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لوله  لمیوفیجدا شده از ب دایکاند یهاگونه یمولکول ییشناسا

 ژهیو یهادر بخش مراقبت یبستر مارانیب یهاتراشه

5ی، ماندانا احمد4ی، الهام بغداد3ییساسان رضا، 2یبدل دی، حم1الهام رضازاده

  *3،6یسیصادق خداو ،2نگار شیروانی قادیکلایی ،3این یفیشر هیسم
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رانیا ،یمازندران، سار

رانیدانشکده بهداشت، دانشگاه علوم پزشکی تهران، ا ،یپزشک یو قارچ شناس یگروه انگل شناس (3
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 چکیده:
ها عفونت نید. انشویمحسوب م یمارستانیب یهانهیهز شیو افزا ریم علل مرگ و نیاز مهمتر یمارستانیب یهاعفونت

دهد. یمستعد رخ م مارانیآلوده به ب زاتیلوازم و تجه نیو همچن یکادر درمان قیاز طر بیماریزا انتقال عامل لیمعمولا به دل

 زهیکلون ،یمنیا ستمیخاص مثل اختلال در عملکرد س طیتحت شرا وداشته  ینقش مهم لمیوفیب لیدر تشک کاندیدا قارچ

جدا شده از  یدایهای کاند د. مطالعه حاضر با هدف شناسایی گونهنشویم لیپاتوژن فرصت طلب تبد کیگشته و به 

 انجام گرفت. ICUدر بخش  یبستر مارانیب یهالوله تراشه لمیوفیب

تراشه  یهاانجام شده است. لوله ICUدر  یبا لوله تراشه تنفس یتنفس یهامستعد عفونت ماریب 55 یمطالعه حاضر بر رو

 یها گونه یمولکول ییسابورودکستروز آگار کشت داده شد. جهت شناسا طیمح یبر رو ماریپس از خارج شدن از بدن ب

 . گردیداستفاده  MspIمحدود الاثر  میو از آنز ITS1-5.8S-ITS2 ی هیناح PCR-RFLP کیجدا شده با تکن دایکاند

 دای، کاند%(4/22) 14گلابراتا  دای، کاند%(2/35) 22 کنسیآلب دایکاند یشامل گونه ها بیبه ترت دایگونه کاند 51تعداد 

 . ندشد ییاز لوله تراشه شناسا %(8/5) 3 سیلوزیپارپس دای( و کاند%2/11) 6 یکروزه ا دای، کاند%(68/15) 8 سیکالیتروپ

جدا  ICU مارانیب یها از لوله تراشه کنسیآلب دایکاند ی گونهبطور غالب  دهد کهنشان می مطالعه نیحاصل از ا جینتا

 یها لوله تراشه  ونیزاسیو کلون لمیوفیها در سطح گونه عوامل ب سمیکروارگانیم یفراوان صیاز آنجا که تشخ گردد.می

 نیدر ا یشتریتر و ب عیوس یها یبه بررس ازین باشد،می دیمف مارانیو درمان ب یریشگیدر پ ICUدر بخش  یبستر مارانیب

وجود دارد.  نهیزم

 PCR-RFLP دا،یکاند یها لوله تراشه، گونه ،یمارستانیعفونت ب واژگان کلیدی:

 : نویسنده مسئول *
:الکترونیک ، پسترانیدانشگاه علوم پزشکی کردستان، سنندج، ا  ،یدانشکده پزشک ،یپزشک یو قارچ شناس یگروه انگل شناس ،یسیصادق خداو

 sadegh_7392008@yahoo.com

21تا  16، صفحات 1313 زمستان، 4، شماره 1، سال  اصلیمقاله 

mailto:sadegh_7392008@yahoo.com
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 مقدمه:   

 ریم علل مرگ و نیاز مهمتر یکی یمارستانیب یهاعفونت

 نیشود. ایمحسوب م یمارستانیب یهانهیهز شیو افزا

و  یکادر درمان  قیانتقال از طر  لیها معمولا به دلعفونت

پاتوژن  یهازمیآلوده به ارگان زاتیلوازم و تجه نیهمچن

[. طبق گزارش 1افتند ]یمستعد اتفاق م مارانیبه ب

 یهادرصد عفونت 08حدود  کایبهداشت آمر یمل نسازما

 جادیا یکروبیم 1یهالمیوفیب جادیدر اثر ا یمارستانیب

 جادینقش مهم آن در ا انگریامر ب نیشوند که ا یم

به تجمعات  لمیوفی[. ب2باشد ] یم یعفون یها یماریب

 یبر رو مریوپلیب کسیاحاطه شده در ماتر یکروبیم

[. به 3شود ] یزنده گفته م ریغ ایزنده و  2یسوبستراها

مقاومت بالا در برابر  لیاز قب ییها یژگیوجود و لیدل

و مقاومت در برابر  یکیوتیبیمقاومت آنت ،یمنیا ستمیس

 اریبه موقع و درمان و حذف آن بس صیتشخ ،3دهایوسایب

در  ریمهم درگ یها سمیکروارگانی[. م4باشد ] یم یضرور

از  یفیشامل ط غالببطور  یکروبیم یها لمیوفیب لیتشک

 لیها هم در تشک قارچدر این بین  .باشند یها م یباکتر

گونه  ژهیبه و ،دایداشته و قارچ کاند ینقش مهم لمیوفیب

 یدر سطوح مخاط 4همسفرهبصورت  ،کنسیآلب دایکاند

خاص مثل اختلال در  طیانسان وجود داشته و تحت شرا

پاتوژن  کیگشته و به  زهیکلون ،یمنیا ستمیعملکرد س

به  یکروبیم یها لمیوفی[. ب5شود ] یم لیتبد لبفرصت ط

و  کیوتیبیآنت رینظ یکروبیمضد طور آشکار به عوامل 

[. در 18-6دهند ] یمقاومت نشان م یضد قارچ یداروها

گذاری ، لوله(ICU) ژهیو یها در بخش مراقبتاکثر موارد 

تراشه جهت کنترل راه هوایی به منظور ایجاد تهویه، 

کند که  یم یمثل پنومون ییها عفونت مستعدرا  مارانیب

و  ونیزاسیکلون طیاز فراهم بودن شرا یتواند ناش یم نیا

 دایبخصوص قارچ کاند یتوسط عوامل عفون لمیوفیب جادیا

 یشدن مدت زمان بستر یدر اثر طولان ع. این موضوباشد 

نگهدارنده   یها و استفاده از انواع دستگاه مارانیب نیا

 لمیوفیوجود ب تیلذا باتوجه به اهم .[11گردد ] یم جادیا

 بخصوص ،یمارستانیب یها عفونت جادیقارچ در ا نیا

 نیزو هلی مراقبت ویژه، بخشدر  یبستر مارانیب

                                                           
1 Biofilms 
2 Substrate  
3 Biocides 
4 Commensal 

مطالعه حاضر  ،یمارستانیب لمیوفیب یاندک بر رو قاتیتحق

 ییدارو تیحساس یابیو ارز یبا هدف شناسایی مولکول

جدا شده از  دایهای کاند گونه نیروت یضد قارچ یداروها

 ICUدر بخش  یبستر مارانیب یها لوله تراشه لمیوفیب

  انجام گرفت.

 ها: مواد و روش
 تنفسی های عفونت مستعد بیمار 55 از مطالعه این در

جنرال  ICU بخش بستری در تنفسی تراشه لولهدارای 

از زمان شریعتی تهران نمونه گیری بعمل آمد.  مارستانیب

ی که در مطالعه بیماران بخش و اینتوبه شدن بستری در

 جمله از علایمی دارای و بود گذشته هفته دووارد گشتند 

 وجود تنفسی، چرکی ترشحات سرفه، تب،

 رادیوگرافی تصاویر در ریوی جدید های اینفیلتراسیون

 جمله از بیماران بالینی و دموگرافیک اطلاعات. بودند

بستری،  دلیل ،(تب) بدن دمای متوسط جنس، سن،

 تعداد و مدت بستری، مدت طول بیماری، تشخیص

تراشه پس از  یها . لولهگردید ثبت تراشه لوله از استفاده

 یولوژیزیسرم ف یدر ظرف حاو ماریخارج شدن از بدن ب

منتقل  شگاهیبه آزما لیاستر طیو تحت شرا لیاستر

 بر رویپس از ثبت مشخصات برای این منظور  .نددیگرد

چسب نمونه، در شرایط زنجیره سرد بلافاصله به آزماشگاه 

به  ونیسوسپانس. ندقارچ شناسی پزشکی منتقل شد

رسوب آن از  سکرده و سپ وژیفیدست آمده را سانتر

ها  مختلف قارچ یها و گونه یلحاظ رشد عوامل قارچ

. گرفتندقرار  یمورد بررس یمخمرهای  رچبخصوص قا

 یها گونه یو مورفولوژ یکروسکوپیم صیجهت تشخ

منظور به   گسترش مرطوب هیتهی  ها از روش دایکاند

های کشت  در محیطو کشت بررسی عناصر قارچی 

 .گردیداستفاده  6بویجرم تتست و ، 5آگارکروماختصاصی 

 شناسایی مولكولی

 روش از استفاده با کاندیداهای جدا شده DNA استخراج

های مهم  انجام شد. جهت شناسایی گونه کلروفورم

، 0، پاراپسیلوزیس7کاندیدا از جمله آلبیکنس

قسمتی  3و گیلرموندی 2، گلابراتا1ای ، کروزه5تروپیکالیس

                                                           
5 CHROMagar 
6 Germ Tube 
7
 C. albicans  

8
 C. parapsilosis  

9 C. tropicalis  
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 MspIقبل و بعد از اثر آنزیم  ITS1-ITS2اندازه ناحيه  - 1 جدول

 RFLP  یهاباند زیسا PCR  باند محصول زیسا دایگونه کاند

 257و  230 535 آلبیکنس گونه

 348و  104 524 تروپیکالیس گونه

 314و  557 071 گلابراتا گونه

 245و  261 518 یاکروزه گونه

 371و  155و  02 680 یگیلرموند گونه

 722 722 کفیر گونه
 

-ITS1 بنام(rDNA) ریبوزومال  DNAقسمتی از 

5.8S-ITS2   هدف تکثیر توسطPCR  .به قرار گرفت

با توالی  ITS1پرایمر از  ،4عنوان پرایمر رفت یا سنس

(5’TCCGTAGGTGAACCTGCGG3’)  به و

با  ITS4پرایمر از  ،5سنسعنوان پرایمر برگشت یا آنتی

 (’TCCTCCGCTTATTGATATGC3’5) توالی

 5/2شامل  PCRابتدا پرمیکس در . ستفاده گردیدا

 مولمیلی 5/1 بدون منیزیوم، X18میکرولیتر بافر 

MgCl2 ،2/8 488، میکرومولار پرایمر رفت و برگشت 

نوکلئوزیدتریدزوکسی میکرومولار مخلوط

 Taq DNAواحد آنزیم  25/1 و  (dNTP)فسفات

polymerase  میکرولیتر تهیه شد.  25در حجم نهایی

میکرولیتر از پرمیکس  PCR، 23آنگاه به هر تیوب 

ی استخراج شده از هر قارچ  DNAمیکرولیتر  2مذکور و 

 Thermal cyclerها در دستگاه .  تیوبگردیداضافه 

ریزی و برنامهبه شرح زیر   PCRقرار داده شد و مراحل 

منظور جدا شدن دو ه درجه ب 55دقیقه در  5 :انجام شد

 38 ،(DNA Denaturation)از یکدیگر  DNA رشته

دقیقه  1گراد،  درجه سانتی 54 در ثانیه 45سیکل شامل 

 72دقیقه  1، (Annealing) گراد درجه سانتی 55

دقیقه  7نهایت  و در  (Extension)گراد درجه سانتی

. جهت انجام (Final extension)گراد  درجه سانتی 72

هر  PCRمیکرولیتر از محصولات  RFLP 18تکنیک 

 میکرولیتری 15، در واکنش بالینیهای  ایزولهکدام از 

RFLP  میکرولیتر  5/1میکرولیتر آب مقطر،  3حاوی

)شرکت  Msp Iمیکرولیتر از آنزیم  1بافر، 

                                                                                   
1
 C. krusei 

2 C. glabrata 
3
 C. guilliermondii 

4  Sense 
5  Antisense 

Fermentas با برش توالی )CCGG مدت ه اضافه و ب

گراد انکوبه شد. برای انجام  درجه سانتی 37دقیقه در  28

استفاده  مورد درصد 2ژل  ،RFLPهای  الکتروفورز نمونه

به مدت یک  v188 عمل الکتروفورز با ولتاژ. قرار گرفت

و  PCRو سایز باندهای حاصل از  شد انجام و نیم ساعت

RFLP 1. در جدول شماره ندمورد بررسی قرار گرفت 

 MspIقبل و بعد از اثر آنزیم  ITS1-ITS2اندازه ناحیه 

  ده است.نشان داده ش

 نتایج:

 یبیماران بستر ی لوله تراشه 55در مطالعه حاضر تعداد 

 یسرتهران مورد بر یعتیشر مارستانیجنرال ب ICUدر 

 میمستق شیآزما ی هیبر پا هیاول صیتشخ .قرار گرفت

KOH 10  ( %63/53)نمونه  51تعداد نشان داد که

مثبت  یها نمونه نی. از ببودند دایکاند یها آلوده به گونه

 یها آلودگ نمونه نیاز ا %2/64 ماران،یاز ب دهجدا ش

بدست  جیها داشتند. بر اساس نتا یهمزمان قارچ با باکتر

مورد  یها یدرصد کلن 52 وب،یآمده با روش تست جرم ت

در روش کشت  نیمثبت بودند. همچن وبیجرم ت یبررس

 10با رنگ سبز،  یدرصد کلن 55 ،کروم آگار طیدر مح

 یدرصد کلن 5درصد بنفش و  14 ،یآب یدرصد کلن

. بر اساس (1)شکل شماره  رنگ رشد کرده بود یصورت

 فراوانی ،PCR-RFLP کیتکن حاصل از جینتا

 دایکاند یها گونه شامل بیبه ترت  نمونه 51 در ییدایکاند

%(،  4/27) 14گلابراتا  دای%(، کاند 21/35) 28 کنسیآلب

 6 یا کروزه دایکاند%(،  60/15) 0 سیکالیتروپ دایکاند

 گردیدمی%( 0/5) 3 سیلوزیپارپس دای( و کاند7/11%)

  .(2)شکل شماره 

  بحث:

 15 نیرا ب ICUمطالعات مختلف درصد عفونت در بخش 

درصد  26از  شیب ریم مرگ و زانیبا م درصد  58تا 
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  محيط کشت کروم آگار کاندیدامشخصات مرفولوژیكی گونه های کاندیدا در  - 1شكل

A:  ،)کاندیدا گلابراتا )بنفشB(رنگ سبز) آلبيكنس : کاندیدا ،C(آبی کلنی) تروپيكاليس : کاندیدا 

 لیبه دل ژهیو یها بخش مارانی[ ب12د ]انهکردگزارش 

 یپزشک زاتیو تجه لیخاص و استفاده از وسا طیشرا

 یمیاز جمله باکتر ییها متصل، مستعد ابتلا به عفونت

. این موضوع باشندمی خون انیجر هیاز عفونت اول یناش

 یناش یو پنومون یعمدتا به خاطر استفاده از کاتتر عروق

از  یناش یادرار یمجار یها و عفونت لاتوریاز کاربرد ونت

[. از 13] پذیردصورت می یادرار یها بکاربردن سوند

کروم  ایارتباط سلول به سلول  ستمیس تیکه ماه ییآنجا

 اه از قارچ یناش لمیوفیب لیها در تشک در قارچ 1نگیسنس

جهت  شتریب یها یبه بررس ازین د،ینما یم فایا ینقش مهم

های  شود. روش یاحساس م ستمیس نیدرک بهتر از ا

کاندیدا های قارچی از جمله  متفاوتی  برای تعیین گونه

های مولکولی بدلیل وجود دارد که در این بین روش

 یکی[. 14ای برخوردارند ] سرعت و دقت بالا از توجه ویژه

 یها جدا شده از نمونه یقارچ یها گونه نیاز مهمتر

 مارانیب یها لوله تراشه لمیوفیب  و یعروق یکاتترها

در مورد  یاست. اما اطلاعات کم دایجنس کاند یبستر

                                                           
1 Quorum sensing 

از آن در  یو عفونت ناش دایکاند ونیزاسیو کلون گاهیجا

حاضر جهت  ی [. مطالعه15موجود است ] یبستر مارانیب

لوله  لمیوفیجدا شده از ب ییدایکاند یاه گونه ییشناسا

 ریبا تکث PCR-RFLP  ها با استفاده از روش تراشه

توسط  یمیو برش آنز ITS1-5.8S-ITS2 ی هیناح

 نشان داد کهانجام گرفت  Msp I ی دهمحدود کنن میآنز

 وعیش یداراها  گونه ریسا نیدر ب کنسیآلب دایگونه کاند

در  شده انیبا اطلاعات ب باشد. این یافتهمی %(2/32)

[. در مطالعه 17-15]ت داشت مطابقمطالعات  گرید

Tran LT  ونیزاسیکلون یبررسکه با هدف و همکاران 

انجام شد،  قلب یبا جراح مارانیدر ب دایکاند یها گونه

 (.10) گردیدجدا  کنسیآلب دایگونه کاند %  7/76

Palabiyikoglu ونیزاسیکلون یبررس در نیز و همکاران 

 ماریب 58در  RFLP-PCRبا روش  دایکاند یها گونه

 ونیزاسیکلون %12 ،یکیمکان ی هیبا تهو ICUدر  یبستر

[. بر 17گزارش کردند ] را کنسیآلب دایاز گونه کاند یناش

 ریسا شیوع ،مطالعه حاضر ازدست آمده ب جیاساس نتا

گلابراتا  دایکاند یها گونه بیترتب کنسیآلب ریغ یها گونه
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 ICU در بستری بيماران های تراشه ایزوله های کاندیدا جداشده از لوله PCRالكتروفورز محصولات  - 2شكل

A: محصولات الكتروفورز PCR پرایمرهای از استفاده با ITS1 وITS4 (M: 100 bp) 

Bمحصولات : الكتروفورز RFLP  پس ازهضم اندونوکلئازی با آنزیمMSP1   (1 ،2 آلبيكنس، کاندیدا گونه: 5 و  

 (100bp مارکر: M و گلابراتا کاندیدا گونه: 4 تروپيكاليس، کاندیدا گونه: 3

  یا دا کروزهیکاند %،60/15 سیکالیتروپ دای، کاند4/27%

باشند. در  یم %0/5 سیلوزیپارپس دایو کاند 7/11%

 یماریب 32از ، و همکاران در عربستان Bukhariمطالعه 

شایعترین  بستری بودند ژهیو یها که در بخش مراقبت

 %25 س،یلوزیپاراپس دایکاند %44 بیترت  هب یعامل فونگم

 دایاند% ک6 کنس،یآلب دایکاند %15 ،سیکالیتروپ دایکاند

 یلرموندیگ دایکاند %3گلابراتا و  دایکاند %3 ،یکروز

طبق با نم ،یتا حدودتنها  مطالعه نیا جی[. نتا10]ند بود

از  یممکن است ناش نیمطالعات بود که ا گریگزارشات د

 ای یصیمختلف تشخ یها روش یریتفاوت در بکارگ

 گریدعوامل  ایمنطقه و  یولوژیدمیاپ تیوضع اختلاف در

 یانفراو صیتشخ نکهیباشد. لذا با توجه به ا

و  لمیوفیها در سطح گونه عوامل ب سمیکروارگانیم

در بخش  یبستر مارانیب یها لوله تراشه  ونیزاسیکلون

ICU ازین باشد،می دیمف مارانیو درمان ب یریشگیدر پ 

وجود  نهیزم نیدر ا یشتریو ب تر عیوس یها یبه بررس

که مطالعات انجام شده در  نیبا توجه به ا نیدارد. همچن

با استفاده  شتریب رانیعوامل در ا نیا یولوژیدمیاپ نهیزم

 یریگکارب گرفته است،انجام  یسنت یها از روش

 جهت انجام PCR-RFLPاز جمله  یمولکول یها روش

 افزایش استفادهگسترش،  نیز و کیولوژیدمیمطالعات اپ

به  یقارچ شناس یصیتشخ یها شگاهیها در آزما تست نیا

نظر ه ب یزا ضرور یماریعامل ب قیدق ییشناسا منظور
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Abstract: 

As an important health care problem, nosocomial infections are associated with high 

mortality rate and increasing hospital costs. The pathogenic organisms of these infections 

usually transmit to patients via hospital personnel and medical devices. Among them, 

Candida species are the most common fungi isolated from biofilms. Particularly, the 

biofilms formed by these organisms are identified in immunocompromised patients. The 

aim of this study was the molecular identification of isolated Candida spp. from 

endotracheal tubes of ICU patients.  

Ninety five intubated and mechanically ventilated ICU patients were evaluated for the 

presence of endotracheal tube biofilms. The endotracheal tubes were cultured on 

Sabouraud Dextrose agar. Using PCR-EFLP method, the ITS1-5.8S-ITS2 region was 

amplified and digested by the restriction enzyme MspI.  

By the evaluation of 51 isolates which were derived from all samples, C. albicans  was the 

most frequently isolated species 20 (39.2%), followed by non albicans spp. of C. glabrata 

14 (27.4%), C. tropicalis 8 (15.6%), C. krusei 6 (11.7%), and C. parapsilosis 3 (5.8%).  

The results show that Candida albicans was the most frequent species isolated from 

endotracheal tubes. Knowledge about the species identification of Candida biofilms can be 

helpful for clinicians to manage intensive care unit patients. 
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