرد، طراحي و به كارگيري تكنيك هاي سريع، دقيق و 

حساس در اين رابطه بسيار ضروري و اجتناب ناپذير خواهد بود.
كلمات كليدی: آسپرژيلوس، درماتوفيت، موكور، اسمير، PCR، كشت
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محيط هاي كشت scc براي درماتوفيت ها و محيط s براي ساير 
قارچ ها به كار مي رود)11(. روش هاي معمول شناسايي قارچ ها از 
جمله اسمير مستقيم، كشت و نمونه هاي پاتولوژيك آن چنان كه 
بايد يا سريع نيستند و يا از حساسيت لازم برخوردار نمي باشند)23(. 
روش هاي ايمونولوژيك مانند روش هاي رديابي آنتي بادي و آنتي 
ژن نيز اگرچه سريع هستند، اما فاقد ويژگي و دقت لازم هستند و 
در بعضی مواقع در بيماران داراي نقص در سيستم ايمني كه در 
توليد آنتي بادي مشكل دارند قابل انجام نمي باشند)18(. روش هاي 
مولكولي از جمله )PCR)polymerase chain reaction امروزه 
به شكل بسيار وسيعي در تشخيص عفونت ها به كار مي روند. اين 
روش ها هم حساسيت لازم و هم ويژگي كافي و نيز سرعت مناسب 
را دارا هستند. Nested PCR يك روش PCR دو مرحله اي است 
كه براي افزايش حساسيت و اختصاصي بودن PCR به كار مي رود 
به نحو چشم گيري  را   PCR اين روش حساسيت و ويژگي  .)8(
بالا مي برد و احتمال تكثير قطعه مورد نظر را در مقابل قطعات 
غير اختصاصي افزايش مي دهد)8(. با توجه به شرايط ويژه بيماران 
بستري شده در بخش مراقبت هاي ويژه ، تشخيص اوليه و اختصاصی 
بيماري جهت شروع درمان هاي ضد قارچی بسيار ضروري بوده و 
نيازمند تكنيك هاي تشخيصی با ارزش و مناسب می باشد ولی با 
وجود پيشرفت هاي حاصل شده در روش هاي تشخيصی، عفونت 
قارچي هنوز خوب و به موقع تشخيص داده نشده و تشخيص قطعی 
آن قبل از مرگ بيمار و قبل از تكثير فراوان عامل قارچی با مشكل 
صورت می گيرد)25(. بقاي بيماران علير غم استفاده از داروهاي ضد 
قارچی پايين مي باشد كه در بيشتر  به علت عدم اثبات تشخيص 
اوليه آلودگي و به دنبال آن شروع دير هنگام  بيماري در مراحل 
درمان هاي ضدقارچي براي بهبود وضعيت بيماران مي باشد)24، 
14(. در اين تحقيق روش PCR براي شناسائي عفونت هاي قاري به 
كار رفت تا اهميت روش مولكولي براي به كارگيري در تشخيص هاي 
سريع در رديابي انواع قارچ ها مورد ارزيابي قرار گيرد. در ادامه اين 
مطالعه به منظور مقايسه و ارزيابي روش هاي آزمايشگاهي مختلف 
اسمير و كشت و مولكولي در تشخيص قارچ هاي آسپرژيلوس و 

درماتوفيت و موكور صورت گرفت.
مواد و روش ها 

نمونه: نمونه ها از سه مركز بيمارستان رازی، بيمارستان بقيه اله و 
آزمايشگاه مسعود جمع آوری شد.

اسمير مستقيم: نمونه ها با كاهش اندازه و نرم كردن در يك قطره 
KOH، مورد بررسي ميكروسكوپي قرار گرفتند)27(.

كشت: بر اساس شناسايي صورت گرفته با لام مستقيم و محل ضايعه 
 SCC و SC و درخواست پزشك، نمونه ها در محيط هاي كشت

كشت داده شد) 27(.

PCR و مراحل DNA جداسازي
 Probe از نمونه هاي باليني با استفاده از كيت DNA استخراج
NA)كياژن( صورت گرفت و DNA استخراج شده از نمونه های 
 DNA بالينی بر روی ژل آگارز 0/8% مشاهده شد و خلوص و كيفيت
بررسي شد. واكنش PCR با استفاده از پرايمرهاي اختصاصي هر 
جنس صورت گرفت. براي انجام PCR از Master Mix شركت 
 2x Master Taq DNA Polymerase ويراژن با نام تجاري
Mix Red استفاده شد. محصول PCR هر جنس روي ژل آگارز 
 SP5 2% بررسي شدند. نمونه هاي گروه آسپرژيلوس، با پرايمرهاي
و   )’3-GAT AAC GAA CGA GAC CTC GG-’5(
-TGC CAA CTC CCC TGA GCC AG-’5(  SP8

3’( دور اول PCR گذاشته شد و سپس محصول PCR آن، به 
 CCT-’5( ASP7 با پرايمرهاي PCR عنوان الگو براي مرحله دوم
-’5( ASP1 و )’3-GAG CCA GTC CGA AGG CC

CGG CCC TTA AAT AGC CCG GTC-3’( استفاده 
شد)26(.

برنامه PCR براي هر دو مرحله مطابق جدول زير مي باشد)جدول1(:
جدول1. برنامه PCR آسپرژيلوس

94°C for 5minInitial denaturation

cycle 30Thermo-Cycle file

94°C for 1 minDenaturation

56°C for 1 minAnnealing

72°C for 90 secondExtension

72°C for 10 minFinal extension

Store8ºC

 CAT CGA-’5( S-CHS1 نمونه هاي گروه درماتوفيت ها با پرايمر
 CTC GAG GTC-’5( R-CHS1 و )’3-GTA CAT GTG CTC GC

AAA AGC ACG CC-3’( مرحله اول PCR صورت گرفت. براي 

مرحله Nested PCR از محصول اوليه استفاده و تكثير با پرايمرهاي 
 JR2 3’( و-GCA AAG AAG CCT GGA AGA AG -’5( JF2

)GGA GAC CAT CTG TGA GAG TTG-’5-3’ انجام شد)10(. 

برنامه PCR مطابق جدول زير مي باشد)جدول2(:
جدول2: برنامه PCR درماتوفيت

94°C for 3minInitial denaturation
cycles 35Thermo-Cycle file

94°C for 1 minDenaturation
 56°C for 1 min and 15

second
Annealing

72°C for 90 secondExtension
72°C for 10 minFinal extension

store8ºC

يافته ها:
از 79 بيمار مثبت تشخيص داده شده با مشاهده مستقيم، تعداد 
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مردان 50 ، تعداد زنان 29 مورد و در محدوده سنی 11 تا 87 سال 
بودند. بيش ترين فراوانی ابتلا به عفونت هاي قارچي به تفكيك سن 
و جنس مربوط به گروه سنی 10-19 سال در جنس مذكر بود كه 
تفاوت چشم گيری با جنس مونث در اين رده سنی داشت. در اين 

رده سنی بيش تر افراد مذكر كشتی گير بودند.
نمونه   )%3/5(15 مورد،   )%18/8(79 مستقيم  لام  مشاهده  با 
آسپرژيلوس و 64)15/2%( نمونه درماتوفيت شناسايي شد )جدول4 

و5(. 
فراوانی بيماري در دست، هم در افراد مذكر و هم در افراد مونث 
نسبت به ساير نقاط بدن بيش تر بود. هم چنين اين يافته در جنس 
مذكر نسبت به جنس مونث بيش تر بود. بيماري در گوش و زير بغل 

با كم ترين فراوانی بودند)جدول 3(.
از15 نمونه آسپرژيلوس، 12 نمونه)80%( در نتيجه كشت مثبت و 3 
نمونه )20%( منفي بود و در روش Nested PCR، 15 نمونه مثبت 
شدند. از64 نمونه درماتوفيت ها ، نتيجه كشت40 مورد )%62/5( 
مثبت و16 نمونه)25%( منفي بودند. تعداد 6 مورد )9/3%( آلودگی 
ساپروفيت و 2 نمونه )3/12%( در محل تلقيح، آسپرژيلوس رشد 

كرده بودند)جدول4و5(.
همزمان با بررسی از طريق كشت، PCR نمونه ها انجام شد. از 15 
نمونه گروه آسپرژيلوس همه )100%( مثبت بودند)تصوير1(.نمونه 
هاي گروه درماتوفيت ها از 64 نمونه 62 مورد )96/8%( مثبت بودند 

)تصوير2(.
2 مورد منفي)3/12%( با پرايمر درماتوفيت را در خصوص 2 مورد 
 PCR و جواب  بررسي شد   Nested PCR روش  با  آسپرژيلوس 

مثبت بود)جدول4و5(.

تصوير 1: نتيجه Nested PCR آسپرژيلوس نمونه های بالينی )شماره 1: 

كنترل مثبت، شماره هاي2 تا 6: نمونه هاي مثبت آسپرژيلوس، شماره 7: ماركر 

bp 50، شماره 8: كنترل منفي(.

تصوير 2: نتيجه Nested PCR درماتوفيت نمونه های بالينی )شماره 1: ماركر

bp 50، شماره 3: كنترل مثبت، شماره هاي 2،4، 5، 6 و7: نمونه هاي مثبت 

درماتوفيت، شماره 8: كنترل منفي(.

در بررسی انواع عوامل قارچی براساس موضع درگير، عامل ايجاد 
عفونت در هر موضع درگير به طور معنی داری با موضع ديگر متفاوت 
بوده است )CI=0/95; P=0/000(. اين بررسی نشان می دهد كه 

هرعامل عفونی به موضع های خاص گرايش متفاوتی دارد.
جدول3. فراوانی نواحی مبتلا به عفونت قارچی به تفكيك جنس در افراد مورد 
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جدول 4: مقايسه نتايج حاصل از اسمير و كشت و PCR نمونه هاي درماتوفيت
 No. of
strains iso-

lated

 Result
 of

smear

Species assign-
ment

by culture

 Result
 of
PCR

محل 
ضايعه

 ,1-9 ,1-4 ,1-1
5-9 ,4-5

+ No growth + دست

 ,2-9 ,2-8 ,1-2
5-11 ,3-9

+  Trichophyton
mentagrophytes

+ دست

 ,2-11 ,1-3
3-4

+  Microsporum
canis

+ سر

5-10 ,1-5 +  Trichophyton
mentagrophytes

+ صورت

 ,2-7 ,2-5 ,1-6
4-1 ,3-10

+ No growth + كف پا

1-7 + Unknown + سر
1-8 + saprophyte + كف پا
1-11 ,1-10 + No growth + پشت كمر
84225 ,1-12 + No growth + كشاله ران
115435 ,1-13 +  Microsporum

canis
+ دست

1-14 +  Trichophyton
verrucosum

+ كشاله ران

 ,2-13 ,1-15
5-1

+  Trichophyton
rubrum

+ كشاله ران

4-2 ,2-1 +  Trichophyton
verrucosum

+ دست

2-2 +  Trichophyton
tonsurans

+ دست 

3-8 ,2-3 + No growth + سر
2-4 +  Trichophyton

tonsurans
+ صورت

2-6 +  Trichophyton
mentagrophytes

+ كشاله ران

2-10 + saprophyte + سر
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 ,4-8 ,2-12
5-6 ,5-4

+ saprophyte + دست

2-14 +  Epidermophyton
floccosum

+ كف پا

 ,3-7 ,3-2 ,3-1
4-4 ,3-12

+  Trichophyton
mentagrophytes

+ سر

3-3 + .Aspergillus sp - دست
5-7 ,3-5 +  Trichophyton

mentagrophytes
+ پشت كمر

3-11 ,3-6 +  Epidermophyton
floccosum

+ كشاله ران

4-3 +  Trichophyton
verrucosum

+ ساق پا

4-6 +  Epidermophyton
floccosum

+ زير بغل

4-7 +  Epidermophyton
floccosum

+ ساق پا

5-2 +  Trichophyton
?verrucosum

+ كشاله ران

5-3 +  Epidermophyton
 floccosum and

Candida

+ كشاله ران

5-8 ,5-5 +  Trichophyton
rubrum

+ كف پا

84001 + .Aspergillus sp - كف پا
86865 +  Trichophyton

mentagrophytes
+ گوش

جدول5: مقايسه نتايج حاصل از اسمير و كشت و PCR نمونه هاي آسپرژيلوس
 No. of
 strains
isolated

 Result
 of

smear

 Species assignment
by culture

Re-
 sult
 of

PCR

محل 
ضايعه

85726 + No growth + ناخن پا
89 ,1 ,118 + .Aspergillus sp + ناخن پا
 ,2 ,18 ,17-2
 ,1160 ,3108
140593

+ Aspergillus flavous + ناخن پا

0020 + Aspergillus niger + خن  نا
دست

18-2 + Aspergillus niger + سينوس
88 + Aspergillus fumi-

gatus
+ ناخن پا

3 ,3608 + No growth + سينوس

بحث
ديگر  هاي  همانند كشور  ايران  در  قارچی  های  عفونت  تشخيص 
مشكل جدي تلقي مي گردد و ده ها محقق در آزمايشگاه های مجهز 
همواره در صدد يافتن راه كاری برای رديابی عفونت های قارچی به 

خصوص عفونت های قارچی مهاجم هستند)27(.
يكی از عفونت های قارچی مورد مطالعه در اين تحقيق آسپرژيلوزيس 
بود. قابل ذكر است كه آسپرژيلوس ها از جنبه هاي مختلف صنعتي، 
پزشكي و بيوشيميايي حايز اهميت هستند. در قسمتی از تحقيق به 
مطالعه و جداسازی درماتوفيت ها پرداخته شد چرا كه تغييرهای 

جمعيتی كه طی دهه های اخير ايجاد شده موجب گسترش عفونت 
از  ناشی  های جلدی  عفونت  امروزه  است.  درماتوفيتی شده  های 
درماتوفيت ها در همه گروه های سنی و در سرتا سر دنيا رخ می 
دهند و هر ساله ميليون ها نفر از كسانی كه به كچلی مبتلا می شوند 
ميليون ها دلار جهت مراقبت های بهداشتی به طور خصوص جهت 
درمان در مواردی كه تشخيص به سرعت انجام نمی شود، هزينه می 
نمايند)22(. در حال حاضر نيز نسبت قابل توجهی از كشت های 
قارچی كه در آزمايشگاه های بالينی قارچ شناسی تشخيص داده می 

شوند را درماتوفيت ها تشكيل می دهند)21(.
روش های تشخيصی متعددی برای رديابی قارچ ها در حال انجام 

است كه هر كدام دارای ويژگی های خاصی می باشند.
در مشاهده ميكروسكوپي سرعت مهم ترين مزيت آن مي باشد و 
مي تواند اطلاعاتي را به ما بدهد كه با روش هاي ديگر قابل دسترس 
نمي باشند. براي مثال در بعضي از نمونه ها مانند ناخن، تعداد قابل 
توجهي از نمونه ها در مشاهده ميكروسكوپي، مثبت هستند به كشت 
جواب نمي دهند. در اين موارد تشخيص قطعي عفونت قارچي به 
مشاهده ميكروسكوپي وابسته است)19(. قابل ذكر است كه آزمايش 
يك  و  دارد  كشت  از  كمتري  حساسيت  ميكروسكوپي  مستقيم 

آزمايش مستقيم منفي عفونت قارچي را رد نمي كند.
روش متداول شناسايی قارچ ها در آزمايشگاه های تشخيص طبی، 
هنوز شامل كشت در محيط های جداسازی اوليه است و چون نمونه 
بيش تري مورد آزمايش قرار مي گيرد در نتيجه، روش حساس تري 
مي باشد. اين روش ها به رغم ارزش قابل توجه شان بسيار متنوع و 
در بعضی مواقع غير دقيق، به طور عموم وقت گير، پر هزينه و به طور 
اصول مستلزم كادر قارچ شناسی متبحر هستند و در نهايت درصد 
قابل توجهی از جدايه ها در اين روش ها با هويت مبهم و مشكوك 

باقی می مانند)16(.
روش های مولكولي مبتني بر تفاوت در توالي قطعات DNA مي 
باشد)16(. روش های مبتنی بر PCR نظير PCR تك مرحله ای، 
 DNA از ITS تعيين توالی نواحی ،Nested PCR ،RAPD-PCR
ريبوزومی و تعيين توالی ژن های كد كننده پروتئين برخی از روش 
ها هستند )15،5(. به تازگي با بررسي تشابه و اختلاف قطعات خاصي 
 DNA Topoisomerease II ، )12( ITS مثل DNA از مولكول
)13( و Chitin synthase )17( و غيره روش هاي جديدي براي 
شناسايي گونه هاي قارچ ها معرفي شده است )16(. هم چنين روش 
هاي مولكولي در مواردي كه بيمار، داروي ضد قارچي استفاده كرده 
باشد، مفيد مي باشد چون مصرف دارو باعث عدم رشد در محيط 
هاي كشت و عدم امكان تشخيص درست مي گردد)10(. از ديگر 
مزاياي روش هاي مولكولي اين است كه تحقيقات ژنومي به طور لازم 
 PCR مستلزم استفاده از ارگانيسم زنده نمي باشند و انگشت نگاري
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مي تواند جهت بررسي سوش هاي مرده مورد استفاده قرار گيرد )9(. 
سرانجام اين كه با استفاده از روش هاي مولكولي مي توان به ارزيابي 

اثر های درماني عوامل ضد قارچي پرداخت )6(.
قارچی  های  عفونت  كسب  مستعد  بيمار   420 تحقيق  اين  در 
قرار  بررسی  مورد  موكوروزيس  و  درمافيتوزيس  آسپرژيلوزيس، 
گرفتند كه با توجه به نتايج لام مستقيم در سه گروه آسپرژيلوس، 
درماتوفيت و موكور دسته بندي شده و از نظر كشت و مولكولی 

)Nested PCR( ارزيابی شدند.
در آزمايش مستقيم، با ديدن ميسليوم های دو شاخه بی نظم با 
ديواره عرضی نمونه ها در گروه آسپرژيلوس ها قرار گرفتند كه 15 
مورد)3/5%( گزارش شد و نمونه هايی كه ميسليوم آرتوكونيدی دارند 
و ميسليوم كم رنگ تر و منظم ترنسبت به آسپرژيلوس بودند در گروه 

درماتوفيت ها قرار گرفتند كه 64 مورد)15/2%( شناسايی شد. 
گونه هاي آسپرژيلوس شناسايي شده با كشت شامل: آسپرژيلوس 
و  مورد)%16/6(   2 نايجر  آسپرژيلوس  مورد)%50(،   6 فلاووس 
آسپرژيلوس فوميگاتوس ا مورد)8/3%( بود. 3 مورد )25%( شناسايي 

نشدند.
در مطالعه حاضر ، آسپرژيلوس فلاووس شايع ترين جدايه ي مورد 
شناسايي بود كه اين موضوع با مطالعه ي ميرهند ي و همكاران 
)16(، زيني و همكاران )27( و شكوهي و همكاران )3( تطابق داشت. 

شايع ترين موضع درگيری آسپرژيلوس ها ناخن بود. 
بعد از بررسي ماكروسكوپی و ميكروسكوپی كشت هاي درماتوفيتي، 
گونه هاي قابل شناسايي شامل: ترايكوفايتون منتاگروفايتيس 16 
ترايكوفايتون  مورد)%12/5(،   5 روبروم  ترايكوفايتون  مورد)%40(، 
وروكوزوم 5 مورد )12/5%( كه 1 مورد آن مشكوك به وروكوزوم 
گزارش گرديد. ترايكوفايتون تونسورنس 2 مورد)5%(، اپيدرموفايتون 
فلوكوزوم 6 مورد)15%( مشاهده شد كه 1 مورد از آن ها ميكس با 
كانديدا بود. ترايكوفايتون اكوئينوم و ترايكوفايتون ويولاسئوم موردي 

مشاهده نشد.
در مطالعه ای كه توسط عمران و همكارانش صورت گرفت به بررسی 
تعيين توزيع و چگونگی انتشار بيماری های قارچی سطحی و جلدی 
كردند.  معرفی  بيماری  ترين  شايع  را  درماتوفيتوزيس  پرداختند، 
معمولی ترين شكل بالينی درماتوفيتوزيس كچلی كشاله ران و در 
ميان درماتوفيت های جدا شده از كشت از موارد درماتوفيتوزيس 
ترايكوفايتون منتاگروفايتيس، شايع ترين عامل بوده است)4( كه 
در مطالعه ما نيز درماتوفيتوزيس شايع ترين بيماري، شايع ترين 
موضع درگيری درماتوفيت ها در هر دو جنس، دست و ترايكوفايتون 

منتاگروفايتيس از كشت بيش ترين مورد بود. 
در بين15 نمونه داراي آزمايش مستقيم مثبت در گروه آسپرژيلوس 
و Nested PCR هم  با هر دو روش كشت  ها، 12 مورد)%80( 

خواني داشتند و 3 مورد)20%( تنها با روش Nested PCR مثبت 
شدند.

در بين64 نمونه داراي آزمايش مستقيم مثبت در گروه درماتوفيت 
ها، 40 مورد )62/5%( با هر دو روش كشت و Nested PCR هم 
 Nested PCR خواني داشتند و 22 مورد )34/3%( تنها با روش
 Nested PCR تاييد شدند. 2 مورد )3/1%( با هر دو روش كشت و
هم خواني داشتند ولي نتيجه آزمايش مستقيم را تاييد نمي كردند 

و آسپرژيلوس بودند.
 Nested PCR در نتيجه، تعداد نمونه هايی كه آزمايش مولكولی
بر روی آن ها صورت پذيرفت 79 نمونه بوده است كه در بين اين 
نمونه ها 17 مورد)21/5%( آسپژيلوس مثبت و  62 مورد)%78/4( 
درماتوفيت مثبت ثبت گرديده است. در مطالعه انجام شده توسط 
Garga و همكاران برای تشخيص سريع درماتوفيت ها در 155 
نمونه بالينی، Nested PCR را روش حساس تری نسبت اسمير 
و كشت معرفی كرد)15( كه مطالعه حاضر نيز اين موضوع را تاييد 

مي كند.
در كچلی كشاله ران در بيش تر موارد علت وقوع آن درماتوفيتي 
و  منتاگروفيتس  ترايكوفايتون  و  روبروم  ترايكوفايتون  چون  هايي 
اين تحقيق هم شايع  باشد)20(. در  فلوكوزوم مي  اپيدرموفايتون 
ترين درماتوفيت مولد كچلي كشاله ران اپيدرموفيتون فلوكوزوم و 
تريكوفيتون روبروم بود، راه انتقال از حوله، لباس، ليف و ملحفه و 
تماس مستقيم مي باشد، هم چنين تشك هاي آلوده كشتي در 
 )Otero(سالن هاي ورزشي راهي براي انتقال كچلي مي باشد. اوترو
و همكاران مواردي از كچلي ران را به خاطر تماس هاي جنسي 
گزارش داده اند، آن ها اشاره به زنان فاحشه اي داشتند كه در تماس 
هاي جنسي خود كچلي كشاله ران خود را به مرداني كه با آن ها 
تماس جنسي داشتند انتقال داده بودند و معتقدند كه كچلي كشاله 
ران مي بايستي مورد توجه كساني قرار گيرد كه در قسمت بيماري 
هاي منتقله به وسيله تماس جنسي )STD( مطالعه مي كنند)20(.

طبق تحقيق انجام گرفته توسط املين گلين وان اونس، نشان داد كه 
از ميان كل نمونه هايي كه به وسيله ميكروسكوپ و يا كشت و يا هر 
دو مثبت بودند، تنها 15% آن ها فقط به وسيله كشت تشخيص داده 
مي شدند. به طور معمول اين مسئله ناشي از كميابي قارچ ها در بافت 
و كمي نسبي مواد مورد آزمايش در مشاهده مستقيم ميكروسكوپي 
نسبت به كشت مي باشد. از طرف ديگر در 31% موارد اگر كشت 
به تنهايي انجام مي گرفت به تشخيص نمي رسيدند. اكثريت چنين 
نمونه هايي)24%( ناخن بود، مشخص شده است كه در حدود %50 
از ناخن هاي آلوده جدا شده، در محيط كشت رشد نمي كنند، اين 
مسئله در مورد مخمرها و قارچ هاي رشته اي ديگر مانند درماتوفيت 
ها ديده مي شود. 7% باقي مانده از 31% كه كشت به تنهايي قابليت 
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تشخيص نداشت مربوط به نمونه هاي پوستي بود و عامل اين مسئله 
به احتمال زياد به استفاده از داروي ضد قارچي بدون اطلاع دادن به 
آزمايشگاه بود. با اين وجود، اين موضوع كه نمونه هاي گرفته شده از 
دست، صورت، و كف پا بيش تر از نمونه هاي جاهاي ديگر تمايل به 

منفي بودن در كشت دارند يك واقعيت مي باشد ) 19(.
نتيجه گيري

از دلايلی كه موجب اين عدم ارتباط و تطابق بين نتايج تست های 
مختلف می گردند: اول، به علت درمان های تجربی قبل از انجام 
تست های تشخيصی عفونت های قارچی است كه اين امرموجب 
منفی شدن كشت ها به علت دژنره شدن عوامل قارچی و حتی 
منفی شدن آزمايش مستقيم در تشخيص عوامل قارچی خواهد شد. 
دوم، اطلاع كافی نداشتن از روند پيشرفت بيماری و نمونه گيری در 
مواقعی كه عوامل قارچی هنوز به بافت هجوم پيدا نكرده اند و يا 
توسط سلول های ايمنی پاك شده اند. سوم، به علت آلودگی های 
محيطی و نيز كلنيزاسيون در بيماران كه موجب ايجاد نتايج مثبت 
كاذب خواهند شد. چهارم، خطاهای نمونه گيری و خطاهای دستی 
و تكنيكی كه در روند انجام تست ها برحسب تداول اجتناب ناپذير 
هستند نيز موجب نتايج مثبت كاذب و يا منفی كاذب خواهند شد. 
پنجم، پايين بودن حساسيت روش های سنتی )40 تا 50 درصد( 
موجب شده كه نمی توان صد در صد انتظار داشت كه هميشه نتايج 
اين روش ها انطباق كامل با ديگر روش ها را داشته باشد چرا كه 
ممكن است حساسيت روش های غير سنتی بيش تر بوده و در 
نتيجه در اين موارد نتايج مثبت بيش تری را نسبت به روش های 
سنتی شاهد باشيم. ششم، تعريف و تعيين نشدن بهترين استراتژی 
برای تركيب و استفاده همزمان و اين كه استفاده از كدام روش ها 

مؤثرتر خواهد بود.
بنابراين می توان نتيجه گرفت كه Nested PCR با هدف قرار دادن 
ژن هاي مورد مطالعه ممكن است استاندارد طلايی برای تشخيص 
در بيماران مبتلا در نظر گرفته و می تواند پزشك را در شروع سريع 
و درمان ضد قارچی مناسب كمك كند. اين روش نه تنها سريع بلكه 
ساده و ارزان در مقايسه با ديگر روش های مولكولی برای تشخيص 

عفونت قارچی مي باشد.
سپاسگزاري

از كليه همكاران بخش قارچ شناسي آزمايشگاه مسعود، به ويژه آقايان 
رضا اميري و علي قربان پور در خصوص همكاري در مراحل انجام 

تحقيق فوق، كمال تشكر را دارم.
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