
53
فصلنامه آزمایشگاه و تشخیص- زمستان 1392- شماره 22

هدف
هدف از این تحقیق بررسي میزان شیوع کاندیدوري در 
بیماراني اس��ت که به دلایل مختلف از کاتتر فولي استفاده 
مي کنند. همچنین در این بررسي علاوه بر روش هاي معمول 
آزمایش��گاهي از روش هاي مولكولار بیولوژي )PCR( که 
به تعیی��ن هویت دقیق و قطعي عوامل میكروارگانیس��مي 
کمک مي کند براي شناس��ایي عوامل مخمري جدا شده از 
نمونه ه��اي ادراري این دس��ته از بیماران اس��تفاده گردیده 

است.

مقدمه
در ط��ول دهه گذش��ته افزای��ش قابل توجه��ي در بروز 
پاتوژن ه��اي قارچ��ي فرصت طلب درگی��ر کننده مجاري 
ادراري دیده ش��ده است. گونه هاي کاندیدا پاتوژن ترین و 
ش��ایع ترین قارچ هاي مجاري ادراري و تناسلي مي باشند. 
افزایش ب��روز عفونت هاي قارچي مجاري ادراري بدوا در 
نتیجه افزایش جمعیت بیم��اران در معرض خطر به همراه 
افزایش استفاده از تكنولوژي هایي است که تهاجم قارچي 

مجاري ادراري را مستعد و تسهیل مي نمایند.
مج��اري ادراري در نتیجه: 1- فونژمي و انتش��ار خوني 

)فونگوري مي تواند تظاهري از بیماري سیستمیک قارچي 
باشد( و یا 2- عفونت بالا رونده معمولا در حضور انسداد 
ادراري )فونژمي ثانوي به پیلونفریت بالا رونده( به عفونت 

قارچي مبتلا مي گردند.)1(
گونه هاي کاندیدا از عوامل ش��ایع عفونت بالا رونده در 
مجاري ادراري انس��داد یافته و کاتتریزه ش��ده به ویژه در 
بیماران دیابتیک مي باش��ند. بیماراني ک��ه براي انجام پیوند 
کلی��ه داروهاي س��رکوب کننده سیس��تم ایمن��ي دریافت 
مي کنن��د در معرض خطر براي عفونت هاي قارچي مهاجم 
توسط گونه هاي کاندیدا، آس��پرجیلوس و کریپتوکوکوس 

مي باشند.

اپيدميولوژي
میكروارگانیسم هاي کاندیدا غالبا به عنوان ساپروفیت در 
س��طوح خارجي ژنیتال یا اورترا وج��ود دارند، اگرچه به 
تع��داد قابل اندازه گیري در کمتر از 1% نمونه هاي ادراري 
تهیه ش��ده در ش��رایط اس��تریل )clean voided( یافت 
مي ش��وند. به طور کل��ي فراواني عفونت ه��اي کاندیدا در 
بیمارس��تان ها طي دهه گذشته 200 تا 300 درصد افزایش 
داشته است. در یک بیمارستان عمومي 5% کشت هاي ادرار 
ممكن اس��ت گونه هاي کاندیدا را در بر داش��ته باشد و در 

شناسايي مخمرهاي جدا شده از مجاري ادراري در 
PCR-RFLP بيماراني كه كاتتر ادراري دارند به روش
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tertiary-care centers گونه ه��اي کاندیدا تقریبا %10 
ایزوله هاي ادراري را شامل مي شوند.

Platt et al. )2( در تحقی��ق روي عفونت هاي مجاري 
ادراري بیمارستاني در بیماراني که کاتتر مثانه داشتند به این 
نتیجه رس��یدند که 5 / 26 درصد عفونت ها توس��ط قارچ ها 
ایجاد ش��ده است. اکثر کش��ت هاي مثبت کم اهمیت بوده 
و مربوط به کلونیزاس��یون هس��تند تا این که نش��ان دهنده 
عفونت حقیقي باش��ند و کمت��ر از 10% کاندیدمي ها پیامد 
کاندیدوري هس��تند، ب��ا این وجود عفونت ه��اي مجاري 
ادراري کاندیدا به عنوان عفونت هاي مهم بیمارستاني خود 

را نشان داده اند. 

فاكتورهاي خطر
Gulers   و همكارانش )3( در س��ال 2006 فاکتورهاي 
خط��ر و گونه ه��اي کاندی��داي مس��بب کاندی��دوري در 
بیماران بس��تري در بیمارس��تان را به ص��ورت یک مطالعه 
مورد- ش��اهدي تحت بررس��ي ق��رار دادن��د. فاکتورهاي 
خطر براي کاندیدوري در جراحي ش��كم 4 برابر، درمان با 
کورتیكوس��تروئید و داروهاي سرکوبگر سیستم ایمني 4 / 1 
برابر، در کاتتریزاس��یون ادراري 12 برابر و در اس��تفاده از 
آنتي بیوتیک 6 برابر بوده اس��ت. ریس��ک کاندیدوري در 
بیماران دیابتیک 2 برابر بیش��تر از بیماران گروه کنترل بوده 
است. کاندیدا آلبیكانس با 62 / 68 درصد فراواني شایع ترین 
قارچ جدا شده در بیماران مبتلا به کاندیدوري بوده است.

ميكروبيولوژي
تمام قارچ هایي که از ادرار بیماران بستري در بخش هاي 
مراقبت ویژه، مراقبت هاي ویژه نوزادان، س��وختگي، جدا 
ش��ده باش��د و نیز از هر بیماري که پیون��د عضو دریافت 
کرده باش��د بایس��تي در حد گون��ه شناس��ایي و گزارش 
ش��ود. گونه هاي کاندیدا از 1 ت��ا 9 درصد نمونه هاي ادرار 
بیماران بس��تري در  بیمارستان جدا مي ش��وند. این اتفاق 
در کش��ت هاي ادرار نوزادان بستري در بخش هاي مراقبت 
ویژه غالبا نمایش دهنده وجود یک عفونت تهاجمي است 
و مي تواند گواه اولیه اي براي بروز کاندیدمي باش��د. ایزوله 
ادراري عموم��ا با هم��ان ایزوله اي که از خون و یا س��ایر 

نواحي بدن بیمار جدا مي ش��ود یكي اس��ت. در دستجات 
دیگر بیماران، ادرار محل مهمي براي کلونیزاسیون قارچي 
است که مي تواند ضرورت اتخاذ راهبردهاي پروفیلاکسي 

و یا اقدامات اولیه درماني را گوشزد نماید )4(. 
اگر چه کاندیدا آلبیكانس ش��ایع ترین گونه جدا ش��ده 
از ادرار اس��ت، برعكس کاندیدیازیس دهاني، ازوفاگال و 
واژینال، گونه هاي غیرآلبیكانس از جنس کاندیدا مس��ئول 
تقریبا نیم��ي از ایزوله هاي ادراري هس��تند. گونه هاي غیر 
معمول که به خصوص در بیماران بس��تري در بیمارستان، 
اغل��ب در بیم��اران دیابتیک با کاتتره��اي ادراري طولاني 
مدت جدا مي ش��وند عبارتند از: کاندیدا گلابراتا که در 25 
ت��ا 35 درص��د عفونت ها دیده مي ش��ود و گونه هاي دیگر 
کاندیدا ش��امل کاندی��دا تروپیكالیس، کاندی��دا کروزي و 
کاندیدا گیلرموندي ک��ه در 8 تا 28 درصد عفونت ها جدا 
مي ش��وند. عفونت هاي مخلوط و ت��وام )mix( مربوط به 
حض��ور بیش از یک گون��ه کاندیدا نادر نیس��ت همچنین 

باکتریوري همزمان نیز ممكن است وجود داشته باشد.

جنبه هاي كلينيكي
ت��ا 50 درصد موارد کاندیدیازیس تهاجمي اثبات ش��ده 
در مطالع��ات بر روي نمونه هاي اتوپس��ي، در زمان حیات 
علي رغم انجام مكرر کشت خون، نتایج منفي نشان داده اند، 
اما اکثر آن ها در نمونه هاي دیگر که شامل نمونه هاي ادرار 

هم بوده است کشت هاي مثبت داشته اند )4(.
اکثر بیماران مبتلا به کاندیدوري بدون علامت هس��تند. 
بیماران��ي که کاتتر مثانه دارند اغلب اوقات به عوض ابتلاء 
به عفونت، در حقیقت توس��ط گونه ه��اي کاندیدا کلونیزه 
هستند. بیماران کاندیدوریک بستري با علایم سیستمیک یا 
اساسي معمولا به صورت همزمان یک عامل جانشین براي 
علای��م دارند. تظاهرات کلینیكي مربوط به عفونت کاندیدا 
به محل عفونت بس��تگي دارد. بیماران مبتلا به سیس��تیت 
کاندیدایي علایم و نش��انه هاي تحری��ک مثانه را دارند که 
ش��امل تكرر ادرار، س��وزش ادرار، احس��اس فوریت دفع 
ادرار، هماچوري و پیوري اس��ت. معاینات سیستوسكوپي 
patch هاي کمي برآمده، سفید مروارید وار )یا صدفي( و 
نرم را نشان مي دهد که شبیه رسوب شیر منعقد شده است و 
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نیز پرخوني )hyperemia( و التهاب مخاط مثانه به طور 
آش��كار دیده مي ش��ود. اکثر بیماران علامت دار با سیستیت 
کاندیدایي کاتتریزه نش��ده اند.  عفون��ت بالا رونده اگر چه 
نادر است ممكن است موجب پیلونفریت کاندیدا شود که 
با تب، لكوس��یتوز، لرز و احساس کشش در زاویه دنده اي 
 )costovertebral angle tenderness( مه��ره اي 
همراه اس��ت. اولتراسونوگرافي و CT Scan در تشخیص 
آبس��ه اینترارنال )داخل کلیوي( و پ��ري نفریک )پیرامون 
کلی��وي( مفید و کمک کننده اس��ت. اوروگرافي ترش��حي 
ممكن اس��ت توپ هاي قارچي موج��ود در اورتروپلویک 
)لگنچه- میزناي( را نش��ان ده��د که همراه یا بدون نكروز 

پاپیلري مي باشد.

تشخيص
جدا س��ازي گونه هاي کاندیدا از یک نمونه ادرار ممكن 
است نشان دهنده آلودگي، کلونیزاسیون و عفونت سطحي 
یا عمقي مجاري تحتاني یا فوقاني ادراري باش��د. آلودگي 
نمونه به ویژه در زنان با کلونیزاس��یون ولوواژینال ش��ایع 
اس��ت. معمولا کلونیزاس��یون را مي توان به وس��یله تكرار 
کش��ت ادرار ب��ا توجه وی��ژه به تكنیک ه��اي جمع آوري 
مناس��ب برطرف کرد. در حقیقت دو بار جداس��ازي مثبت 
و پش��ت سرهم کاندیدا قبل از ش��روع درمان ضد قارچي 
امري اساسي است. افتراق عفونت از کلونیزاسیون مجاري 
ادراري اگ��ر در برخ��ي بیماران غیر ممكن نباش��د، ممكن 
است بي نهایت مشكل باشد. این مساله به ویژه در بیماران 
کاتتریزه ش��ده صدق مي کند و اغلب به تظاهرات کلینیكي 
همراه اتكا مي ش��ود. متاسفانه اش��كال کلینیكي اختصاصي 
نیس��تند و در بیم��اران با وضعیت بحران��ي در بخش هاي 
مراقب��ت وی��ژه، ت��ب و لكوس��یتوز ممكن اس��ت علل و 
منابع متعدد دیگري داش��ته باش��ند. افتراق دادن عفونت از 
کلونیزاس��یون در حضور پیوري کار س��اده اي نیست. اکثر 
بیماران با کاندی��دوري قابل ملاحظه پیوري دارند اگر چه 
تفسیر پیوري در حضور یک کاتتر مشكل است زیرا ممكن 
است تحریک مكانیكي مخاط مثانه خود علت پیوري پدید 
آمده باش��د. ش��مارش کلني ادرار در جدا کردن عفونت از 
کلونیزاسیون ارزش محدودي دارد اما فقط در غیاب کاتتر 

فولي مي تواند ارزشمند باشد.  گاهي اوقات در بیماراني که 
کاتتریزه نیستند، حضور صرف گونه هاي کاندیدا  در ادرار 
بدون توجه به تعداد، به عنوان عفونت واقعي تلقي مي شود. 
برعكس، Kozinn و همكاران )5( نشان دادند که شمارش 
بیش از 10000 تا 15000 کلني در هر میلي لیتر با عفونت 
رابطه دارد، اگرچه تنها اقلیتي از بیماران با ش��مارش کلني 
ب��الا عفونت حقیقي دارند، این ب��راي یک بیمار با بیماري 
تهاجمي کلیه، لگنچه کلیه یا مثانه که ش��مارش کلني پایین 
داشته باشد کمیاب و نادر است. کاندیدیازیس رنال بندرت 
با کلني کانت کمتر یا مس��اوي 1000 عدد در هر میلي لیتر 
گزارش ش��ده است. بنابراین همپوشاني قابل توجهي واقع 
مي ش��ود و کش��ت ها تعیین کننده نهایي در تصمیم گیري 
درماني نمي باش��ند. به طور مشابه از کشت هاي ادرار منفي 
نمي توان براي رد کردن کاندیدیازیس رنال اس��تفاده کرد. 
 CFU / ml 104 کاندیدوري یا کلني کانت بیشتر یا برابر با
به همراهي فاکتورهاي خط��ر زمینه را براي کاندیدیازیس 

تهاجمي در بیماران وخیم الحال مساعد مي کنند.  
بعد از آن که کاندیدوري به عنوان عفونت ش��ناخته شد 
چالش پیش روي پزش��ک لوکالیزه ک��ردن منبع عفونت یا 
محدود کردن سطح آناتومیک عفونت است. لوکالیزه کردن 
در مدیریت کاندیدوري بس��یار مهم و حیاتي اس��ت. براي 
افت��راق دادن تهاجم کاندیدا به کلیه ه��ا از عفونت مجاري 
تحتان��ي که فراوانتر اس��ت تس��ت مفیدي وج��ود ندارد، 
تنه��ا یافته اختصاصي یا پاتوگنومونی��ک در کاندیدیازیس 
رنال نش��ان دادن هایفا یا س��ودوهایفي کاندیدا اس��ت که 
در یک س��یلندر هیالن یا گرانولار گیر افتاده و در رس��وب 
ادرار)میكروس��كوپي( دیده مي ش��ود. متاس��فانه این یک 
یافته نادر اس��ت و همانند کش��ت، مرفول��وژي قارچي در 
میكروس��كوپي و پیوري ارزش کم��ي در عفونت لوکالیزه 
دارند. ش��واهد و م��دارك غیر اختصاصي و غیرمس��تقیم 
عفون��ت مجاري فوقاني به وس��یله کاهش عملكرد کلیوي 
و یافته ه��اي رادیوگرافی��ک در اس��كن هاي توموگراف��ي 

کامپیوتري و اولتراسونوگرافي پیشنهاد مي شود.
آزمایش هاي س��رولوژیک به عنوان مثال آزمایش »انولاز 
کاندیدا« براي نش��ان دادن تهاجم پارانش��یمال غیرحساس 
مي باشند. یک شست وشوي پنج روزه با محلول آمفوتریسین 
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B ممكن اس��ت در ثابت کردن منبع کاندیدوري موثر باش��د 
و کاندیدوري پایدار بعد از شست وش��وي مثانه نشان دهنده 
عفونت قارچي با منشاء قسمت فوقاني مثانه است. این مساله 
نیاز به جس��تجوي بیشتر را تاکید مي کند و ظن کاندیدیازیس 
رنال را تقویت مي نماید. متاس��فانه طبیعت طولاني و خس��ته 
کننده تس��ت شست وشو با محلول آمفوتریسین B استفاده از 
آن را در یک بیمار تب دار و ش��دیدا ناخوش با کاندیدوري 
منتفي مي سازد. یک تست سه ساعته سریع شست وشوي مثانه 
 200μg‌/ ml در غلظت B با استفاده از محلول آمفوتریسین
بر اس��اس مطالعات in vitro توصیه شده است اما باید در 

بیماران نیز تاثیر آن نشان داده شود.

سابقه پژوهش در ايران
 س��ابقه انجام این مطالعه در ایران بسیار محدود و با توجه 
به روش هاي آزمایشگاهي به کار گرفته شده )علي الخصوص

PCR ( منحصر به فرد است. 
فك��ور و هم��كاران )6( در بررس��ي کاندی��دوري در بین 
بیماران دیابتي در ش��هر زنجان که در سال 1380 انجام شده 
است شیوع کاندیدوري در بیماران دیابتي را 65 / 13 درصد و 

در بین افراد غیردیابتي 9 / 4 درصد گزارش کرده اند. 
پاك شیر و همكاران در مقاله اي که در سال 1383 در مجله 
تحقیقات پزش��كي چاپ کردند )7( روي 101 بیمار بستري 
داراي کاتت��ر فول��ي که در بیمارس��تان دکتر ش��ریعتي تهران 
بس��تري بودند در 12 مورد )9 / 11 درصد( فونگوري به علت 
کاندیدا را نش��ان دادند. در این مطالعه ادرار همه بیماراني که 
دست کم س��ه روز متوالي از کاتتر فولي استفاده کرده بودند 
مورد آزمایش قرار گرفتند. کاندیدا آلبیكانس 75 / 82 درصد و 
کاندی��دا گلابراتا 8 / 13 درصد و کریپتوکوکوس لارنتي 45 / 3 

درصد ایزوله ها را تشكیل داده اند. 
ج��زء پناه��ي و هم��كاران )8( در س��ال 1390 فراوان��ي 
کاندیدوري را در بین بخش هاي مراقبت ویژه بیمارستان هاي 
کرمان مورد بررس��ي قرار دادن��د و در مجموع در 29 نفر از 
110 بیمار تحت بررس��ي خود یعن��ي در 4 / 26 درصد موارد 
کاندیدوري را نشان دادند. بیشترین گونه جدا شده در تحقیق 

آنان کاندیدا آلبیكانس با فراواني 3 / 34 درصد بوده است.
در مطالعه حاضر، براي شناس��ایي مخمرها از تس��ت هاي 

معمول آزمایشگاهي مانند آزمون ایجاد لوله زایا در سرم تازه 
انس��ان، آزمون اوره آز، آزمون ایجاد کلامیدوسپور درمحیط 
کورن میل آگار و بررس��ي خصوصیات کلني در محیط کروم 
آگار کاندیدا اس��تفاده ش��د و به منظ��ور تعیین هویت قطعي 
ایزوله ه��ا  در س��طح گون��ه اي از بین روش ه��اي مولكولار 

بیولوژي از آزمون PCR و PCR-RFLP استفاده گردید.

مواد و روش ها
جامعه مورد بررس��ي: شامل بیماران بستري در بخش هاي 
مختلف مرکز پزش��كي شهداء تجریش بوده است که به علل 
مختل��ف داراي س��وند ادراري ب��وده و حداق��ل 10 روز از 

سوند گذاري آن ها گذشته بوده است.

آزمايش مستقيم ميكروسكوپي و كشت ادرار از نظر مخمرها
ب��راي ای��ن منظور نمون��ه ادرار یک تا دو س��اعت پس از 
جمع آوري آزمایش شده  و در غیر اینصورت تا زمان انجام 
آزمایش در یخچال 4 درجه س��انتیگراد  نگهداري مي ش��ده 

است.
حجم مش��خصي از ادرار )10 میلي لیتر( با دور 1500 و به 
مدت 10 دقیقه س��انتریفوژ گردیده، ته نش��ین در حجم 1 / 0 
الي 25 / 0 میلي لیتر س��رم فیزیولوژي اس��تریل سوسپانسیون 
ش��ده سپس لام مستقیم میكروس��كوپي تهیه و کشت  نیز از 
رس��وب انجام مي گردید. کش��ت به کمک ل��وپ در محیط 
سابورودکستروزآگار حاوي کلرامفنیكل انجام گردیده است. 
)50 ی��ا 100 میكرولیتر از رس��وب ادرار را مي توان کش��ت 
داد ت��ا کلني کانت دقیق تري به عم��ل آید(. بیش از 30000 
س��لول مخمري در هر میلي لیتر نشان دهنده عفونت ادراري 
اس��ت )البته در مورد نمونه هایي که توسط سوند گرفته نشده 

باشند(.
دماي انكوباسیون: کشت ها در دو سري 25 الي 30 درجه 

و 37 درجه سانتي گراد نگهداري شدند.
آزمایش کش��ت ها: آزمایش و بررس��ي کش��ت ها روزانه 
انجام ش��ده و عدم رش��د بعد از 3 هفته به عنوان نتایج منفي 
گزارش ش��دند. کشت مثبت ممكن اس��ت نشان دهنده یک 
عفونت مجاري تناسلي ادراري موضعي و یا در بعضي موارد 

نشان دهنده انتشار گسترده عفونت باشد.
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ذخیره نمودن مخمرهاي جدا شده: به منظور نگهداري 
سویه هاي مخمري براي انجام آزمایش هاي تكمیلي بعدي 
و نی��ز آزمون هاي مولكولار بیول��وژي نمونه هاي مخمري 
جدا شده در گلیسیرین 20% در فریزر با برودت 20 درجه 

زیر صفر نگهداري شدند.
آزمایش هاي اولیه ب��راي تعیین هویت مخمرها: ابتدا با 
استفاده از آزمایش هاي مرفولوژیكي گونه هاي کاندیدا مورد 
شناسایي اولیه  قرار گرفتند. این آزمایش ها شامل:1- شكل 
ظاه��ري و رنگ کلني در محیط کش��ت جداس��ازي اولیه 
)SDA( و همچنین محیط کروم آگار کاندیدا بوده اس��ت.  
2- تولید هایفي یا س��ودوهایفي و کلامیدوسپور در محیط  
CMA+TW80  )تقریبا 60 درص��د ایزوله هاي کلینیكي 
کاندیدا آلبیكانس در این محیط، کلامیدوسپور تولید مي کنند( 
و 3- توانایي تولید لوله زایا در س��رم تازه انس��ان )95-97 
درص��د ایزوله هاي کلینیك��ي کاندیدا آلبیكان��س و کاندیدا 

دابلینیسیس در این شرایط  لوله زایا  ایجاد مي کنند(.
در محی��ط ک��روم آگار کاندی��دا گونه ه��اي آلبیكانس، 
تروپیكالی��س و کروزي،  قابل شناس��ایي بوده و گونه هاي 
گلابراتا، کفیر، پاراپسیلوزیس وگیلرموندي نیز تا حدودي 

قابل شناسایي هستند.
بع��د از انج��ام تس��ت هاي مرفولوژیك��ي ف��وق الذکر، 
ایزوله هاي مخمري را در ش��رایط مناس��ب  )گلیسرین 20 
درصد( نگه��داري کرده و پس از جم��ع آوري نهایي،  با 
اس��تفاده از روش PCR اقدام به شناسایي و تعیین هویت 

دقیق بر اساس DNA ژنومي گردید.

PCR-RFLP تعيين هويت مخمرهاي جدا شده با روش
 ITSI-5.8s‌rDNA-IT52  براي این منظور با تقویت ناحیه
از مجموع��ه ژني RNA ریبوزوم��ي گونه هاي کاندیدا به 

تفكیک تعیین هویت گردیدند. 
آزمایش PCR  به شرح زیر انجام گردید:

ابتدا عمل اس��تخراج DNA  از س��لول هاي مخمري با 
استفاده از روش جوشاندن )Boiling( انجام شده و سپس 
 )template( از اسید نوکلئیک استخراج شده به عنوان الگو
 PCR و به کمک پرایمرهاي یونیورس��ال قارچي آزمایش
انج��ام گردی��د. محص��ول PCR در ژل آگارز یک و نیم 

درصد الكتروفورز ش��ده و بعد از مشاهده باندهاي مربوط 
براي آنالیز بیشتر به وسیله آنزیم هاي محدود الاثر آزمایش 
PCR-RFLP انج��ام گردید و گونه هاي ش��ایع کاندیدا 
از قبی��ل کاندیدا آلبیكانس، کاندیدا دابلینینس��یس، کاندیدا 
گلابرات��ا، کاندی��دا تروپیكالیس، کاندیدا پاراپس��یلوزیس، 
کاندیدا کروزئي و کاندیدا گیلرموندي بدین وس��یله مورد 

بررسي قرار گرفتند.
 

جوشانیدن مخمرها درون لوله هاي اپندورف

آزمايش هاي مولكولي
 انتخاب پرایمرها و DNA هدف

بر اس��اس مطالعات قبلي انجام ش��ده راجع به رشته هاي 
مختلف DNA در میكروارگانیسم هاي مختلف، ژن مسئول 
کد ک��ردن RNA ریبوزومي )rDNA ی��اrRNA ( قطعه 
مناسبي براي اهداف شناسایي و طبقه بندي قارچ ها و از جمله 
مخمرها مي باشد. با توجه به تجربیات و آزمایش هاي انجام 
گرفته قبلي توسط میر هندي )9(  براي شناسایي شش گونه 
مهم کلینیكي با استفاده از روش PCR در این مطالعه نیز از 
پرایمرهاي ITSI به عنوان پرایمر رفت و از پرایمرITS4 به 
عنوان پرایمر برگشت استفاده گردید. توالي پرایمرهاي فوق 

به شرح زیر مي باشند:
ITSI:‌5'‌-‌TCCGTAGGTGAACCTGCG‌G-3'
ITS4:‌5'‌–‌TCCTCCGCTTATTGATAT‌GC-3'

 DNA استخراج
مطاب��ق روش قب��لا توصی��ف ش��ده، )9( ی��ک ل��وپ 
باکتریول��وژي )حدود 10 میلي متر مكع��ب( از کلني هاي 
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تازه برداش��ته و به لوله هاي اپندرف یک و نیم میلي لیتري 
محتوي 100 میكرولیتر آب مقطر اس��تریل افزوده و بعد از 
مخلوط ک��ردن به مدت 20 دقیقه در بن ماري جوش قرار 
داده و س��پس با سرعت 10000 دور در دقیقه به مدت 10 
دقیقه س��انتریفیوژ شدند. فاز رویي حاوي DNA محلول 

مي باشد که از آن به عنوان DNA الگو استفاده گردید.
آزمای��ش PCR: ب��راي انجام آزمای��ش PCR  مواد با 
غلظت هاي ذکر ش��ده در زیر براي یک واکنش 25 میكرو 
لیتري اس��تفاده گردید: بافر PCR: 5 / 2 میكرولیتر، کلرور 
منیزی��م: 75 / 0 میكرولیت��ر، پرایمره��اي رف��ت )ITSI( و 
برگش��ت )ITS4(: هرکدام با غلظت 10 پیكومول، 4 نوع 
نوکلئوتی��د )dNTPs( با غلظ��ت 20 میكرومولار، آنزیم 
Taq DNA polymerase: 25 / 1 واح��د، DNA الگو: 
2 میكرولیتر، آب مقطر: حجم لازم تا رسیدن به حجم کلي 

25 میكرولیتر.
برنام��ه اجرا ش��ده ب��راي  PCR عبارت ب��ود از: براي 
دناتوراس��یون اولیه: حرارت 95 درجه سانتي گراد به مدت 
7 دقیقه، یک سیكل، حرارت هاي 94 درجه سانتي گراد به 
م��دت 30 ثانیه، 56 درجه س��انتي گراد به مدت 1 دقیقه و 
72 درجه س��انتي گراد به مدت 45 ثانیه جمعا 25 سیكل، 
و بالاخره براي تكثیر نهایي: دماي 72 درجه س��انتي گراد 
به مدت 7 دقیقه: یک سیكل. براي انجام PCR از دستگاه 
ترموس��ایكلر Corbett س��اخت کشور اس��ترالیا استفاده 

گردید.
الكتروفورز: براي تفكیک قطعات DNA تكثیر ش��ده، 
آگاه��ي از اندازه محصول PCR  و رن��گ آمیزي و قابل 
روئیت کردن آن ها، هرکدام از محصولات PCR روي ژل 
آگارز )اینویت��روژن، آمریكا( یک و نیم درصد الكتروفورز 
گردید. بافر TBE )تریس 09 / 0 مولار، اسید بوریک 09 / 0 
مولار، EDTA 2 میلي مولار، pH:‌8.3( براي س��اختن 
ژل و نیز پر کردن تانک الكتروفورز استفاده گردید. نمونه ها 
به کمک جریان الكتریس��یته مستقیم با ولتاژ 5 الي 10 ولت 
به ازاي هر س��انتي متر طول ژل )بی��ن 80 الي 100 ولت( 
الكتروفورز گردیده و س��پس با رن��گ اتیدیوم بروماید به 
غلظ��ت 5 / 0 میكرو گرم در میلي لیتر رنگ آمیزي ش��دند. 
سپس با طول موج 312 نانو متر با استفاده از دستگاه ترانس 

ایلومیناتور مشاهده و با کمک دستگاه Gel doc به طریقه 
دیجیتال عكس برداري انجام گرفت.

 PCR-RFLP  آزمايش
محص��ولات PCR  با اس��تفاده از آنزیم مح��دود الاثر 
MspI مورد هضم آنزیمي ق��رار گرفتند. براي این منظور 
از آنزیم MspI ساخت کارخانه فرمنتاس محصول کشور 
لیتواني اس��تفاده گردید. براي ه��ر واکنش 15 میكرولیتري 
مق��دار یک و نیم میكرولیتر از باف��ر اختصاصي آنزیم، نیم 
میكرولیتر آنزیم، 3 میكرولیتر آب مقطر و 10 میكرولیتر از 
محصول PCR استفاده گردید. بعد از مخلوط کردن، آن ها 
را به مدت 2 س��اعت در انكوبات��ور 37 درجه قرار داده و 
بعد از آن محصول RFLP را با استفاده از ژل آگارز 8 / %1 
و ب��ا ولت��اژ 90 ولت به مدت 45 دقیق��ه الكتروفورز کرده 
و بع��د از رنگ آمیزي ژل با اتیدی��وم بروماید )غلظت نیم 
میكروگرم در میلي لیتر( و به شرح گفته شده براي آزمایش 
PCR مشاهده و عكسبرداري انجام شد. گونه هاي مخمري 
با توج��ه به الگوي الكتروفورتیک حاصله )9( و با در نظر 
گرفتن اندازه هاي به دس��ت آمده از آنالیز سكانس ها مورد 

شناسایي قرار گرفتند.

نتايج
تعداد کل نمونه ها ش��امل 250 نمونه ادرار بوده است که 

در فاصله زماني 12 ماه فراهم شدند.
تعداد کل موارد کش��ت مثبت از نظر عوامل مخمري 41 

نمونه و شامل 43 ایزوله مختلف مخمري بوده است.

پروفای��ل PCR-RFLP، از س��مت چ��پ ب��ه ترتیب 
نمونه هاي ش��ماره 1 ال��ي 3 کاندیدا گلابرات��ا، نمونه هاي 
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ش��ماره 4 و 5 کاندیدا کروزئي، نمونه هاي ش��ماره 6 تا 8 
کاندیدا آلبیكانس مي باش��ند. اولین و آخرین ستون مربوط 

به خط کش ژني 100bp plus مي باشد.
جدول 1- فراواني مطلق و فراواني نسبي بیماران 

تحت مطالعه به تفكیك جنسي و میزان شیوع 
کاندیدوري در آن ها

مردانزنانگروه هاي مورد مطالعه
154 )1 / 62%(94  )9 / 37%(تعداد کل – )درصد(

18 )69 / 11 درصد(22 ) 4 / 23 درصد(شیوع کاندیدوري )تعداد / درصد(

به طور کلي میزان شیوع کاندیدوري در این مطالعه برابر 
4 / 16% به دست آمد.

س��ن و جنس دو نف��ر از بیماران مش��خص نبوده لذا 
از مطالع��ه ح��ذف گردیدن��د. بنابراین تع��داد باقیمانده 
که در محاس��بات آم��اري در نظر گرفته ش��دند عبارت 
بیمارم��ي باش��ند ک��ه ش��امل 94 زن و 154   از 248 
م��رد ب��وده اس��ت. دو م��ورد از نمونه ه��ا داراي نتیجه 
کش��ت مخل��وط )mix( بوده ان��د.  هر دو ای��ن موارد 
مرب��وط به زنان ب��وده و در ه��ردو کاندی��دا آلبیكانس 
ب��ه هم��راه کاندی��دا گلابراتا رش��د کرده اس��ت. میزان 
 ش��یوع کاندی��دوري در م��ردان 69 / 11% و در زن��ان

 4 / 23% مي باشد.
جدول 2 - فراواني مطلق و نسبي گونه هاي 

کاندیداي جدا شده از بیماران داراي کاتتر ادراري 

درصدفراوانيتعداد کلگونه هاي مخمري
9 / 41 %18کاندیدا آلبیكانس
2 / 30 %13کاندیدا گلابراتا

9 / 13%6کاندیدا تروپیكالیس
9 / 6 %3کاندیدا پاراپسیلوزیس

7 / 4%2کاندیدا کروزئي
3 / 2 %1جئوتریكوم

9 / 99%43جمع

جدول 3- فراواني کاندیدوري در مردان به تفكیك 
گونه هاي کاندیدا

درصد فراوانيگونه هاي مخمري
8 / 27%کاندیدا آلبیكانس

8 / 27%کاندیدا تروپیكالیس
2 / 22%کاندیدا گلابراتا

7 / 16%کاندیدا پاراپسیلوزیس
6 / 5%جئوتریكوم

جدول 4- فراواني کاندیدوري در زنان به تفكیك 
گونه هاي کاندیدا 

درصد فراوانيگونه هاي مخمري
50 %کاندیدا آلبیكانس
5 / 37%کاندیدا گلابراتا
3 / 8 %کاندیدا کروزئي

2 / 4%کاندیدا تروپیكالیس

بحث
در یک مطالعه منتش��ر نشده توس��ط مولفین که روي 4729 
نمونه رس��وب ادرار به منظور ش��یوع کاندی��دوري در بیماران 
س��رپایي انجام ش��ده اس��ت میزان ش��یوع کاندیدوري در این 
جامعه 47 / 3% به دس��ت آمد. در بررسي فكور و همكاران )6( 
ب��ر روي 226 نمونه که به عنوان گروه ش��اهد در مطالعه خود 
در نظر گرفته بودند نیز وف��ور کاندیدوري 9 / 4 درصد گزارش 
گردید. آنان ش��یوع کاندی��دوري در بین بیم��اران دیابتي را در 
مطالعه خود 65 / 13 درصد نش��ان دادند. در تحقیق حاضر میزان 
شیوع کاندیدوري در بیماران بستري که سوند ادراري داشته اند 
برابر 4 / 16 درصد به دس��ت آمده است. همان طور که ذکر شد 
جداس��ازي گونه هاي کاندیدا از یک نمونه ادرار ممكن اس��ت 
نش��ان دهنده آلودگي، کلونیزاسیون و عفونت سطحي یا عمقي 
مجاري تحتاني یا فوقاني ادراري باشد و آلودگي نمونه به ویژه 
در زنان با کلونیزاسیون ولوواژینال شایع است. اکثر بیماران مبتلا 
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ب��ه کاندیدوري بدون علامت هس��تند و بیماراني که کاتتر مثانه 
دارند اغلب اوقات به عوض ابتلاء به عفونت، در حقیقت توسط 

گونه هاي کاندیدا کلونیزه شده اند. 
پاك ش��یر و همكاران )7( در 101 بیمار بستري داراي کاتتر 
فولي که در بیمارستان دکتر شریعتي تهران بستري بودند در 12 
مورد ) 11/9 %‌درصد( فونگوري به علت کاندیدا را نشان دادند. 
در این مطالعه ادرار همه بیماراني که دس��ت کم سه روز متوالي 
از کاتتر فولي استفاده کرده بودند مورد آزمایش قرار گرفتند. در 
مطالعه آن ها کاندیدا آلبیكانس 75 / 82 درصد و کاندیدا گلابراتا 
8 / 13 درص��د و کریپتوکوکوس لارنتي 45 / 3 درصد ایزوله ها را 
تش��كیل داده اند.  در بررس��ي که توس��ط ما انجام گردید میزان 
فونگوري 4 / 16 % بوده اس��ت که در بررس��ي روي 250 بیمار 
بس��تري در مرکز پزشكي شهدا به دس��ت آمده است و حداقل 

روزهاي بستري بیماران در بیمارستان 10 روز بوده است. 
در مطالع��ه حاضر ش��یوع کاندیدا آلبیكانس در این دس��ته از 
بیماران 9 / 41% به دس��ت آمده است و شیوع گونه هاي کاندیداي 
غیرآلبیكانسي بیشتر از مطالعه پاك شیر بوده است. همچنین در این 
مطالعه مشخص شد که پراکندگي گونه هاي کاندیداي غیرآلبیكانسي 
در مردان بیشتر از زنان مي باشد در صورتي که در زنان شایع ترین 

گونه کاندیداي جدا ش��ده را کاندیدا آلبیكانس )50%( تش��كیل 
مي دهد. در مردان 3 / 72% ایزوله هاي کاندیدایي را گونه هاي غیر 
آلبیكانس تشكیل داده اند.  در مطالعه فكور و همكاران )6( بر روي 
بیماران دیابتي ش��ایع ترین گونه کشت ش��ده از نمونه هاي ادرار 
را کاندی��دا گلابراتا با فراواني 5 / 62 درص��د و بعد از آن کاندیدا 
آلبیكانس 12 / 28 درصد و کاندیدا کروزي 25 / 6 درصد تش��كیل 
داده و در بیماران گروه شاهد فراوان ترین گونه کشت شده مربوط 
به کاندیدا آلبیكانس )54 / 54%(، کاندیدا گلابراتا )3 / 27%( و کاندیدا 
کروزي و کفایر هرکدام 09 / 9 درصد بوده اس��ت. در مطالعه جزء 
پناهي و همكاران )8( شایع ترین گونه جدا شده از بیماران بخش 
مراقبت ه��اي ویژه مربوط به کاندیدا آلبیكان��س با فراواني 3 / 34 
درصد بوده است. در تمامي این مطالعات از روش هاي مرسوم و 
 معمول فنوتیپیک براي شناسایي و تعیین هویت گونه هاي مخمري 

استفاده شده است. 
تشكر و قدرداني: نویس��ندگان مقال��ه مراتب سپاسگزاري و 
تش��كر خود را از خانم شیوا س��ادات شاه زیدي پرستار محترم 
واحد کنترل عفونت بیمارس��تاني مرکز پزش��كي ش��هدا که در 
جمع آوري و ارسال نمونه ها به آزمایشگاه همكاري هاي موثري 

داشته  اند ابراز مي نمایند.  

References
1-‌Anaissie‌E.‌J.,‌McGinnis‌M.‌R.,‌Pfaller‌M.‌A.‌CLINICAL‌MYCOLOGY‌,‌Churchill‌Livingstone,‌2003,‌Chap‌24.

2-‌Platt‌R,‌Polk‌BT,‌Murdock‌B,‌et‌al:‌Risk‌factors‌for‌nosocomial‌urinary‌tract‌infection.‌Am‌J‌Epidemiol‌124:‌977,‌1986.

3-‌Guler‌et‌al.‌Risk‌factor‌for‌nosocomial‌candiduria.,‌Saudi‌Med‌J.,‌2006‌vol‌27(11):‌1706-1710.

4-‌Denning‌D.‌W,‌Kibbler‌C.‌C,‌Barnes‌R.‌A.‌British‌Society‌for‌Medical‌Mycology‌proposed‌standards‌of‌care‌for‌patients‌
with‌invasive‌fungal‌infections.‌THE‌LANCET‌infectious‌dis‌vol‌3:‌230-40,‌2003.

5-‌Kozinn‌PJ,‌Taschdjian‌CL,‌Goldberg‌PK,‌et‌al:‌Advances‌in‌the‌diagnosis‌of‌renal‌candidiasis.‌J‌Urol‌119:184,‌1978.

6- فرزانه فكور، مهربان فلاحتي، فریده زیني، نورالدین موس��وي نسب: بررسي کاندیدوریا در بیماران دیابتي شهر زنجان 
در سال 1380. مجله دانشگاه علوم پزشكي ایران )1383(. سال 11 شماره 41 صفحات 453 الي 462.

7- کیوان پاك شیر، مهین مقدمي، مسعود امامي، پریوش کردبچه: بررسي میزان شیوع نقطه اي فونگوري و شناسایي عوامل 
آن در استفاده کنندگان از کاتتر فولي، مجله تحقیقات پزشكي – دوره ي دوم – شماره 3 – 1383.

8- منی��ژه ج��زء پناهي، احمد رضا مبین، افس��انه کرمي، س��امیه احدي. فراواني کاندیدوري در بیماران بس��تري در بخش 
مراقبت هاي ویژه. مجله دانشگاه علوم پزشكي کرمان )1390(.  سال 18 شماره .3 

9-‌Mirhendi‌H,‌Makimura‌K,‌Khoramizadeh‌M,‌Yamaguchi‌H.‌A‌One-Enzyme‌PCR-RFLP‌Assay‌for‌Identification‌of‌Six‌
Medically‌Important‌Candida‌species.‌Jpn‌J‌Med‌Mycol‌2006‌47:‌225-9.

 [
 D

ow
nl

oa
de

d 
fr

om
 la

bd
ia

gn
os

is
.ir

 o
n 

20
25

-0
7-

20
 ]

 

Powered by TCPDF (www.tcpdf.org)

                               8 / 8

http://labdiagnosis.ir/article-1-33-en.html
http://www.tcpdf.org

