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هدف
هدف از اين تحقيق بررسي ميزان شيوع كانديدوري در 
بيماراني اس��ت كه به دلايل مختلف از كاتتر فولي استفاده 
ميك‌نند. همچنين در اين بررسي علاوه بر روش‌هاي معمول 
آزمايش��گاهي از روش‌هاي مولكولار بيولوژي )PCR( كه 
به تعيي��ن هويت دقيق و قطعي عوامل ميكروارگانيس��مي 
كمك ميك‌ند براي شناس��ايي عوامل مخمري جدا شده از 
نمونه‌ه��اي ادراري اين دس��ته از بيماران اس��تفاده گرديده 

است.

مقدمه
در ط��ول دهه گذش��ته افزاي��ش قابل توجه��ي در بروز 
پاتوژن‌ه��اي قارچ��ي فرصت طلب درگي��ر كننده مجاري 
ادراري ديده ش��ده است. گونه‌هاي كانديدا پاتوژن ترين و 
ش��ايع ترين قارچ‌هاي مجاري ادراري و تناسلي مي‌باشند. 
افزايش ب��روز عفونت‌هاي قارچي مجاري ادراري بدوا در 
نتيجه افزايش جمعيت بيم��اران در معرض خطر به همراه 
افزايش استفاده از تكنولوژي‌هايي است كه تهاجم قارچي 

مجاري ادراري را مستعد و تسهيل مي‌نمايند.
مج��اري ادراري در نتيجه: 1- فونژمي و انتش��ار خوني 

)فونگوري مي‌تواند تظاهري از بيماري سيستمكي قارچي 
باشد( و يا 2- عفونت بالا رونده معمولا در حضور انسداد 
ادراري )فونژمي ثانوي به پيلونفريت بالا رونده( به عفونت 

قارچي مبتلا مي‌گردند.)1(
گونه‌هاي كانديدا از عوامل ش��ايع عفونت بالا رونده در 
مجاري ادراري انس��داد يافته و كاتتريزه ش��ده به ويژه در 
بيماران ديابتكي مي‌باش��ند. بيماراني ك��ه براي انجام پيوند 
كلي��ه داروهاي س��ركوب كننده سيس��تم ايمن��ي دريافت 
ميك‌نن��د در معرض خطر براي عفونت‌هاي قارچي مهاجم 
توسط گونه‌هاي كانديدا، آس��پرجيلوس و كريپتوكوكوس 

مي‌باشند.

اپيدميولوژي
ميكروارگانيسم‌هاي كانديدا غالبا به عنوان ساپروفيت در 
س��طوح خارجي ژنيتال يا اورترا وج��ود دارند، اگرچه به 
تع��داد قابل اندازه گيري در كمتر از 1% نمونه‌هاي ادراري 
تهيه ش��ده در ش��رايط اس��تريل )clean voided( يافت 
مي‌ش��وند. به طور كل��ي فراواني عفونت‌ه��اي كانديدا در 
بيمارس��تان‌ها طي دهه گذشته 200 تا 300 درصد افزايش 
داشته است. در كي بيمارستان عمومي 5% كشت‌هاي ادرار 
ممكن اس��ت گونه‌هاي كانديدا 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 گونه‌ه��اي كانديدا تقريبا %10 
ايزوله‌هاي ادراري را شامل مي‌شوند.

Platt et al. )2( در تحقي��ق روي عفونت‌هاي مجاري 
ادراري بيمارستاني در بيماراني كه كاتتر مثانه داشتند به اين 
نتيجه رس��يدند كه 26‌/‌5 درصد عفونت‌ها توس��ط قارچ‌ها 
ايجاد ش��ده است. اكثر كش��ت‌هاي مثبت كم اهميت بوده 
و مربوط به كلونيزاس��يون هس��تند تا اين كه نش��ان دهنده 
عفونت حقيقي باش��ند و كمت��ر از 10% كانديدمي‌ها پيامد 
كانديدوري هس��تند، ب��ا اين وجود عفونت‌ه��اي مجاري 
ادراري كانديدا به عنوان عفونت‌هاي مهم بيمارستاني خود 

را نشان داده‌اند. 

فاكتورهاي خطر
Gulers   و همكارانش )3( در س��ال 2006 فاكتورهاي 
خط��ر و گونه‌ه��اي كاندي��داي مس��بب كاندي��دوري در 
بيماران بس��تري در بيمارس��تان را به ص��ورت كي مطالعه 
مورد- ش��اهدي تحت بررس��ي ق��رار دادن��د. فاكتورهاي 
خطر براي كانديدوري در جراحي ش��كم 4 برابر، درمان با 
كورتيكوس��تروئيد و داروهاي سركوبگر سيستم ايمني 1‌/‌4 
برابر، در كاتتريزاس��يون ادراري 12 برابر و در اس��تفاده از 
آنتي بيوتكي 6 برابر بوده اس��ت. ريس��ك كانديدوري در 
بيماران ديابتكي 2 برابر بيش��تر از بيماران گروه كنترل بوده 
است. كانديدا آلبيكانس با 68‌/‌62 درصد فراواني شايع‌ترين 
قارچ جدا شده در بيماران مبتلا به كانديدوري بوده است.

ميكروبيولوژي
تمام قارچ‌هايي كه از ادرار بيماران بستري در بخش‌هاي 
مراقبت ويژه، مراقبت‌هاي ويژه نوزادان، س��وختگي، جدا 
ش��ده باش��د و نيز از هر بيماري كه پيون��د عضو دريافت 
كرده باش��د بايس��تي در حد گون��ه شناس��ايي و گزارش 
ش��ود. گونه‌هاي كانديدا از 1 ت��ا 9 درصد نمونه‌هاي ادرار 
بيماران بس��تري در  بيمارستان جدا مي‌ش��وند. اين اتفاق 
در كش��ت‌هاي ادرار نوزادان بستري در بخش‌هاي مراقبت 
ويژه غالبا نمايش دهنده وجود كي عفونت تهاجمي است 
و مي‌تواند گواه اوليه‌اي براي بروز كانديدمي باش��د. ايزوله 
ادراري عموم��ا با هم��ان ايزوله‌اي كه از خون و يا س��اير 

نواحي بدن بيمار جدا مي‌ش��ود يكي اس��ت. در دستجات 
ديگر بيماران، ادرار محل مهمي براي كلونيزاسيون قارچي 
است كه مي‌تواند ضرورت اتخاذ راهبردهاي پروفيلاكسي 

و يا اقدامات اوليه درماني را گوشزد نمايد )4(. 
اگر چه كانديدا آلبيكانس ش��ايع ترين گونه جدا ش��ده 
از ادرار اس��ت، برعكس كانديديازيس دهاني، ازوفاگال و 
واژينال، گونه‌هاي غيرآلبيكانس از جنس كانديدا مس��ئول 
تقريبا نيم��ي از ايزوله‌هاي ادراري هس��تند. گونه‌هاي غير 
معمول كه به خصوص در بيماران بس��تري در بيمارستان، 
اغل��ب در بيم��اران ديابتكي با كاتتره��اي ادراري طولاني 
مدت جدا مي‌ش��وند عبارتند از: كانديدا گلابراتا كه در 25 
ت��ا 35 درص��د عفونت‌ها ديده مي‌ش��ود و گونه‌هاي ديگر 
كانديدا ش��امل كاندي��دا تروپيكاليس، كاندي��دا كروزي و 
كانديدا گيلرموندي ك��ه در 8 تا 28 درصد عفونت‌ها جدا 
مي‌ش��وند. عفونت‌هاي مخلوط و ت��وام )mix( مربوط به 
حض��ور بيش از كي گون��ه كانديدا نادر نيس��ت همچنين 

باكتريوري همزمان نيز ممكن است وجود داشته باشد.

جنبه‌هاي كلينيكي
ت��ا 50 درصد موارد كانديديازيس تهاجمي اثبات ش��ده 
در مطالع��ات بر روي نمونه‌هاي اتوپس��ي، در زمان حيات 
علي‌رغم انجام مكرر كشت خون، نتايج منفي نشان داده‌اند، 
اما اكثر آن‌ها در نمونه‌هاي ديگر كه شامل نمونه‌هاي ادرار 

هم بوده است كشت‌هاي مثبت داشته اند )4(.
اكثر بيماران مبتلا به كانديدوري بدون علامت هس��تند. 
بيماران��ي كه كاتتر مثانه دارند اغلب اوقات به عوض ابتلاء 
به عفونت، در حقيقت توس��ط گونه‌ه��اي كانديدا كلونيزه 
هستند. بيماران كانديدوركي بستري با علايم سيستمكي يا 
اساسي معمولا به صورت همزمان كي عامل جانشين براي 
علاي��م دارند. تظاهرات كلينيكي مربوط به عفونت كانديدا 
به محل عفونت بس��تگي دارد. بيماران مبتلا به سيس��تيت 
كانديدايي علايم و نش��انه‌هاي تحري��ك مثانه را دارند كه 
ش��امل تكرر ادرار، س��وزش ادرار، احس��اس فوريت دفع 
ادرار، هماچوري و پيوري اس��ت. معاينات سيستوسكوپي 
‌patchهاي كمي برآمده، سفيد مرواريد وار )يا صدفي( و 
نرم را نشان مي‌دهد كه شبيه رسوب شير منعقد شده است و 
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نيز پرخوني )hyperemia( و التهاب مخاط مثانه به طور 
آش��كار ديده مي‌ش��ود. اكثر بيماران علامت‌دار با سيستيت 
كانديدايي كاتتريزه نش��ده‌اند.  عفون��ت بالا رونده اگر چه 
نادر است ممكن است موجب پيلونفريت كانديدا شود كه 
با تب، لكوس��يتوز، لرز و احساس كشش در زاويه دنده‌اي 
 )costovertebral angle tenderness( مه��ره‌اي 
همراه اس��ت. اولتراسونوگرافي و CT Scan در تشخيص 
آبس��ه اينترارنال )داخل كليوي( و پ��ري نفركي )پيرامون 
كلي��وي( مفيد و كمك كننده اس��ت. اوروگرافي ترش��حي 
ممكن اس��ت توپ‌هاي قارچي موج��ود در اورتروپلوكي 
)لگنچه- ميزناي( را نش��ان ده��د كه همراه يا بدون نكروز 

پاپيلري مي‌باشد.

تشخيص
جدا س��ازي گونه‌هاي كانديدا از كي نمونه ادرار ممكن 
است نشان دهنده آلودگي، كلونيزاسيون و عفونت سطحي 
يا عمقي مجاري تحتاني يا فوقاني ادراري باش��د. آلودگي 
نمونه به ويژه در زنان با كلونيزاس��يون ولوواژينال ش��ايع 
اس��ت. معمولا كلونيزاس��يون را مي‌توان به وس��يله تكرار 
كش��ت ادرار ب��ا توجه وي��ژه به تكن‌كيه��اي جمع آوري 
مناس��ب برطرف كرد. در حقيقت دو بار جداس��ازي مثبت 
و پش��ت سرهم كانديدا قبل از ش��روع درمان ضد قارچي 
امري اساسي است. افتراق عفونت از كلونيزاسيون مجاري 
ادراري اگ��ر در برخ��ي بيماران غير ممكن نباش��د، ممكن 
است بي نهايت مشكل باشد. اين مساله به ويژه در بيماران 
كاتتريزه ش��ده صدق ميك‌ند و اغلب به تظاهرات كلينيكي 
همراه اتكا مي‌ش��ود. متاسفانه اش��كال كلينيكي اختصاصي 
نيس��تند و در بيم��اران با وضعيت بحران��ي در بخش‌هاي 
مراقب��ت وي��ژه، ت��ب و لكوس��يتوز ممكن اس��ت علل و 
منابع متعدد ديگري داش��ته باش��ند. افتراق دادن عفونت از 
كلونيزاس��يون در حضور پيوري كار س��اده‌اي نيست. اكثر 
بيماران با كاندي��دوري قابل ملاحظه پيوري دارند اگر چه 
تفسير پيوري در حضور كي كاتتر مشكل است زيرا ممكن 
است تحركي مكانيكي مخاط مثانه خود علت پيوري پديد 
آمده باش��د. ش��مارش كلني ادرار در جدا كردن عفونت از 
كلونيزاسيون ارزش محدودي دارد اما فقط در غياب كاتتر 

فولي مي‌تواند ارزشمند باشد.  گاهي اوقات در بيماراني كه 
كاتتريزه نيستند، حضور صرف گونه‌هاي كانديدا  در ادرار 
بدون توجه به تعداد، به عنوان عفونت واقعي تلقي مي‌شود. 
برعكس، Kozinn و همكاران )5( نشان دادند كه شمارش 
بيش از 10000 تا 15000 كلني در هر ميلي ليتر با عفونت 
رابطه دارد، اگرچه تنها اقليتي از بيماران با ش��مارش كلني 
ب��الا عفونت حقيقي دارند، اين ب��راي كي بيمار با بيماري 
تهاجمي كليه، لگنچه كليه يا مثانه كه ش��مارش كلني پايين 
داشته باشد كمياب و نادر است. كانديديازيس رنال بندرت 
با كلني كانت كمتر يا مس��اوي 1000 عدد در هر ميلي ليتر 
گزارش ش��ده است. بنابراين همپوشاني قابل توجهي واقع 
مي‌ش��ود و كش��ت‌ها تعيين كننده نهايي در تصميم گيري 
درماني نمي‌باش��ند. به طور مشابه از كشت‌هاي ادرار منفي 
نمي‌توان براي رد كردن كانديديازيس رنال اس��تفاده كرد. 
 CFU‌/‌ml 104 كانديدوري يا كلني كانت بيشتر يا برابر با
به همراهي فاكتورهاي خط��ر زمينه را براي كانديديازيس 

تهاجمي در بيماران وخيم الحال مساعد ميك‌نند.  
بعد از آن كه كانديدوري به عنوان عفونت ش��ناخته شد 
چالش پيش روي پزش��ك لوكاليزه ك��ردن منبع عفونت يا 
محدود كردن سطح آناتومكي عفونت است. لوكاليزه كردن 
در مديريت كانديدوري بس��يار مهم و حياتي اس��ت. براي 
افت��راق دادن تهاجم كانديدا به كليه‌ه��ا از عفونت مجاري 
تحتان��ي كه فراوانتر اس��ت تس��ت مفيدي وج��ود ندارد، 
تنه��ا يافته اختصاصي يا پاتوگنوموني��ك در كانديديازيس 
رنال نش��ان دادن هايفا يا س��ودوهايفي كانديدا اس��ت كه 
در كي س��يلندر هيالن يا گرانولار گير افتاده و در رس��وب 
ادرار)ميكروس��كوپي( ديده مي‌ش��ود. متاس��فانه اين كي 
يافته نادر اس��ت و همانند كش��ت، مرفول��وژي قارچي در 
ميكروس��كوپي و پيوري ارزش كم��ي در عفونت لوكاليزه 
دارند. ش��واهد و م��دارك غير اختصاصي و غيرمس��تقيم 
عفون��ت مجاري فوقاني به وس��يله كاهش عملكرد كليوي 
و يافته‌ه��اي راديوگرافي��ك در اس��كن‌هاي توموگراف��ي 

كامپيوتري و اولتراسونوگرافي پيشنهاد مي‌شود.
آزمايش‌هاي س��رولوژكي به عنوان مثال آزمايش »انولاز 
كانديدا« براي نش��ان دادن تهاجم پارانش��يمال غيرحساس 
مي‌باشند. كي شست‌وشوي پنج روزه با محلول آمفوتريسين 
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B ممكن اس��ت در ثابت كردن منبع كانديدوري موثر باش��د 
و كانديدوري پايدار بعد از شست‌وش��وي مثانه نشان دهنده 
عفونت قارچي با منشاء قسمت فوقاني مثانه است. اين مساله 
نياز به جس��تجوي بيشتر را تايكد ميك‌ند و ظن كانديديازيس 
رنال را تقويت مي‌نمايد. متاس��فانه طبيعت طولاني و خس��ته 
كننده تس��ت شست‌وشو با محلول آمفوتريسين B استفاده از 
آن را در كي بيمار تب دار و ش��ديدا ناخوش با كانديدوري 
منتفي مي‌سازد. كي تست سه ساعته سريع شست‌وشوي مثانه 
 200μg‌/‌ml در غلظت B با استفاده از محلول آمفوتريسين
بر اس��اس مطالعات in vitro توصيه شده است اما بايد در 

بيماران نيز تاثير آن نشان داده شود.

سابقه پژوهش در ايران
 س��ابقه انجام اين مطالعه در ايران بسيار محدود و با توجه 
به روش‌هاي آزمايشگاهي به كار گرفته شده )علي الخصوص

PCR ( منحصر به فرد است. 
فك��ور و هم��كاران )6( در بررس��ي كاندي��دوري در بين 
بيماران ديابتي در ش��هر زنجان كه در سال 1380 انجام شده 
است شيوع كانديدوري در بيماران ديابتي را 13‌/‌65 درصد و 

در بين افراد غيرديابتي 4‌/‌9 درصد گزارش كرده‌اند. 
پاك شير و همكاران در مقاله‌اي كه در سال 1383 در مجله 
تحقيقات پزش��كي چاپ كردند )7( روي 101 بيمار بستري 
داراي كاتت��ر فول��ي كه در بيمارس��تان دكتر ش��ريعتي تهران 
بس��تري بودند در 12 مورد )11‌/‌9 درصد( فونگوري به علت 
كانديدا را نش��ان دادند. در اين مطالعه ادرار همه بيماراني كه 
دست كم س��ه روز متوالي از كاتتر فولي استفاده كرده بودند 
مورد آزمايش قرار گرفتند. كانديدا آلبيكانس 82‌/‌75 درصد و 
كاندي��دا گلابراتا 13‌/‌8 درصد و كريپتوكوكوس لارنتي 3‌/‌45 

درصد ايزوله‌ها را تشكيل داده‌اند. 
ج��زء پناه��ي و هم��كاران )8( در س��ال 1390 فراوان��ي 
كانديدوري را در بين بخش‌هاي مراقبت ويژه بيمارستان‌هاي 
كرمان مورد بررس��ي قرار دادن��د و در مجموع در 29 نفر از 
110 بيمار تحت بررس��ي خود يعن��ي در 26‌/‌4 درصد موارد 
كانديدوري را نشان دادند. بيشترين گونه جدا شده در تحقيق 

آنان كانديدا آلبيكانس با فراواني 34‌/‌3 درصد بوده است.
در مطالعه حاضر، براي شناس��ايي مخمرها از تس��ت‌هاي 

معمول آزمايشگاهي مانند آزمون ايجاد لوله زايا در سرم تازه 
انس��ان، آزمون اوره آز، آزمون ايجاد كلاميدوسپور درمحيط 
كورن ميل آگار و بررس��ي خصوصيات كلني در محيط كروم 
آگار كانديدا اس��تفاده ش��د و به منظ��ور تعيين هويت قطعي 
ايزوله‌ه��ا  در س��طح گون��ه‌اي از بين روش‌ه��اي مولكولار 

بيولوژي از آزمون PCR و PCR-RFLP استفاده گرديد.

مواد و روش ها
جامعه مورد بررس��ي: شامل بيماران بستري در بخش‌هاي 
مختلف مركز پزش��كي شهداء تجريش بوده است كه به علل 
مختل��ف داراي س��وند ادراري ب��وده و حداق��ل 10 روز از 

سوند‌گذاري آن‌ها گذشته بوده است.

آزمايش مستقيم ميكروسكوپي و كشت ادرار از نظر مخمرها
ب��راي اي��ن منظور نمون��ه ادرار كي تا دو س��اعت پس از 
جمع آوري آزمايش شده  و در غير اينصورت تا زمان انجام 
آزمايش در يخچال 4 درجه س��انتيگراد  نگهداري مي‌ش��ده 

است.
حجم مش��خصي از ادرار )10 ميلي ليتر( با دور 1500 و به 
مدت 10 دقيقه س��انتريفوژ گرديده، ته نش��ين در حجم 0‌/‌1 
الي 0‌/‌25 ميلي ليتر س��رم فيزيولوژي اس��تريل سوسپانسيون 
ش��ده سپس لام مستقيم ميكروس��كوپي تهيه و كشت  نيز از 
رس��وب انجام مي‌گرديد. كش��ت به كمك ل��وپ در محيط 
سابورودكستروزآگار حاوي كلرامفنيكل انجام گرديده است. 
)50 ي��ا 100 ميكروليتر از رس��وب ادرار را مي‌توان كش��ت 
داد ت��ا كلني كانت دقيق تري به عم��ل آيد(. بيش از 30000 
س��لول مخمري در هر ميلي ليتر نشان دهنده عفونت ادراري 
اس��ت )البته در مورد نمونه‌هايي كه توسط سوند گرفته نشده 

باشند(.
دماي انكوباسيون: كشت‌ها در دو سري 25 الي 30 درجه 

و 37 درجه سانتي گراد نگهداري شدند.
آزمايش كش��ت ها: آزمايش و بررس��ي كش��ت‌ها روزانه 
انجام ش��ده و عدم رش��د بعد از 3 هفته به عنوان نتايج منفي 
گزارش ش��دند. كشت مثبت ممكن اس��ت نشان دهنده كي 
عفونت مجاري تناسلي ادراري موضعي و يا در بعضي موارد 

نشان دهنده انتشار گسترده عفونت باشد.
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ذخيره نمودن مخمرهاي جدا شده: به منظور نگهداري 
سويه‌هاي مخمري براي انجام آزمايش‌هاي تكميلي بعدي 
و ني��ز آزمون‌هاي مولكولار بيول��وژي نمونه‌هاي مخمري 
جدا شده در گليسيرين 20% در فريزر با برودت 20 درجه 

زير صفر نگهداري شدند.
آزمايش‌هاي اوليه ب��راي تعيين هويت مخمرها: ابتدا با 
استفاده از آزمايش‌هاي مرفولوژيكي گونه‌هاي كانديدا مورد 
شناسايي اوليه  قرار گرفتند. اين آزمايش‌ها شامل:1- شكل 
ظاه��ري و رنگ كلني در محيط كش��ت جداس��ازي اوليه 
)SDA( و همچنين محيط كروم آگار كانديدا بوده اس��ت.  
2- توليد هايفي يا س��ودوهايفي و كلاميدوسپور در محيط  
CMA+TW80  )تقريبا 60 درص��د ايزوله‌هاي كلينيكي 
كانديدا آلبيكانس در اين محيط، كلاميدوسپور توليد ميك‌نند( 
و 3- توانايي توليد لوله زايا در س��رم تازه انس��ان )95-97 
درص��د ايزوله‌هاي كلينيك��ي كانديدا آلبيكان��س و كانديدا 

دابلينيسيس در اين شرايط  لوله زايا  ايجاد ميك‌نند(.
در محي��ط ك��روم آگار كاندي��دا گونه‌ه��اي آلبيكانس، 
تروپيكالي��س و كروزي،  قابل شناس��ايي بوده و گونه‌هاي 
گلابراتا، كفير، پاراپسيلوزيس وگيلرموندي نيز تا حدودي 

قابل شناسايي هستند.
بع��د از انج��ام تس��ت‌هاي مرفولوژيك��ي ف��وق الذكر، 
ايزوله‌هاي مخمري را در ش��رايط مناس��ب  )گليسرين 20 
درصد( نگه��داري كرده و پس از جم��ع آوري نهايي،  با 
اس��تفاده از روش PCR اقدام به شناسايي و تعيين هويت 

دقيق بر اساس DNA ژنومي گرديد.

PCR-RFLP تعيين هويت مخمرهاي جدا شده با روش
 ITSI-5.8s rDNA-IT52  براي اين منظور با تقويت ناحيه
از مجموع��ه ژني RNA ريبوزوم��ي گونه‌هاي كانديدا به 

تفككي تعيين هويت گرديدند. 
آزمايش PCR  به شرح زير انجام گرديد:

ابتدا عمل اس��تخراج DNA  از س��لول‌هاي مخمري با 
استفاده از روش جوشاندن )Boiling( انجام شده و سپس 
 )template( از اسيد نوكلئكي استخراج شده به عنوان الگو
 PCR و به كمك پرايمرهاي يونيورس��ال قارچي آزمايش
انج��ام گردي��د. محص��ول PCR در ژل آگارز كي و نيم 

درصد الكتروفورز ش��ده و بعد از مشاهده باندهاي مربوط 
براي آناليز بيشتر به وسيله آنزيم‌هاي محدود الاثر آزمايش 
PCR-RFLP انج��ام گرديد و گونه‌هاي ش��ايع كانديدا 
از قبي��ل كانديدا آلبيكانس، كانديدا دابلينينس��يس، كانديدا 
گلابرات��ا، كاندي��دا تروپيكاليس، كانديدا پاراپس��يلوزيس، 
كانديدا كروزئي و كانديدا گيلرموندي بدين وس��يله مورد 

بررسي قرار گرفتند.
 

جوشانيدن مخمرها درون لوله‌هاي اپندورف

آزمايش‌هاي مولكولي
 انتخاب پرايمرها و DNA هدف

بر اس��اس مطالعات قبلي انجام ش��ده راجع به رشته‌هاي 
مختلف DNA در ميكروارگانيسم‌هاي مختلف، ژن مسئول 
كد ك��ردن RNA ريبوزومي )rDNA ي��اrRNA ( قطعه 
مناسبي براي اهداف شناسايي و طبقه بندي قارچ‌ها و از جمله 
مخمرها مي‌باشد. با توجه به تجربيات و آزمايش‌هاي انجام 
گرفته قبلي توسط مير هندي )9(  براي شناسايي شش گونه 
مهم كلينيكي با استفاده از روش PCR در اين مطالعه نيز از 
پرايمرهاي ITSI به عنوان پرايمر رفت و از پرايمرITS4 به 
عنوان پرايمر برگشت استفاده گرديد. توالي پرايمرهاي فوق 

به شرح زير مي‌باشند:
ITSI: 5' - TCCGTAGGTGAACCTGCG G-3'
ITS4: 5' – TCCTCCGCTTATTGATAT GC-3'

 DNA استخراج
مطاب��ق روش قب�ال توصي��ف ش��ده، )9( ي��ك ل��وپ 
باكتريول��وژي )حدود 10 ميلي متر مكع��ب( از كلني‌هاي 

 [
 D

ow
nl

oa
de

d 
fr

om
 la

bd
ia

gn
os

is
.ir

 o
n 

20
26

-0
2-

16
 ]

 

                               5 / 8

http://labdiagnosis.ir/article-1-33-fa.html


58
فصلنامه آزمایشگاه و تشخیص- زمستان 1392- شماره 22

تازه برداش��ته و به لوله‌هاي اپندرف كي و نيم ميلي ليتري 
محتوي 100 ميكروليتر آب مقطر اس��تريل افزوده و بعد از 
مخلوط ك��ردن به مدت 20 دقيقه در بن ماري جوش قرار 
داده و س��پس با سرعت 10000 دور در دقيقه به مدت 10 
دقيقه س��انتريفيوژ شدند. فاز رويي حاوي DNA محلول 

مي‌باشد كه از آن به عنوان DNA الگو استفاده گرديد.
آزماي��ش PCR: ب��راي انجام آزماي��ش PCR  مواد با 
غلظت‌هاي ذكر ش��ده در زير براي كي واكنش 25 ميكرو 
ليتري اس��تفاده گرديد: بافر PCR: 2‌/‌5 ميكروليتر، كلرور 
منيزي��م: 0‌/‌75 ميكروليت��ر، پرايمره��اي رف��ت )ITSI( و 
برگش��ت )ITS4(: هركدام با غلظت 10 پيكومول، 4 نوع 
نوكلئوتي��د )dNTPs( با غلظ��ت 20 ميكرومولار، آنزيم 
Taq DNA polymerase: 1‌/‌25 واح��د، DNA الگو: 
2 ميكروليتر، آب مقطر: حجم لازم تا رسيدن به حجم كلي 

25 ميكروليتر.
برنام��ه اجرا ش��ده ب��راي  PCR عبارت ب��ود از: براي 
دناتوراس��يون اوليه: حرارت 95 درجه سانتي گراد به مدت 
7 دقيقه، كي سيكل، حرارت‌هاي 94 درجه سانتي گراد به 
م��دت 30 ثانيه، 56 درجه س��انتي گراد به مدت 1 دقيقه و 
72 درجه س��انتي گراد به مدت 45 ثانيه جمعا 25 سيكل، 
و بالاخره براي تكثير نهايي: دماي 72 درجه س��انتي گراد 
به مدت 7 دقيقه: كي سيكل. براي انجام PCR از دستگاه 
ترموس��ايكلر Corbett س��اخت كشور اس��تراليا استفاده 

گرديد.
الكتروفورز: براي تفككي قطعات DNA تكثير ش��ده، 
آگاه��ي از اندازه محصول PCR  و رن��گ آميزي و قابل 
روئيت كردن آن ها، هركدام از محصولات PCR روي ژل 
آگارز )اينويت��روژن، آمريكا( كي و نيم درصد الكتروفورز 
گرديد. بافر TBE )تريس 0‌/‌09 مولار، اسيد بوركي 0‌/‌09 
مولار، EDTA 2 ميلي مولار، pH: 8.3( براي س��اختن 
ژل و نيز پر كردن تانك الكتروفورز استفاده گرديد. نمونه‌ها 
به كمك جريان الكتريس��يته مستقيم با ولتاژ 5 الي 10 ولت 
به ازاي هر س��انتي متر طول ژل )بي��ن 80 الي 100 ولت( 
الكتروفورز گرديده و س��پس با رن��گ اتيديوم برومايد به 
غلظ��ت 0‌/‌5 ميكرو گرم در ميلي ليتر رنگ آميزي ش��دند. 
سپس با طول موج 312 نانو متر با استفاده از دستگاه ترانس 

ايلوميناتور مشاهده و با كمك دستگاه Gel doc به طريقه 
ديجيتال عكس برداري انجام گرفت.

 PCR-RFLP  آزمايش
محص��ولات PCR  با اس��تفاده از آنزيم مح��دود الاثر 
MspI مورد هضم آنزيمي ق��رار گرفتند. براي اين منظور 
از آنزيم MspI ساخت كارخانه فرمنتاس محصول كشور 
ليتواني اس��تفاده گرديد. براي ه��ر واكنش 15 ميكروليتري 
مق��دار كي و نيم ميكروليتر از باف��ر اختصاصي آنزيم، نيم 
ميكروليتر آنزيم، 3 ميكروليتر آب مقطر و 10 ميكروليتر از 
محصول PCR استفاده گرديد. بعد از مخلوط كردن، آن‌ها 
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 %1‌/‌8 
و ب��ا ولت��اژ 90 ولت به مدت 45 دقيق��ه الكتروفورز كرده 
و بع��د از رنگ آميزي ژل با اتيدي��وم برومايد )غلظت نيم 
ميكروگرم در ميلي ليتر( و به شرح گفته شده براي آزمايش 
PCR مشاهده و عكسبرداري انجام شد. گونه‌هاي مخمري 
با توج��ه به الگوي الكتروفورتكي حاصله )9( و با در نظر 
گرفتن اندازه‌هاي به دس��ت آمده از آناليز سكانس‌ها مورد 

شناسايي قرار گرفتند.

نتايج
تعداد كل نمونه‌ها ش��امل 250 نمونه ادرار بوده است كه 

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

نمونه و شامل 43 ايزوله مختلف مخمري بوده است.

پروفاي��ل PCR-RFLP، از س��مت چ��پ ب��ه ترتيب 
نمونه‌هاي ش��ماره 1 ال��ي 3 كانديدا گلابرات��ا، نمونه‌هاي 
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ش��ماره 4 و 5 كانديدا كروزئي، نمونه‌هاي ش��ماره 6 تا 8 
كانديدا آلبيكانس مي‌باش��ند. اولين و آخرين ستون مربوط 

به خط كش ژني 100bp plus مي‌باشد.
جدول 1- فراواني مطلق و فراواني نسبي بيماران 

تحت مطالعه به تفكيك جنسي و ميزان شيوع 
كانديدوري در آن ها

مردانزنانگروه‌هاي مورد مطالعه
154 )62‌/‌1%(94  )37‌/‌9%(تعداد كل – )درصد(

18 )11‌/‌69 درصد(22 ) 23‌/‌4 درصد(شيوع كانديدوري )تعداد‌/‌درصد(

به طور كلي ميزان شيوع كانديدوري در اين مطالعه برابر 
16‌/‌4% به دست آمد.

س��ن و جنس دو نف��ر از بيماران مش��خص نبوده لذا 
از مطالع��ه ح��ذف گرديدن��د. بنابراين تع��داد باقيمانده 
كه در محاس��بات آم��اري در نظر گرفته ش��دند عبارت 
بيمارم��ي باش��ند ك��ه ش��امل 94 زن و 154   از 248 
م��رد ب��وده اس��ت. دو م��ورد از نمونه‌ه��ا داراي نتيجه 
كش��ت مخل��وط )mix( بوده‌ان��د.  هر دو اي��ن موارد 
مرب��وط به زنان ب��وده و در ه��ردو كاندي��دا آلبيكانس 
ب��ه هم��راه كاندي��دا گلابراتا رش��د كرده اس��ت. ميزان 
 ش��يوع كاندي��دوري در م��ردان 11‌/‌69% و در زن��ان

 23‌/‌4% مي‌باشد.
جدول 2 - فراواني مطلق و نسبي گونه‌هاي 

كانديداي جدا شده از بيماران داراي كاتتر ادراري 

درصدفراوانيتعداد كلگونه‌هاي مخمري
41‌/‌9 %18كانديدا آلبيكانس
30‌/‌2 %13كانديدا گلابراتا

13‌/‌9%6كانديدا تروپيكاليس
6‌/‌9 %3كانديدا پاراپسيلوزيس

4‌/‌7%2كانديدا كروزئي
2‌/‌3 %1جئوتريكوم

99‌/‌9%43جمع

جدول 3- فراواني كانديدوري در مردان به تفكيك 
گونه‌هاي كانديدا

درصد فراوانيگونه‌هاي مخمري
27‌/‌8%كانديدا آلبيكانس

27‌/‌8%كانديدا تروپيكاليس
22‌/‌2%كانديدا گلابراتا

16‌/‌7%كانديدا پاراپسيلوزيس
5‌/‌6%جئوتريكوم

جدول 4- فراواني كانديدوري در زنان به تفكيك 
گونه‌هاي كانديدا 

درصد فراوانيگونه‌هاي مخمري
50 %كانديدا آلبيكانس
37‌/‌5%كانديدا گلابراتا
8‌/‌3 %كانديدا كروزئي

4‌/‌2%كانديدا تروپيكاليس

بحث
در كي مطالعه منتش��ر نشده توس��ط مولفين كه روي 4729 
نمونه رس��وب ادرار به منظور ش��يوع كاندي��دوري در بيماران 
س��رپايي انجام ش��ده اس��ت ميزان ش��يوع كانديدوري در اين 
جامعه 3‌/‌47% به دس��ت آمد. در بررسي فكور و همكاران )6( 
ب��ر روي 226 نمونه كه به عنوان گروه ش��اهد در مطالعه خود 
در نظر گرفته بودند نيز وف��ور كانديدوري 4‌/‌9 درصد گزارش 
گرديد. آنان ش��يوع كاندي��دوري در بين بيم��اران ديابتي را در 
مطالعه خود 13‌/‌65 درصد نش��ان دادند. در تحقيق حاضر ميزان 
شيوع كانديدوري در بيماران بستري كه سوند ادراري داشته‌اند 
برابر 16‌/‌4 درصد به دس��ت آمده است. همان طور كه ذكر شد 
جداس��ازي گونه‌هاي كانديدا از كي نمونه ادرار ممكن اس��ت 
نش��ان دهنده آلودگي، كلونيزاسيون و عفونت سطحي يا عمقي 
مجاري تحتاني يا فوقاني ادراري باشد و آلودگي نمونه به ويژه 
در زنان با كلونيزاسيون ولوواژينال شايع است. اكثر بيماران مبتلا 
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ب��ه كانديدوري بدون علامت هس��تند و بيماراني كه كاتتر مثانه 
دارند اغلب اوقات به عوض ابتلاء به عفونت، در حقيقت توسط 

گونه‌هاي كانديدا كلونيزه شده‌اند. 
پاك ش��ير و همكاران )7( در 101 بيمار بستري داراي كاتتر 
فولي كه در بيمارستان دكتر شريعتي تهران بستري بودند در 12 
مورد ) 11/9 % درصد( فونگوري به علت كانديدا را نشان دادند. 
در اين مطالعه ادرار همه بيماراني كه دس��ت كم سه روز متوالي 
از كاتتر فولي استفاده كرده بودند مورد آزمايش قرار گرفتند. در 
مطالعه آن‌ها كانديدا آلبيكانس 82‌/‌75 درصد و كانديدا گلابراتا 
13‌/‌8 درص��د و كريپتوكوكوس لارنتي 3‌/‌45 درصد ايزوله‌ها را 
تش��كيل داده‌اند.  در بررس��ي كه توس��ط ما انجام گرديد ميزان 
فونگوري 16‌/‌4 % بوده اس��ت كه در بررس��ي روي 250 بيمار 
بس��تري در مركز پزشكي شهدا به دس��ت آمده است و حداقل 

روزهاي بستري بيماران در بيمارستان 10 روز بوده است. 
در مطالع��ه حاضر ش��يوع كانديدا آلبيكانس در اين دس��ته از 
بيماران 41‌/‌9% به دس��ت آمده است و شيوع گونه‌هاي كانديداي 
غيرآلبيكانسي بيشتر از مطالعه پاك شير بوده است. همچنين در اين 
مطالعه مشخص شد كه پراكندگي گونه‌هاي كانديداي غيرآلبيكانسي 
در مردان بيشتر از زنان مي‌باشد در صورتي كه در زنان شايع ترين 

گونه كانديداي جدا ش��ده را كانديدا آلبيكانس )50%( تش��كيل 
مي‌دهد. در مردان 72‌/‌3% ايزوله‌هاي كانديدايي را گونه‌هاي غير 
آلبيكانس تشكيل داده‌اند.  در مطالعه فكور و همكاران )6( بر روي 
بيماران ديابتي ش��ايع ترين گونه كشت ش��ده از نمونه‌هاي ادرار 
را كاندي��دا گلابراتا با فراواني 62‌/‌5 درص��د و بعد از آن كانديدا 
آلبيكانس 28‌/‌12 درصد و كانديدا كروزي 6‌/‌25 درصد تش��كيل 
داده و در بيماران گروه شاهد فراوان‌ترين گونه كشت شده مربوط 
به كانديدا آلبيكانس )54‌/‌54%(، كانديدا گلابراتا )27‌/‌3%( و كانديدا 
كروزي و كفاير هركدام 9‌/‌09 درصد بوده اس��ت. در مطالعه جزء 
پناهي و همكاران )8( شايع ترين گونه جدا شده از بيماران بخش 
مراقبت‌ه��اي ويژه مربوط به كانديدا آلبيكان��س با فراواني 34‌/‌3 
درصد بوده است. در تمامي اين مطالعات از روش‌هاي مرسوم و 
 معمول فنوتيپكي براي شناسايي و تعيين هويت گونه‌هاي مخمري 

استفاده شده است. 
تشكر و قدرداني: نويس��ندگان مقال��ه مراتب سپاسگزاري و 
تش��كر خود را از خانم شيوا س��ادات شاه زيدي پرستار محترم 
واحد كنترل عفونت بيمارس��تاني مركز پزش��كي ش��هدا كه در 
جمع آوري و ارسال نمونه‌ها به آزمايشگاه همكاري‌هاي موثري 

داشته‌‌اند ابراز مي‌نمايند.  
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