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Background and Aim: Aspergillus fumigatus is the cause of more than 90% of 

invasive pulmonary aspergillosis. The aim of this study is identification and detection 

of A.fumigatus in bronchoalveolar lavage (BAL) samples patients suspected to have 

tuberculosis by using of Nested-PCR. 

Materials and Methods: In this assay, a set of 100 BAL samples which were 

collected in 9 month, between the years 2012-2013, from patients with suspected 

tuberculosis in Tehran hospital, were examined by direct, culture and molecular tests. 

Manual phenol-chloroform method was used in order to extract DNA. Specific primers 

of Aspergillus genus and beta-actin primers were used for duplex-PCR. A pairs of 

internal primers were utilized in order to identification of A.fumigatus (Nested-PCR 

method). Finally, some of the PCR-products were sequenced for confirming results. 

Results: Overall, 12 samples (12%) were aspergillus-positive by molecular test 

while 11% and 10% samples were positive by direct and culture test, respectively. The 

sensitivities and specificities of PCR method compare with direct examination was 

100% and 98.8%, respectively. The study also showed that sensitivities and 

specificities of PCR method compare with culture was 100% and 97.7%, respectively. 

After sequencing PCR product sample, isolated species were recognized as A. 

fumigatus. 

Conclusions: This study showed that PCR method in compare with the direct 

method and the culture has a higher sensitivity in the detection of Aspergillus species, 

also Present study displayed that can be consider Aspergillus species and A. fumigatus 

in suspicious to tuberculosis BAL samples. 

Key Words: Aspergillus fumigatus, Bronchoalveolar lavage (BAL), PCR 

 
Copyright © 2014 Iranian Journal of Medical Microbiology. All rights reserved. 

Corresponding author at: 

 

Dr. Reza Kachuei  

 
Molecular Biology Research 

Center, Baqiyatallah University 

of Medical Sciences, Tehran, 

Iran  

 

Email:

kachueiz@yahoo.com 

 

How to cite this article: 

 

 

Iranian Journal of Medical Microbiology 

Iran J Med Microbiol: Volume 8, Number 2 (07-2014( 

www.ijmm.irJournal homepage:  

 

 

Original 

Article 

 

Amini F, Mirhendi H, Kachuei R, Noorbakhsh F. Detection and Identification of Aspergillus 

fumigatus in BAL Samples of Patients with Suspected Tuberculosis by Nested-PCR. Iran J Med 

Microbiol. 2014; 8 (2) :14-21 

 

http://www.ijmm.ir/


 

41 

 

 

 

 

 (BALلاواژ برونکوآلوئولار ) یهانمونهدر  آسپرژیلوس فومیگاتوسجداسازی و شناسایی 

 Nested-PCRمشکوک به سل به روش 
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ست. مهاجم حاد ریوی ا یلوزیسآسپرژ %09عامل بیش از  آسپرژیلوس فومیگاتوس :زمینه و اهداف

 لاواژ برونکوآلوئولار یهانمونهدر  آسپرژیلوس فومیگاتوسهدف از مطالعه حاضر شناسایی و ردیابی 

(BAL مشکوک به سل به روش )Nested-PCR  .است 

از  BALنمونه  999تعداد  09-09ماه در طول سال های  0در این بررسی، در طی مواد و روش کار: 

مارستان آموزشی در شمال تهران جمع آوری گردید، آزمایش مستقیم، بیماران بستری و مراجعه کننده به بی

 روش دستی از  DNA به منظور استخراجبر روی نمونه های مورد مطالعه صورت گرفت،   PCRکشت و 

جنس آسپرژیلوس و اختصاصی از پرایمرهای  Duplex PCR  جهت انجام .کلروفرم استفاده گردید–فنل 

از یک جفت پرایمر  آسپرژیلوس فومیگاتوسگونه ده شد. به منظور شناسایی  استفا بتااکتین پرایمرهای

 .تعیین توالی گردید  PCRمحصولات تعدادی از  ( و جهت تایید، Nested-PCRداخلی)روش 

( تشخیص داده شد، موارد مثبت در روش %99نمونه) 99آسپرژیلوس در  PCRبه روش : هایافته

در مقایسه با  PCRبود. حساسیت و اختصاصیت روش مولکولی  %99و  %99مستقیم و کشت به ترتیب 

بود. همچنین حساسیت و اختصاصیت این روش در مقایسه با   %8/08و  %999آزمایش مستقیم به ترتیب 

وجود  PCRمحاسبه گردید. نتایج تعیین توالی تعدادی از محصولات    %7/07و    %999کشت به ترتیب 

 یید نمود.را تا آسپرژیلوس فومیگاتوس

در مقایسه با روش مستقیم و کشت، حساسیت  ،PCRاین مطالعه نشان داد که روش : گیرییجهنت

مشکوک به سل  BAL، همچنین در نمونه های باشدیمدارا و ردیابی آسپرژیلوس بالاتری در شناسایی 

 را مدنظر قرار داد. آسپرژیلوس فومیگاتوسآسپرژیلوس ها و به ویژه  توانیم

 ، لاواژ برونکوآلوئولار ، واکنش زنجیره پلیمرازی  آسپرژیلوس فومیگاتوس :کلیدی کلمات 
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 هایدیکوناستنشاق  ،اما در افراد دچار نقص سیستم ایمنی

 (. 4آسپرژیلوزیس ریوی را ایجاد کند ) تواندیم

 یاکشندهعفونت شدید و  ،آسپرژیلوزیس مهاجم حاد ریه

نی، گرانولوماتوز است که در بیماران دچار نقص ایمنی، نوتروپ

خونی، دریافت کنندگان مغز استخوان،  هاییمیبدخمزمن، 

و استفاده طولانی مدت از  هابافتبنیادی و سایر  یهاسلول

شود یمو شیمی درمانی مشاهده  هابیوتیکیآنتاستروئیدها و 

(. این بیماری حتی در افراد بدون ریسک فاکتورهای 1-5)

ضعیت وخیم که به مدت طولانی مشخص و همچنین بیماران با و

که با مرگ و میر  دهدیم، رخ شوندیمدر بیمارستان بستری 

 (.10باشد)یماین بیماران همراه  بسیار بالا در

 هاییلوزیسآسپرژاز  %31عامل  آسپرژیلوس فومیگاتوس 

. باشدیم %21-31مهاجم حاد ریه است. میزان مرگ و میر آن 

ناشی از این قارچ دیده  یهاعفونتمرگ ومیر بالایی که در 

، بدلیل پاسخ ایمنی ضعیف شده، ویرولانس شودیم

میکروارگانیسم و شاید بخاطر تاخیر در اثبات تشخیص بیماری 

(. 11)کندیمباشد، که این امر از موفقیت درمان جلوگیری 

 توانندیم، پاتوژن های درون سلولی هستند که هایکوباکتریومما

و حیوانات ایجاد کنند، در حال  هانساناجدی در  یهاعفونت

گونه مایکوباکتریوم شناخته شده است که  411حاضر بیش از

. مهمترین گونه آن باشندیمدر انسان بیماریزا  هاآنبسیاری از 

است که عامل بیماری سل شناخته  لوزیسمایکوباکتریوم توبرک

 (.12می شود)

امر  با حساسیت بالا در یهاروشمولکولی  یهاروش

هستند که در شناسایی آسپرژیلوزیس  هایکروارگانیسممشناسایی 

نیز به کار می روند. در سال های اخیر مطالعات متعددی در 

خصوص تشخیص مولکولی آسپرژیلوزیس صورت گرفته است 

(، در ایران نیز مطالعاتی در مورد تشخیص مولکولی 16-13)

ی مولکولی آسپرژیلوس ها و آسپرژیلوزیس ریوی به روش ها

PCR ،PCR-RFLP ،RT-PCR  وPCR-Sequencing  صورت

 (. 11-11گرفته است)

در مواردی علائم بالینی بیماران مبتلا عفونت حاد ریوی به 

گونه ای است که پزشک را ملزم به درخواست همزمان آزمایش 

قارچ شناسی)به ویژه از نظر آسپرژیلوس( و آزمایش از نظر وجود 

در نمونه شستشوی برونش می نماید.  لوزیسرکتوب مایکوباکتریوم

ابتدا از یک جفت پرایمر  ، Nested-PCR از آنجایی که در روش 

خارجی استفاده می شود  و سپس از محصول این واکنش به 

همراه پرایمرهای داخلی، برای آمپلیفیکاسیون مرحله دوم 

 استفاده میگردد، بنابراین امکان مثبت شدن نتیجه بیشتر خواهد

بود که این امر بخاطر دومرحله ای بودن واکنش و در نتیجه 

حساسیت بیشتر می باشد که این امر عامل تفاوت این روش با 

PCR  معمولی است. هدف از مطالعه حاضر شناسایی و ردیابی

 (BAL) لاواژ برونکوآلوئولار یهانمونهدر  آسپرژیلوس فومیگاتوس

 اشد.می ب  Nested-PCR مشکوک به سل به روش

 هاروشمواد و 

 نمونه های مورد بررسی

 (BAL)نمونه لاواژ برونکوآلوئولار  411در این بررسی تعداد  

از بیماران مشکوک به سل)با علایم بی حالی، کاهش وزن، سرفه، 

عرق شبانه و در برخی موارد خلط خونی( مراجعه کننده و یا 

ماه در  3بستری در بیمارستان آموزشی در شمال تهران در طی 

، جمع آوری گردید، لازم به ذکر است نمونه ها 34-32 یهاسال

از نظر سل مثبت بودن یا منفی بودن توسط متخصص مربوطه به 

روش های آزمایش مستقیم)رنگ آمیزی زیل نلسون، کشت )در 

( Real Time-PCRمحیط کشت لونشتاین جانسون( و مولکولار)

حاضر جستجوی انجام می گرفت، اما هدف ما در مطالعه 

آسپرژیلوس به روش های مورفولوژی و مولکولی در این دسته 

نمونه ها بود و داده های مربوط به سل را شامل نمی شود، 

آسپرژیلوس همچنین در این مطالعه از سویه استاندارد 
 به عنوان کنترل مثبت در آزمون (ATCC 26430) فومیگاتوس

 استفاده گردید.

 آزمایش مستقیم

 1111وژ در دور بدست آمده توسط سانتریف یهامونهنابتدا  

دقیقه سانتریفوژ شد، بخشی از رسوب در آزمایش  42به مدت 

مورد استفاده قرار گرفت، وجود هیف های  %41مستقیم با پتاس 

( 12˚)با زاویه  شفاف با تیغه میانی که با انشعابات دیکوتوموسی

 قرار گرفته اند، بیانگر آسپرژیلوس می باشد.

 آزمایش کشت

بخشی دیگر از نمونه کشت گردید به این صورت که نمونه  

حیط کشت سابورو دکستروز آگار در دو پلیت حاوی م

و  22(  کشت و سپس در دو شرائط دمایی SCمفنیکل دار )کلرا

نگهداری گردید، لازم به ذکر است با توجه به  سلسیوسدرجه  33
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فرصت طلب است و به اینکه قارچ مورد بررسی از عوامل قارچی 

راحتی در محیط یافت می شود، به همین دلیل در هر پلیت در 

دو نقطه نمونه را تلقیح نموده و نتایج رشد قارچ در محل تلقیح 

 ملاک مثبت بودن کشت تلقی می گردید. 

 آزمایش مولکولی

بخش دیگری از رسوب نمونه جهت انجام آزمایش مولکولی 

به   DNAانجام این کار استخراج  مورد بررسی قرار گرفت. برای

 صورت گرفت.  هانمونهروش دستی از 

  DNAاستخراج 

)به صورت  استاندارد و بالینی یهسو DNAابتدا  استخراج   

تجربی آلوده شده( و سپس نمونه های شستشوی برونش، انجام 

میکرولیتر  221میکرولیتر پرل شیشه ای ،  221شد. ابتدا معادل 

میکرولیتر،  2میکرولیتر از نمونه به میکروتیوب  221بافر لیز و 

درجه  411دقیقه در دمای  41افزوده شد؛ سپس به مدت 

 kمیکرولیتر پروتئیناز  22جوشانده شد. به میزان  سلسیوس

انجام ( اضافه نموده، ورتکس )با دستگاه هیدولف ساخت آلمان

ساعت در بن ماری )ممرت ساخت  2به مدت  هایکروتیوبمشد، 

انکوبه گردید. پس از  سلسیوسدرجه  21در دمای ( شور آلمانک

ورتکس  شدتدقیقه به  2به مدت  هانمونهاتمام انکوباسیون، 

کلروفرم انجام  -شدند. در مرحله بعد، خالص سازی با روش فنل

 هایوبتکلروفرم به -میکرولیتر فنل 211شد. به این ترتیب که 

دقیقه  2ر دقیقه به مدت د 2111افزوده شد. سپس سانتریفوژ با 

انجام شد. بعد از سانتریفوژ، مایع رویی برداشته شده و به تیوب 

جدید انتقال یافت. هم حجم مایع رویی برداشته شده، کلروفرم 

دقیقه  2دور در دقیقه به مدت  2111 اضافه شد و سانتریفوژ با

و انجام شد. بعد از سانتریفوژ، مایع رویی با سمپلر، برداشته شده 

به تیوب جدید انتقال یافت. در این مرحله هم حجم مایع رویی، 

مولار افزوده  3حجم مایع رویی استات سدیم  4/1پروپانول و  -2

شده و بعد از اسپین نمودن ) با دستگاه تامی ساخت ژاپن( به 

فریز شد. بعد از  سلسیوسدرجه  -21دقیقه در فریزر  21مدت 

دقیقه  41و به مدت  42111دور  اتمام زمان فریز، سانتریفوژ با

اضافه  %31انجام شد. مایع رویی دور ریخته شد وسپس، الکل 

دقیقه انجام شد. سپس  2به مدت  42111شد. سانتریفوژ با دور 

به طور  هایوبتمایع رویی به دقت خارج شده و اجازه داده شد تا 

 22، هایوبتکامل خشک شوند. پس از خشک شدن کامل 

هر تیوب افزوده شد و پس از  بهب مقطر استریل میکرولیتر آ

 نگهداری شد.  سلسیوسدرجه  -21ورتکس در فریزر 

:  این روش به منظور شناسایی و ردیابی جنس PCRواکنش 

آسپرژیلوس در نمونه برونش و وجود ژن بتا اکتین انسانی به 

عنوان هاوسکیپینگ )این نوع ژن ها به عنوان ژن های ساختاری 

شده در حفظ و پایداری سلول نقش دارند، وجود این و حفاظت 

ژن معرف این مطلب است که مطالعه بر روی نمونه بالینی انسانی 

انجام گرفته است( در نمونه های بالینی مورد بررسی به صورت 

انجام  μL22 درحجم نهائی PCR جدا گانه صورت گرفت، واکنش 

( از 20کاران )و هم Sugitaگرفت، برای این کار مطابق بررسی 

برای ردیابی آسپرژیلوس استفاده  ASAP2و  ASAP1پرایمرهای 

 211برای تکثیر توالی BetR و  BetFشد. همچنین از پرایمرهای 

جفت بازی ژن بتا اکتین انسانی به عنوان هاوسکیپینگ ژن 

 (. 4( )جدول21انسانی استفاده گردید)

 مرهای مورد استفاده در این مطالعهمشخصات پرای : 4جدول 

 (bpاندازه محصول ) توالی نام پرایمر

ASAP1 5'- CAGCGAGTACATCACCTTGG-3' 125 
ASAP2 5'- CCATTGTTGAAAGTTTTAACTGATT-3' 

BetF 3'- CTCAGGAGGAGCAATGATCTTG-5' 202 

BetR 3'-CTGGGCATGGAGTCCTGTGG-5' 

ASPU 5'-ACTACCGATTGAATGGCTCG-3' 300 
Af3r 5'-CATACTTTCAGAACAGCGTTCA-3' 

 

، dNTPبافر،  ی)محتو μL 2/42 Master mix هر نمونه شامل

Taq DNA polymerase   و کلرید منیزیم( )ساخت کمپانی

Ampliqon III  میکرولیتر 3(، کدانمارکشور  DNA4، الگو 

( و آب مقطر دو pmol 21)با غلظتR و F از هر پرایمر میکرو لیتر



 4333 تابستان▐ 2 شماره 8 سال▐مجله میکروب شناسی پزشکی ایران 

43 

 

 برسد. فرایند μL22تقطیر استریل تا حجم نهایی واکنش به  ربا

PCR 1 مدت به سلسیوس درجه 31 در ییابتدا شامل واسرشت 

 31 به مدت سلسیوس درجه 31واسرشت) از دور 32قه، یدق

گسترش  ه( ویثان 12 به مدت سلسیوس درجه 11ه(، اتصال)یثان

رش گست ادامه، در ثانیه( و 31به مدت  سلسیوس درجه32)

 قه( انجام شد. یدق 2 به مدت سلسیوس درجه 32)ینهائ

 % 4از الکتروفورز در ژل آگاروز PCR بررسی محصولات  یبرا

ژل ها  با رنگ اتیدیوم بروماید استفاده شد.  DNA یو رنگ آمیز

مورد بررسی  Gel Documentationبا استفاده ازدستگاه 

درجه  -21درصورت نیاز در دمای  PCR  محصولات .قرارگرفت

 نگهداری گردید. سلسیوس

: پرایمرهای نام برده به صورت همزمان PCR Duplexروش 

مورد بررسی قرارگرفتند. این روش  Duplex-PCRطی واکنش 

انجام گرفت با این تفاوت که همزمان از دو جفت  PCRهمانند 

 استفاده گردید.   μL22پرایمر در واکنش 

-Nested که در روش : با توجه به اینNested-PCRواکنش 

PCR  از محصولPCR  اول به عنوان الگو استفاده می شود، در

به طور انحصاری تر   PCRواقع ژن مورد نظر در مرحله دوم 

ردیابی می شود بنابراین امکان تکثیر توالی مورد نظر بیشتر می 

شود و این امر باعث تفاوت و حساس تر بودن این روش در 

است، بر این مبنا پس از اتمام واکنش  معمولی  PCRمقایسه با 

PCR( محصولات 20، بر طبق بررسی سوگیتا و همکاران )PCR  

به میزان یک پنجاهم رقیق شده و با استفاده از پرایمرهای داخلی 

ASPU   و Af3r ،PCR (دومNested-PCR ( انجام گرفت )جدول

 پرایمرهای PCRداخلی محصول  ٔ  یهناح(. این پرایمرها 4

ASAP1 وASAP2  22. حجم نهایی واکنش کنندیمرا تکثیر 

: باشدیممیکرولیتر در نظر گرفته شد. مقادیر واکنش به این قرار 

 DNA2 میکرولیتر،  Master mix 2/42میکرولیتر،  2/1پرایمرها 

میکرولیتر. هدف از انجام این  2/3میکرولیتر و آب مقطر استریل 

سپرژیلوس فومیگاتوس آواکنش، افزایش حساسیت برای ردیابی 
 1درجه  31شامل : یک سیکل حرارتی  PCR   . برنامهباشدیم

 32ثانیه،  42درجه 11دقیقه،  4درجه  31سیکل  22دقیقه، 

دقیقه انجام شد. در  41درجه  32ثانیه و بسط نهایی  42درجه 

 برده شد.  %2/4بر روی ژل آگارز  PCRپایان محصولات 

د شناسایی گونه های آسپرژیلوس تعیین توالی: به منظور تایی

  PCRمحصول  1فومیگاتوس و شناسایی گونه های دیگر، تعداد 

جفت بازی پس از تخلیص از روی  224حاوی قطعه ژن به طول 

ژل، جهت تعیین توالی به شرکت زیست فناوری پیشگام ارسال 

نموده و نتایج تعیین توالی از طریق نوکلئوتید بلست در بانک 

با داده های  Mega5و  با وارد کردن در نرم افزار  اطلاعات ژنی

 وارد شده قبلی مقایسه و آنالیز گردید.

بررسی حساسیت و اختصاصیت روش ها: حساسیت و 

در مقایسه با آزمایش مستقیم ،  PCRاختصاصیت روش مولکولی 

همچنین حساسیت و اختصاصیت این روش در مقایسه با کشت 

استفاده از آمار توصیفی محاسبه با  و همکاران Altmanمطابق 

(. لازم به ذکر است گلد استاندارد بخش اول آزمایش 22گردید)

 مستقیم و بخش دوم آزمایش کشت بود.

 هاافتهی

،  BALنمونه بالینی  411از مجموع  نتایج آزمایش مستقیمدر 

( در آزمایش مستقیم از نظر آسپرژیلوس %44) نمونه 44تعداد 

ه میکروسکوپی آسپرژیلوس را در نمونه منظر 4مثبت شد. شکل

 نشان می دهد. %41تهیه شده با پتاس 

نمونه  کشت انجام شده برای آسپرژیلویس،  411در نتایج کشتاز 

( از % 3) مورد 3(  مثبت بود که از این تعداد، %41) نمونه 41

)خصوصیات میکروسکوپی و ماکروسکوپی(،  مورفولوژینظر 

 یص داده شد. تشخ آسپرژیلوس فومیگاتوس

نتایج حاصل از الکتروفورز محصولات  2در نتایج مولکولی شکل

PCR را با پرایمر اختصاصی جنس  نمونه های شستشوی برونش

وجود  3آسپرژیلوس و پرایمر بتا اکتین نشان می دهد. در شکل 

جفت بازی نشان از وجود آسپرژیلوس فومیگاتوس می  313باند 

نمونه شستشوی برونش  411بر روی باشد، نتایج مولکولی بررسی 

( از نظر گونه های %42مورد از نمونه ها ) 42معرف این است که 

( از نظر %88نمونه )  88آسپرژیلوس مثبت می باشد، در حقیقت 

-Nestedگونه های آسپرژیلوس منفی شد، همچنین به روش 

PCR  آسپرژیلوس( %1) مورد 1مشخص گردید که تعداد 

مشخصات بیماران مثبت از  2است. جدول  جدا شده فومیگاتوس

نظر آسپرژیلوزیس را نشان می دهد، همانطور که ملاحظه می 

سال قرار  31تا  22کنید موارد مثبت آسپرژیلوس در فاصله سنی 

داشتند، همچنین فراوانی گونه های آسپرژیلوس بیشتر در مردان 

در  PCRمشاهده گردید. حساسیت و اختصاصیت روش مولکولی 

بود.  %8/38و  %411مقایسه با آزمایش مستقیم به ترتیب 



 Nested-PCRبه روش  آسپرژیلوس فومیگاتوس یشناسای |و همکاران فرزانه امینی  

48 

 

همچنین حساسیت و اختصاصیت این روش در مقایسه با کشت 

 محاسبه گردید.   %3/33و   %411به ترتیب 

نتایج تعیین توالی دو مورد ارسالی همانطور که انتظار می رفت، 

یز را ن Nested-PCRبود که نتایج  فومیگاتوس آسپرژیلوسمعرف 

 آسپرژیلوستایید نمود، همچنین دو مورد دیگر از نمونه ها معرف 

 بود. فلاووس

 در بررسی حاضر Nested-PCRو  PCRمشخصات بیماران مبتلا به آسپرژیلوزیس همراه با بیماری زمینه ونتایج آزمایش مستقیم، کشت، : 2 جدول

 PCR Nested-PCR کشت آزمایش مستقیم جنس سن بیماری زمینه ردیف

4 ALL 22 گونه آسپرژیلوس گونه آسپرژیلوس + + مذکر 

2 AML 12 گونه آسپرژیلوس گونه آسپرژیلوس + + مذکر 

3 COPD 21 آ.فومیگاتوس گونه آسپرژیلوس - + مذکر 

1 SLE 31 آ.فومیگاتوس گونه آسپرژیلوس آ.فومیگاتوس + مذکر 

2 COPD 31 گونه آسپرژیلوس گونه آسپرژیلوس + - مذکر 

1 COPD 31 آ.فومیگاتوس گونه آسپرژیلوس - + مونث 

 گونه آسپرژیلوس گونه آسپرژیلوس + + مونث 13 لوکمی حاد 3

8 AML 12 گونه آسپرژیلوس گونه آسپرژیلوس + + مذکر 

 آ.فومیگاتوس گونه آسپرژیلوس آ.فومیگاتوس + مذکر 13 شیمیاییمجروح  3

 فومیگاتوسآ. گونه آسپرژیلوس + + مونث 13 سرطان کبد 41

44 COPD 13 گونه آسپرژیلوس گونه آسپرژیلوس + + مذکر 

42 COPD 11 آ.فومیگاتوس گونه آسپرژیلوس آ.فومیگاتوس + مذکر 

 

 

 نمونه در لوسیآسپرژ یها ومیسلیم یکروسکوپیم ریتصو. :4شکل 

 %41 پتاس با  BAL میمستق

 

 

 Duplex PCRو  PCRمحصولاتالکتروفورز  ژلنتایج : 2شکل 

–، (bp DNA  Ladder 100)رک. مارBAL :Mبالینی  یهانمونه

C دو نمونه مثبت با پرایمرهای اختصاصی 2و4. کنترل منفی، چاهک .

جفت  211جفت بازی( و ژن بتااکتین) 224جنس آسپرژیلوس)باند 

. نمونه منفی از نظر آسپرژیلوس و مثبت از جهت  3بازی(، چاهک 

 ن بتا اکتین.وجود ژ
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با پرایمرهای  Nested-PCRالکتروفورز محصولات  ژل. نتایج 3شکل

. PCR .Mاختصاصی گونه آسپرژیلوس فومیگاتوس در تعدادی ازمحصولات 
: کنترل 8. کنترل منفی، چاهک 4، چاهک (bp DNA  Ladder 100)رکمار

 ، نمونه2(، چاهک ATCC 26430مثبت آسپرژیلوس فومیگاتوس استاندارد)
گونه های دیگر  3و  2،3،1،1جفت بازی(، چاهک های  313مثبت) باند 

 آسپرژیلوس

 بحث

در مواردی علائم بالینی بیمار به گونه ای است که پزشک را 

به ویژه از نظر ) ملزم به درخواست همزمان آزمایش قارچ شناسی

 مایکوباکتریوم توبرکلوزیسآسپرژیلوس( و آزمایش از نظر وجود 

آسپرژیلوزیس  زودهنگاممی نماید، تشخیص  BALدر نمونه 

مهاجم، از جنبه کنترل و درمان این بیماری بسیار اهمیت دارد و 

 (. 22-24)سازدیممولکولی این هدف را محقق  یهاروش

آسپرژیلوس در   DNAدر این مطالعه به منظور استخراج 

از روش دستی فنل کلروفرم استفاده گردید،  BALنمونه بالینی 

ررسی های انجام شده اکثر مطالعات از کیت های تجاری به طی ب

این منظور استفاده می کنند و مطالعات محدودی به ویژه در 

همچنین استفاده  (.11،11ایران از این روش استفاده شده است )

آسپرژیلوس و  DNAبرای تکثیر همزمان قطعات  Duplex-PCRاز

 BAL یهانمونهدر ژن بتا اکتین به عنوان هاوسکیپینگ انسانی 

قبلی در ایران  هاییبررساست که در  یامطالعهمشکوک به سل 

انجام نگرفته است و حائز اهمیت است. در بررسی حاضر نتایج 

مورفولوژی را تایید نمود، همچنین  هاییافته PCRحاصل از 

دوم  PCRاما در  ،که از نظر آسپرژیلوس مثبت بودند ییهانمونه

غیر  یهاگونهمنفی شدند، به عنوان  ومیگاتوسآسپرژیلوس فبرای 

( %42) نمونه 42معرفی شدند. در این مطالعه تعداد  فومیگاتوس

مورد از  2از نظر مولکولی آسپرژیلوس مثبت ارزیابی شدند که 

در روش بررسی مستقیم  هاآندر روش کشت و یک مورد از  هاآن

سپرژیلوس منفی بود؛ در  مواردی که آزمایش مستقیم و کشت آ

منفی است و نتیجه تست مولکولی مثبت است معرف ارزش و 

است که در موارد درمان و یا وجود مقادیر خیلی  PCRاهمیت 

زیرا روش  ،کم ارگانیسم،  قابلیت ردیابی هدف مورد نظر را دارد

قابلیت ردیابی میزان اندک میکروارگانیسم را دارد  PCRمولکولی 

. البته باید این نکته را در نظر اشدبیمکه دلیل بر حساسیت آن 

امکان نتایج  Nested-PCRداشت که بخاطر حساسیت بالای 

مثبت کاذب نیز محتمل می باشد و به همین دلیل روش کشت 

باید Nested-PCR  روش قطعی تشخیص می باشد و نتیجه مثبت

و  یا عدم وجود علایم بالینی بیماری در بیمار مورد نظر وجود با

مینه ای و مصرف دارو های ضد قارچی قبل از انجام بیماری ز

تست ها مورد بررسی قرار گیرد.  در شرایطی که نتیجه آزمایش 

مثبت باشد، نشان دهنده PCR  مستقیم و کشت منفی باشد، ولی

این موضوع است که بیمار قبل از تشخیص قطعی بیماری، تحت 

لوژی منفی درمان قرار گرفته است و به همین دلیل نتایج مورفو

قابلیت ردیابی مقادیر بسیار  PCRشده است ولی از آنجایی که 

اندک میکروارگانیسم را دارد بنابراین مثبت شده است، در این 

در مقایسه با دو روش آزمایش  PCRتحقیق حساسیت روش 

بود که نشان از اهمیت و حساسیت این  %411مستقیم و کشت 

 روش است.  

 یهاگونههمکاران که برای ردیابی  و Hayette هاییافتهدر 

 یهانمونهگزارش کردند که تمام  هاآنآسپرژیلوس انجام شد، 

BAL  ،گرفته شده از بیماران مبتلا به آسپرژیلوزیس ریوی مهاجم

برای  PCR)از نظر مثبت شدن  مثبت شدند که PCRاز نظر 

(. در 13با تحقیق حاضر مطابقت دارد) (تبنمونه هایی با کشت مث

 PCRو همکاران نتایج مثبت حاصل از  Buchheidt هایفتهیا

 (.25بیشتر از نتایج مورفولوژی بود که مطابق با این بررسی است)

و همکاران  Sugitaدر این بررسی پرایمرهای انتخابی مطابق 

استفاده گردید، در   ASAP1,ASAP2,Af3r,ASPUاز پرایمرهای 

و  Sugitaوژی را مطابق این بررسی نتایج مولکولی، نتایج مورفول

همکاران تایید نمود همچنین نتایج تعیین توالی نیز روش 

Nested-PCR  تایید نمود  آسپرژیلوس فومیگاتوسرا در تشخیص

(20.) 
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Klingspor  و همکاران گزارش کردند که نتایج مثبت حاصل

بود که از  %3/3و نتایج مثبت روش کشت  %3/3از روش مولکولی 

(. 26ولکولی مشابه با بررسی حاضر است)نظر برتری روش م

Walsh  و همکاران با روشReal-time PCR آلوده  یهانمونه، در

شده به روش تجربی، آسپرژیلوس را ردیابی کردند و بیان داشتند 

-حساس  آسپرژیلوس فومیگاتوسکه روش مولکولی برای ردیابی 

 همکاران تعداد و Rickerts( در نتایج 14) تر از کشت است

مثبت در روش کشت و مولکولی یکسان بود که تا  یهانمونه

(. نتایج مثبت کاذب، به 8) تقریبا با تحقیق حاضر مطابقت دارد

مولکولی در تشخیص  هاییبررس کنندهعنوان مرز محدود 

(. در بررسی انجام شده 28،21) باشدیمآسپرژیلوس مطرح 

(؛ 23) گزارش شد %42و همکاران، مثبت کاذب  Luongتوسط 

گزارش  %8در حالی که در بررسی های دیگر نتایج مثبت کاذب 

و همکاران دو مورد مثبت  Torelli(. در نتایج 15،28،21) شد

(، در بررسی حاضر 16کاذب و یک مورد منفی کاذب گزارش شد)

 نیز دو مورد مثبت کاذب در مقایسه با کشت بدست آمد و 

مستقیم حاصل  یک مورد مثبت کاذب در مقایسه با آزمایش

 شد.

 BALنتایج بررسی حاضر نشان داد که در نمونه های 

آسپرژیلوس مشکوک به سل می توان آسپرژیلوس و به ویژه 
را مد نظر قرار داد، همچنین با توجه به سرعت، دقت  فومیگاتوس

و حساسیت بالای روش های مولکولی بهتر است از این روش در 

قیقاتی استفاده شود، لازم به آزمایشگاه ها، مراکز درمانی و تح

ذکر است بهتر بود در مطالعه حاضر در کنار روش مولکولی و 

مورفولوژی از تست ارزیابی گالاکتو مانان در سرم بیماران مبتلا 

اما به دلیل محدود بودن بودجه تحقیقاتی و  .نیز استفاده شود

سختی های گرفتن نمونه این بخش کار انجام نگرفت، توصیه می 

د در مطالعات بعدی در کنار کار مولکولی این تست نیز انجام شو

 گیرد.

 تشکر و قدردانی

از پرسنل فعال و زحمت کش آزمایشگاه قارچ شناسی  

مولکولی مرکز تحقیقات سلامت اصفهان وابسته به دانشگاه علوم 

پزشکی تهران که امکان انجام بخش مهمی از کار حاضر را فراهم 

  .گرددیمنمودند، قدردانی 

 تعارض منافع:

 بین نویسندگان هیچ تعارضی وجود ندارد. 
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