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 چکیده
 یرمرگ و م یزانم یشترینبایمنی بوده که   تهدیدآمیزترین بیماری در بیماران دارای نقص سیستم ،آسپرژیلوزیس مهاجم مقدمه:

گونه های آسپرژیلوس  تعیین حساسیت دارویی بر رویهدف از این تحقیق  .دارد یمارستانمهاجم را در ب یقارچ یعفونت ها یندر ب
  ها بوده است. شده از بیمارستان جدا

گار از هوا و محیط بخش مراقبت های ویژه آپلیت حاوی محیط سابورود دکستروز  061پس از جمع آوری  ها: مواد و روش

 ،DNAاستخراج  از پس ای آسپرژیلوس انجام شد.ها، شناسایی فنوتیپی و مولکولی کلنی ها به منظور شناسایی گونه ه بیمارستان
گرفت. تست  صورتDNA  توالی یابی نهایتاً ( وITS  ها)ناحیه ژنی مولکولی با استفاده از پرایمرهای یونیورسال قارچ شناسایی

  .( برای ایزوله های آسپرژیلوس انجام گرفتCLSI-M38A2حساسیت دارویی به روش براث میکرودایلوشن)

 5یابی   ایزوله پس از توالی 00 به دست آمد. Aspergillusگونه  00 یمارستان،ب یطنمونه مح 061از  :پژوهشی یافته ها

 نتایج تست ارزیابی حساسیت داروی ضد شدند. آ.اوریزه شناسایی مورد 2و  مورد آ.فومیگاتوس 0مورد آ.سیدویی،  3مورد آ.فلاووس، 
 .فومیگاتوس به آمفوتریسین ب و وریکونازول حساس و به ایتراکونازول مقاوم بودند.آسیدویی و .قارچی مطالعه حاضر نشان داد که آ

همه داروهای مورد مطالعه  .فلاووس ها بهآ .که آ.فومیگاتوس به این دارو حساس بود سیدویی مقاوم به کاسپوفانژین بوده در حالی.آ
 . ندبود حساس

های مختلف زمینه ایی و  دم درمان مناسب و به موقع، وجود بیماریخیر افتادن تشخیص قطعی، عابه ت بحث و نتیجه گیری:

های   بخش مراقبت بودن مرگ و میر بیماران مبتلایان به آسپرژیلوزیس به خصوص در بیماران بستری در نوتروپنی از دلایل بالا
 باشد. ها می ویژه بیمارستان
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  مقدمه
یکی از مساالل مهمای کاه در حاال حاضار اک ار       

 افازایش عفونات   یمباشا  بیمارستان ها با آن روبرو مای 
عفونات هاای قاارچی     وقوع .های بیمارستانی می باشد

اجمی به طور قابل توجهی طای دو دهاه گتشاته در    ته
 یشافازا  نتیجه افزایش تعداد بیماران بادون مصاونیت،  

قارچ های موجاود در فاااهای سربساته از     یافته است.
جمله بیمارستان ها از نظر تعداد و نوع آلاودگی قاارچی   
می تواند با فاای بیرون یکسان باشند. اگار وساایل و   

اثار عادم رعایات ماوازین      محیط داخلی بیمارستان در
بهداشتی خود تولیدکننده آلودگی های قاارچی نباشاند،   
این آلودگی ها می تواناد ناشای از ورود هاوای تصافیه     

تصافیه شاده بیارون باه داخال       هوای نشده و یا حتی
بیمارستان باشد. اگر منبع آلودگی های قاارچی، فااای   
ی داخل بیمارستان در نظر گرفته شود؛ این مقدار آلاودگ 
ها حتی می تواند بیشتر از آلودگی های قاارچی موجاود   

شدن در بیمارستان نیز  یبستر .(0باشد)در هوای بیرون 
اثر مهمی روی کلونی سازی قارچ ها در بیمااران اخیار   

بیمااران  ایان   یان ا بار  ؛ بنادر بیمارستان ها داشته است
باه عفونات هاای قاارچی باوده و       ءمستعد ابتلا شدیداً

یری کننده برای ممانعات و کنتارل ایان    اقدامات جلوگ
 یهاا  عفونات  .حیاتی است یاربس ،ندهشعفونت های ک

ترین و مهلک تارین   قارچی فرصت طلب یکی از شایع
نقاص ایمنای بساتری در    واجاد  در بیمااران  ها  بیماری
یکی از چنادین   عنوانه کرده و ب ایجادرا ها  بیمارستان

ولای  هساتند   عوامل مسبب عفونت هاای بیمارساتانی  
توساط گوناه هاای     ی قارچیعفونت هانوع بیشتر این 
گوناه  بر کاندیدا  علاوه .(2،3)شوند یمی ایجاد کاندیدای

 ،یپتوکوکاوس کر آساپرژیلوس، هاای   های مهام قاارچ  
سلیوم به  و پنی یومسدوسپور ،یومفوزار ،ها یگومایستزا

 هاای  تعفونا  مسابب  عوامل اصالی  از ،اهمیت ترتیب
علات   ینتار  مهام  .(4)شاند با یما  یقارچی بیمارساتان 

های قارچی فرصت طلب بیمارستانی را ناشی از  عفونت
ورود اسااپورهای قااارچ از محاایط بیاارون بااه داخاال    

ها  دانند که در مواردی حتی این عفونت میبیمارستان 
کاه علات آن را    یاد آمای   به صورت اپیدمی هاایی در 

 و عدم کارالی یا فقدان سیساتم تهویاه  ناقص  تعمیرات
 بستری شدن بیمااران باا وضاعیت    با دانند. می مناسب

در  شادن  های وخایم و افازایش مادت زماان بساتری     
طریاق مناابع    از یمااران ب ،مراقبات هاای ویاژه    بخش

کاندیادا و   نظیار  متعاددی  قاارچی  عوامال مختلفی باا  
 امروزه با نفوذ زیست .(6،5شوند) می گیرآسپرژیلوس در

وان با ت  های تشخیصی، می  شناسی مولکولی به عرصه 
تشخیص سریع عامل عفونت اقادام باه درماان کامال     

 با توجه باه مشاکلاتی کاه در زمیناه روش     .بیمار نمود
های تشخیصای باالینی متاداول و سانتی وجاود دارد،       

 تر، آسان  های دقیق  دنبال روش  پژوهشگران پیوسته به
های اخیر   به همین دلیل، در سال .تر هستند  تر و سریع 

شناسی پزشکی   قارچ حوضهمولکولی به شناسی   زیست
ای را   های بسایار امیدوارکنناده    نیز راه پیدا کرده و افق

 تاوالی  تعیاین  .برای متخصصین این رشته گشوده است
DNA  روش ی ازعنوان یکا ه بکه  چنان همریبوزومی 
شناساایی   بیاانگر  می تواناد که ست ا ها قارچ شناسایی
 هاا  قاارچ  ژنوم. دباش ها در ژنوم قارچ بزرگ جهش یک
 ساکانس  تناوع  لحاا   به که است نواحی خاصی حاوی

 ارزش جانس،  یاک  مختلاف  های گونه در نوکلئوتیدی
 هم و مولکولی اپیدمیولوژی ها، شناسایی گونه در زیادی
 ایان  جمله از .پیدا کرده است ها قارچ تاکسونومی چنین
 ناحیاه  β- tubulin ژن،  ITSناحیاه  به توان می نواحی
IGS  1 ناحیاه  و Elongation factor کدکنناده   ژن
توانند روش  می PCRمبتنی بر  یها روش .کرداشاره 

هاا باشاند کاه حساسایت      قاارچ  بهینه برای تشاخیص 
و در ماواردی در   ها دارند بیشتری نسبت به سایر روش

اطلاعات قابل توجه دیگاری در   ها قارچ کنار تشخیص
یادمیولوژی  و اپ ی، تاکساونوم رابطه با مقاومات دارویای  

 روش یافتن (.7دهند) می نیز در اختیار ما قرار مولکولی
بع آلوده کننده قارچی در بیمارستان اهایی که ما را از من

آگاه سازد یکی از ضروریات مهم برای جامعاه پزشاکی   
رغم پیشرفت های ضد قارچی و کیفیت  یعل باشد. می

عامل مهام   س مهاجمزیهای تشخیصی هنوز آسپرژیلو
ایمنی  میر در بیماران با سیستم یماری و مرگ وشیوع ب
مراقبت های بخش شده در خصوص بستری ه ب ضعیف
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  به این میکاروب  ءاحتمال ابتلا .محسوب می شود ویژه
هاای ویاژه بایش از هار بخاش        ها در بخش مراقبات 
که احتماال اباتلای    طوری  شود به  دیگری مشاهده می

 71شوند باین    ها بستری می  بیمارانی که در این بخش
در خطر مرگ و میر دلیل همین به درصد است و  01تا 

چنین خطر مرگ و میر  هم. شود  می زیاد چنین مواردی
های بیمارستانی در بیشتر کشورها بین   ناشی از عفونت

اکتسابی دارویی چه مقاومت  اگر .درصد است 05 تا 01
شود اما  مسئله ای مهم محسوب می هادر آسپرژیلوس 

 ه های آسپرژیلوس فومیگاتوس ممکان اسات ذاتااً   گون
نسبت به دسته های معینی از عوامل ضد قارچی مقااوم  

 جدیاد  قاارچی  ضد داروهای از استفاده رغم علی باشند.
حل مشاکل درماانی    هاجمم سزیآسپرژیلو درمانبرای 

میر  و و میزان شیوع مرگ بوده دشوار بسیار این بیماران
 B  ای قبال، آمفوتریساین  ها  سال برای .بالا می باشد

پیشگیری و درماان در  برای یگانه داروی مورد اطمینان 
مباااتلا باااه  قاااارچیدار نوتروپنیاااک  بیمااااران تاااب
به صورت وریدی مصارف  که  بودمهاجم  آسپرژیلوزیس

 ی جدیدها تری آزولداروهای که  تا اینه است شد می
از آن م ال   جدیدتر داروهای وفلوکونازول  .کشف شدند
از ایان جملاه   و پوساکونازول  ایتراکونازول ازول،وریکون
داروهاای   یان ا بار  ؛ بنادنهستداروهای ضد قارچی  این
، Bس مهاااجم، آمفوتریسااین  زیثر روی آسااپرژیلووماا

خصاوص  ه ، کاسپوفانژین و با Bلیپوزومال آمفوتریسین 
در  هاا  آساپرژیلوس  مقاومت .(0)می باشندوریکونازول 

خیر اتا  سابب باه  ست برابر داروهای تری آزول ممکن ا
عادم درماان مناساب و باه     و  تشخیص قطعی نداختنا

وجاود   تهاجمی باا  بیماران مبتلا به آسپرژیلوزیس موقع
 علای . شوندهای مختلف زمینه ایی و نوتروپنی  بیماری

 ظهاور  درماان،  تشاخیص و  در های اخیر رغم پیشرفت
هاای ویاژه    بخاش مراقبات   تهاجمی در یلوزیسآسپرژ

ایان  نبود پیش بینی و تشخیص درست معمولاً ناشی از 
جایی که مقاومت دارویای   از آن .(9،3)باشد بیماری می

روباه افازایش اسات انجاام تسات       هاا در آسپرژیلوس 
بارای   بیماریحساسیت دارویی در بیماران مبتلا به این 

ت ضارور این بیمااران  تر و نجات از مرگ  د سریعبهبو
قاارچی   ضاد دلیل پیدایش مقاومت به عوامال   به .دارد

هاای   بیمااری این تعیین طرح استراتژیک برای درمان 

شناسای   در قارچقابل پیگیری قارچی یک موضوع مهم 
 استفاده از آنتای بیوتیاک وسایع الطیاف و     .بالینی است

مای تواناد دلیال    با داروهای ضاد قاارچی    درمانی خود
در بیماران مبتلا به ایان  اصلی افزایش مقاومت دارویی 

گیاری روش   کاار ه با  .(9،0)باشاد قارچی های  بیماری
های مناسب کنترل و پیشاگیری بارای مهاار آلاودگی     
هوای این بخش ها به منظور حتف این عناصر قاارچی  
و جلوگیری از باروز عفونات هاای بیمارساتانی، حفا       

با توجه به  سلامتی بیماران، پرسنل و پزشکان می باشد
ایان   های مربوط باه هار یاک از     این که تعداد عفونت

های جدید قارچی کم است، فهام و در  ماا از    پاتوژن
های درماان بارای ایان دساته از      اپیدمیولوژی و روش

 باشاد   های اختصاصی در حداقل میزان خود می  عفونت
هدف از این تحقیق تعیاین میازان حساسایت     رو از این

ی گونه هاا  بر روی موجود ضد قارچی هایدارویی دارو
مراقبات هاای ویاژه    بخاش  شاده از   آسپرژیلوس جادا 

 تعیاین به منظاور بررسای    های مورد مطالعه بیمارستان
 .بودشده  جدا های حساسیت قارچ

 ها روشمواد و  
 9مادت  ه ب مقطعی-مطالعه به صورت تحلیلی ینا 
هوا و ابزار آلات متصال   در نتیجه پلیت گتاری از وماه 

شهید مراقبت های ویژه بیمارستان بخش  به بیماران در
 061 .انجام شاد  تان امام تهرانیی تنکابن و بیمارسرجا

دکسااتروز آگااار  درووپلیاات حاااوی محاایط کشاات ساااب
(SDA) شرکت(آلمان Merkحاو )باه  و کلرامفنیکل  ی

اتاا  بیمااران و    یمتار  5/0در ارتفااع  و  صورت در باز
و پس  ندشد قرار داده می های متکور راهروهای بخش

ماای جمااع آوری هااا بسااته و   در پلیااتدقیقااه  05از 
گیاری باا اساتفاده از ساوآ        نمونهچنین  هم. ندگردید

از روی  و مرطوب از ابزار آلات متصال شاده باه بیماار    
متصل شاده باه بیماار و ماساک      هایمانیتورو  ها سوند

 گرفت. کلنیمی اکسیژن، توسط سوا  استریل صورت 
در محایط   روز( 4الای   3)ینگهادار روز  چندها پس از  

کلنای هاایی کاه از نظار      .شادند  مای هر آزمایشگاه ظا
میکروسکوپی و ماکروسکوپی مشکو  به آساپرژیلوس  

تار در محایط    بودند برای بررسای اختصاصای و دقیاق   
( Merk لمانآشرکت) PDAکشت پتیتو دکستروز آگار 

 درجه سانتی گاراد نگهاداری   31 دمایداده و در  کشت
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رشد کنناد. ساپس کلنای    ی قارچ تا کلنی هاشدند  می
محیط را از نظر ویژگای اساپور،   این رشد یافته در های 
وزیکولشاان  ناوع  و   های کونیادیوفور   ساقهاندازه  و نوع

پس از تاییاد مورفولاوژی    .گرفتند میمورد بررسی قرار 
ماکروسکوپی و پس از آن رنا  آمیازی باا لاکتوفنال     

هاای مشاکو      نموناه  ،کاتن بلو از نظر میکروسکوپی
به کمک روش تاوالی یاابی    خالص سازی شده و نهایتاً
 .(01گرفتند) میمورد بررسی و شناسایی قرار 

 شناسایی ملکولی
 های  جدایه از DNAاستخراج : DNAاستخراج 

 Genoتجاری کیت وسیله به آسپرژیلوس قارچی

PlusTM Genomic DNA Extraction 

Miniprep System تایوانی شرکت ساخت 
Viogene  انجام شده اراله دستورالعمل طبق 

 D1 ینواح) ITS ناحیه برای PCRواکنش  .(00)گرفت
 51 کل حجم ( در0 شماره جدول) rDNA ( ژن2Dو 

 واکنش برای انجام. شد اجراء زیر ترکیبات با ماکرولیتر
 DNAمیکرولیتر  dH20، 5میکرولیتر  32

polymerase Buffer(10x) ،6  میکرولیتر
MgCL2(25Mm)، 0  میکرولیترdNTP Mix(10 

Mm) ،0 رمیکرولیت Primer Mix(20Mm) ،4/1 
 Taq DNAمیکرولیتر( واحد 5میکرولیتر)

Polymerase ،5  میکرولیترTemplate استفاده 
Bio Rad (Co.USA ) ترموسایکر دمایی برنامه گردید.

 یهاول واسرشتگی شامل ITS هناحی تک یر جهت
(denaturation Initial) 95 5گراد در  درجه سانتی 

 یواسرشتگسیکل  بار 35دنبال آن برای  هدقیقه و ب
(Denaturation) 95 ثانیه 31 در گراد درجه سانتی، 

درجه  50( Annealingالگو) DNAبه  پرایمرها اتصال
 الگو رشته شدن طویلدمای  ،ثانیه 31گراد برای  سانتی
(Extension)72 سپس  و یقهدق 0در گراد  درجه سانتی

درجه  72( Final extension)یینها شدن طویل
 اندازه به توجه با شد. انجام یقهدق 5در گراد  سانتی
 قارچ ی یونیورسالپرایمرها از یک هر از حاصل قطعات
 لود منظور به صد در 0 گاروزآ ژل از ،(0جدول شماره ها)
 نظر مورد قطعه تک یر شناسایی برای و ها  نمونه کردن
 مربوطه مانیتور و لومیناتور ترانس طریق نتایج و استفاده

 طوره ب که داد نشان کمی آنالیز نتیجه. گردید می ثبت

 و داشته وجود DNAنانوگرم  91 نمونه هر در متوسط
 چشم قابل و جزلی نآ کربوهیدرات و پروتئین میزان
 میکرولیتر 5 مقدار حاصله غلظت اساس بر. است پوشی

DNA برای ژنومی PCR بود مناسب الگو عنوانه ب. 
 بر واکنش محصول از میکرولیتر PCR ،5اجرای  از پس
USA %2 آگاروز ژل روی

300
 Power supply, 

model  45 تک یر تایید از گردید. پس فورزالکترو 

 شرکت ماکروژن توالی تعیین برای مانده باقی میکرولیتر

 .(02،03گردید) ارسال جنوبی کره

 
 

 قارچ ها ناحیه پرایمرهای یونیورسال .1شماره  جدول

 
 سایز محصول توالی پرایمر

Forward primer(ITS1) (5'- TCCGTAGGTGAACCTGCGG-3') 500-600 
Reverse primer(ITS4) (5' – TCCTCCGCTTATTGATATGC-3') 

 

 

دارویی ایزوله های مورد مطالعه حساسیت  تست
 به داروهای ضد قارچی مطابق با روش استانداردنسبت 

CLSI M38A2:  روش رالعمل دستودر این مطالعه از
جهت بررسی و ارزیابی  CLSI-M38A2استاندارد 

MIC  ای برای  هخان 96تایی میکروپلیت  2سری  3در
های رشد  کلنی شناسایی شده ازهای  آسپرژیلوس

 تست Broth Microdilutionروش با مطابق و یافته 

 (.04)گردید حساسیت دارویی
از کشت های در ابتدا  تهیه سوسپانسیون قارچی: 
در لوله کلنی های آسپرژیلوس ایزوله شده یک از  هر

به  (Merkآگار)های حاوی محیط کشت پتیتو دکستروز 
کمک اضافه کردن یک میلی لیتر آب مقطر استریل و 

، سوسپانسیون اولیه اسپور تهیه و 21یک قطره توین 
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و  مردیک میسپس به لوله استریل دیگری منتقل 
 سوسپانسیونه ثانی 05سپس به کمک ورتکس به مدت 

در ادامه اسپورهای  و کردهخوب مخلوط تهیه شده را 
به کمک تهیه رقت های متوالی فو  را  سوسپانسیون

 با روش چشمی به رقتی معادل با مناسب با آب مقطر
میزان کدر و  رساندیم میلوله نیم مک فارلند رقت 

که معادل با  کردهن مقایسه آرا با  فو بودن نمونه 
 cfu/mL015× 5-2  برابر و باکتری 5/0 ×010 میزان
 (.04باشد)می قارچ کونیدی 

مختلف  تهیه رقت های دارویی و تهیه محلول مادر
داروها  CLSIطبق راهنمای : از داروهای مورد مطالعه

بودن در آب به دو دسته  اساس محلول و غیرمحلول بر
در این  داروی مورد بررسی 5از  شوند. تقسیم می
و محلول  از نوع غیر محلول در آبرو دا چهارتحقیق 

یک دارو محلول  و( DMSO)یدسولفاکسادر دی متیل 
 . به منظور تهیه محلول( بودند)کتوکونازولمتانولدر
داروهای  ازمیکروگرم بر میلی لیتر  0611استو   های
 B(Hi Media یسینآمفوتر ،(Sigma)یکونازولور

India)، ایتراکونازول(Sigma) ینکاسپوفانژ و Sigma  
 51 جداگانه با را داروهای فو  هایپودر گرم 10/1

 31و در دمای اتا  به مدت حل  DMSO میلی لیتر
تا خود به خود استریل  نمودیم میدقیقه نگهداری 

 یها رقت انجام تست میکرودایلوشن، جهت .دنشو
 یتراکونازولا ازمیکروگرم بر میلی لیتر  06تا  13025/1

ITR، از یکروگرم بر میلی لیترم 0/1-0 یها رقت 
بر  یکروگرمم 125/1-0 یها رقت ،CAP)ینکاسپوفانژ
 5/1 یال 2 یها رقت ،VRC یکونازولور ازمیلی لیتر 

 تهیه می( AmB)یسینآمفوترمیکروگرم بر میلی لیتر 
میکروگرم بر  125/1-0 های تهیه رقت یبرا .گردید

 Hi)پودر میکروگرم Ket 2کتوکونازول ز امیلی لیتر 

Media Indiaحل متانول میلی لیتر 0 دارو را در ین( ا 
می کردیم دقیقه نگهداری  31در دمای اتا  به مدت  و

 .(04،05)ودتا خود به خود استریل ش
طبق  :Broth Microdillution انجام تست

مورد بررسی  یدارو هر پروتکل، رقت های سریال برای
 96در میکروپلیت های مسطح  های ذکر شده رقتر د

 میبرای هر چاهک تهیه  µl 011خانه ای به مقدار 
و که چاهک اول حاوی بیشترین غلظت  شد به طوری

دارو ترین غلظت حاوی کم دو تا مانده به آخر چاهک
مقدار  دو تا مانده به آخر های اول تا چاهکدر  .بود
در اضافه می گردید  RPMI طیمح میکرولیتر 011
ون تلقیحی فینال به از سوسپانسی تریکرولیم 011ادامه 

 0:0شد. بدین ترتیب این دو  میهر چاهک اضافه 
یکی رسیدند. چاهک  میرقیق شده و به غلظت نهایی 

و فاقد  RPMIمحیط  میکرولیتر 51حاوی  مانده به آخر
و  (منفی)دارو و ارگانیسم به عنوان کنترل استریلی

بدون  RPMIمحیط  میکرولیتر 51حاوی  آخرچاهک 
یحی و به ز سوسپانسیون تلقا یکرولیترم 011دارو و 

ایسه رشد با سایر ( جهت مقعنوان کنترل رشد)م بت
میکروپلیت  ادامه در شد. میگرفته  چاهک ها در نظر

 40، به مدت درجه سانتی گراد 35س در دمای سپها 
 میسری دو تایی کار  3در نمونه ها  و ساعت انکوبه

به  MIC خواندن نتایجدستورالعمل جهت  طبق .شدند
 به کمک یک آینه با بزرگ (Visual)یچشمصورت 

نمایی و مقایسه رشد قارچ در هر رقت و چاهک با حفره 
 انجام دارد، درصد 011که رشد ( فاقد دارو)کنترل رشد

یعنی پایین ترین غلظت  MICدر این روش  فتگر می
قارچ رشد هیچ ساعت انکوباسیون  40دارویی که بعد از 

(Breakpointمشا )روش  از .(04،05)می شودن هده
برای مقایسه  ANOVA  تحلیل واریانس یا آماری

با استفاده از نرم افزار  دارو هر MICمیانگین داده های 
SPSS با P=0.1  است.استفاده شده 
 پژوهش های یافته
ماورد   پلیات   061از  توجه به مطالعه انجام شاده  با
کاه از   ودندب دارای رشد م بت قارچی  پلیت 041 بررسی
غیار از   یقارچ هاهای   مربوط به کلنی  پلیت 011میان 

 20پنیسایلیوم،  گوناه هاای    مورد 36یعنی  آسپرژیلوس
گوناه هاای   ماورد   00کلادوساپوریوم،  گونه های مورد 

گوناه  ماورد   02آلترناریاا،  گونه هاای  مورد  9فوزاریوم، 
را شامل مای  رایزوپوس  گونه های مورد 4موکور، های 
گونه های رشد مشکو  به  پلیت دیگر دارای 41 .شدند

آساااپرژیلوس بودناااد. پاااس از تاییاااد مورفولاااوژی   
  میکروسکوپی نموناه  سپس مورفولوژیماکروسکوپی و 
خاالص ساازی   ساپس  بررسای و  ماورد  های مشکو  

ایزوله مربوط به گونه های  00و در مجموع تعداد  شدند
باه کماک    ساپس و  آسپرژیلوس گزارش گردیدند مهم



 انآیت اله نصرالهی عمر-...ICU  شده از بخش ی آسپرژیلوس جدارزیابی حساسیت دارویی گونه هاا

031 

 

قارار  نهاایی   توالی یابی مورد بررسی و شناساایی روش 
فالاووس،  آ. مورد 5 ها آنیابی   پس از توالیکه  گرفتند

 ماورد  2 و فومیگااتوس آ. ماورد  0سایدویی،  آ.ماورد   3

 .(0)شکل شماره تایید قرار گرفتند اوریزه آ موردآ.
M 1 2 3 4 5 6 

 
 از یکسان حاصل تقریباً شده تشکیل باندهای .PCRتکثیر  محصول ITSژن  تکثیر از الکتروفورز نمای .1 شماره شکل 

 (509bp)یگاتوسفوم یلوسآسپرژ .1 مارکرITS (M ) ژنی آسپرژیلوس مربوط به ناحیه سویه های الکتروفورزیس

 (500bp)یدوییآسپرژیلوس س( 506bpآسپرژیلوس ترئوس). 5( 507bp)آسپرژیلوس فلاووس .4 و 2,3 

 

ررسی ببا توجه به  نتایج تست حساسیت دارویی:
ایزوله های برای  MICدامنه میانگین  نتایج

( 2 شماره )جدولروش استاندارد مطابق با آسپرژیلوس
 سیدویی و.آمشخص گردید گردید  این مطالعه در
حساس  وریکونازولو ب  آمفوتریسین فومیگاتوس به.آ
 2مساوی یا کمتر از   MIC90مقاومایتراکونازول  به و

مقاوم  سیدویی.آ. (04،05)بودندلی لیتر میکروگرم بر می
فومیگاتوس به این که آ. در حالی بوده به کاسپوفانژین

 ،آمفوتریسینبه  ها .فلاووسآ .دارو حساس بود
کتوکونازول  و نی، کاسپوفانژکونازولی، ورایتراکونازول
 .ددنبو حساس

 
 بت به داروهای شده نس نتایج تست حساسیت دارویی آسپرژیلوس های جدا. 2 شماره جدول

 CLSI ضد قارچی مورد مطالعه مطابق با روش

 نام قارج                    

 
 دارو نام

 آسپرژیلوس فلاووس آسپرژیلوس فومیگاتوس آسپرژیلوس سیدویی

 دامنه

μg/ml 
MIC51 

μg/ml 

MIC91 

μg/ml 

 دامنه

μg/ml 
MIC51 

μg/ml 

MIC91 

μg/ml 

 دامنه

μg/ml 
MIC51 

μg/ml 

MIC91 

μg/ml 
 2- 13025/1 0 2 2- 13025/1 0 2 2-025/1 025/1 25/1 (ITZ) ایتراکونازول

 0/02-125/1 5/1 0 0-125/1 25/1 5/1 4/6-125/1 25/1 025/1 (KTZ)کتوکونازول

 0 – 13025/1 25/1 5/1 0- 13025/1 13025/1 025/1 0-16/1 025/1 25/1 (VRC)وریکونازول

 0-110/1 13/1 16/1 0-110/1 132/1 164/1 5/1-130/1 136/1 025/1 (CAP)کاسپوفانژین

 4 -5/1 25/1 5/1 4-5/1 5/1 0 4-5/1 25/1 5/1 (AMB)ب آمفوتریسین

 

 

 گیری نتیجه و بحث
مدیریت درمانی موفقیت آمیز آسپرژیلوزیس مهاجم  
ثر وبه موقع درمان، انتخاب داروی م به شروعوابسته 

وسط این یی تدارومقاومت وجود  ضد قارچی و عدم
باشد. تشخیص آسپرژیلوزیس تهاجمی بسیار   می قارچ

عنوان ه بچنان  هماین مسئله این  بر مشکل بوده بنا
مطرح بالینی شناسی   در قارچاساسی یکی از مشکلات 

لتا در این بیماران درمان بایستی سریع و در  .باشد  می

تا زمان و مظنون شدن به بیماری شروع شده   پی
به کمک  بررسی ینا در (.5)ادامه یابدبهبودی کامل 
  پلیت حاوی کلنی 41از در نهایت  روش توالی یابی،
 00آسپرژیلوس تعداد گونه هلی  های مشکو  به

 5شامل  های مهم بیماریزابه آسپرژیلوس  مربوطایزوله 
مورد  0سیدویی، آ.مورد  3فلاووس، آ.مورد 

رار اوریزه آ مورد تایید قآ. مورد 2 و فومیگاتوسآ.
در بررسی ( و همکاران 2102) Garcia-Cruz.گرفتند
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ی در لودگی قارچی و باکتریایی سطوح داخلی بیمارستانآ
و  یگرم منف یها یباکتر چندیندر مجموع مکزیک 
 ها آن یجو نتای کردند زسا داجشناسایی و را  قارچ ها
 های شناسایی شده شامل یباکتر لبغاداد که  نشان

 همو  یکلایاشریشو  ودوموناس، سیلاکلبسگونه های 
گونه های ایزوله های قارچی شامل چنین 
 2/25)یکروسپورومم ،درصد( 9/29)یومکلادوسپور
 4/03)یسیلیومپن ،(درصد 3/07)یلوسآسپرژ ،(درصد
، میان گونه های کاندیدا در و (درصد
 4/9) یکالیستروپکاندیدا  و( درصد 7/4)یداالبیکنسکاند
بررسی  در (.06)الب بودندغی ونه هاگعنوان ه ب( درصد
( بررسی منابع عفونت برای 2104و همکاران)دیبا 

از هوا و شناسایی سویه های آسپرژیلوس موجود 
رش گردید که گزابیمارستانی  های ساختمان هایدیوار

 5/30مورد) 35جمله  ازگونه قارچ  001در مجموع 
 20 ،یلوس( آسپرژدرصد 2/43مورد) 40 ،یدا( کانددرصد
 آلترناریا،مانند  هایی یتساپروف درصد( 3/21)مورد

 سیلیوم، یپن ،رایزوپوس و موکور ،یسسساکاروم
 و شدندطریق روش ملکولی شناسایی  از یومکلاوسپور
آ.نیجر شامل در این مطالعه  آسپرژیلوس جدا شده غالب
و آ.فومیگاتوس  درصد 0/40 فلاووس.آ درصد، 7/43
 .(07)بودند درصد 7/04

 هو مقایس فو نتایج بررسی دو مطالعه با توجه به 
 یلوس هاآسپرژگردد هنوز  آن با مطالعه ما مشخص می

قارچی بع عفونت بیمارستانی اعنوان عوامل مهم منه ب
 زاسیونکلنی افزایش تعداد باها  آن حاورعلت و بوده 

قدیمی بودن  ونامناسب  تعمیراتعلت ه بمی تواند 
سیستم تهویه عدم کارالی یا فقدان  ،ها ساختمان
های مختلف  بخشکافی ، عدم نظافت ها بیمارستان
 به این بخشراحت و بیشتر مردم دسترسی  ،بیمارستانی

افزایش بیش اندازه تعداد عیادت که ناشی از ها 
 یها بخشیک دفعه ای وسایل  ییجاه ب جا کنندگان،
و معدنی  و نگهداری مواد مرطوب ،بیمارستانی مختلف
 د.نباشدر ارتباط مرطوب  کابینتوجود
های حساسیت برای  با توجه به انجام تست 

مشخص  ر این مطالعههای ایزوله شده د آسپرژیلوس
آسپرژیلوس فومیگاتوس  آسپرژیلوس سیدویی و گردید
 هر که در حالیحساس  وریکونازولو  آمفوتریسین به

ضمن آسپرژیلوس  در .بودند به ایتراکونازول مقاومدو 
که  حالیدر  بوده اسپوفانژینمقاوم به کسیدویی 

 .به این دارو حساس بودآسپرژیلوس فومیگاتوس 
 کونازولی، ورتراکونازولی، اآمفوتریسینبه  ها فلاووس.آ
 .بودند حساسکتوکونازول  و کاسپوفانژین و

نشان بررسی خود  ( در2112)و همکاراندنی   
های آسپرژیلوس فومیگاتوس ممکن است   دادند گونه

ها مقاوم   داروهای ضد قارچ به طور ذاتی نسبت به
و  B یسینآمفوتر MICباشند و حتی کمترین میزان 

های غیر فومیگاتوس در   ها برای برخی گونه  آزول
 .(00است)قابل ارزش فومیگاتوس   مقایسه با گونه

حساسیت دارویی گونه  (2100)همکاران و  هاشمی
های ضد دارواز ه به برخی های آسپرژیلوس جدا شد
با  آزمایشگاهیدر شرایط را قارچی مانند ایتراکونازول 

و  را مورد بررسی قرار دادند ودایلوشنمیکرروش 
ها در ارتباط با داروی  یزولها درصد 25 افتند کهیدر

میکروگرم بر  0کمتر از  MICبه واسطه  ایتراکونازول
می با حساسیت کمتر تلقی  ییها یزولها ،میلی لیتر

نیز در مقایسه با  وریکونازولداروی  و در رابطه با ندوش
حساسیت  از ها یزولهااین  ،ایراناز خارج  مطالعات
مشاهده گردید که چنین  هم بودند.می برخودار  یکمتر
 MICدر دامنه  ایزوله ها در اک ر موارداین  MICدامنه 

یت از حساسیت کمتر حکابوده و  استرین های استاندارد
 .(09دارند)ها  آن MICایزوله های ایرانی و افزایش 

دکتر هاشمی مطالعه  مطالعه ما باای بررسی مقایسه 
 بهایزوله فومیگاتوس در مطالعه ما  دهد نشان می
 و همطالعه حساس بوددر آن مقاوم ولی  ایتراکونازول

 از دو ژنتیکی مختلف جدا شدهتفاوت استرین های 
یا به دلیل استفاده از تکنیک های مختلف  مطالعه
جهش در سویه به دلیل  یا وتست حساسیت آزمون 

و   Araujoدر بررسی باشد. می های مقاوم
 گونهساسیت تعیین ح ایبر (2110)همکاران

 آمفوتریسینوهای ضد قارچی م ل ردابا  فومیگاتوس.آ
B ند دنشان داها  آن ،وریکونازول و، ایتراکونازول

میکروگرم  16/1 برای این سه دارو برابر  MICدهمحدو
نقطه   الاترینوریکونازول بها  و در بین آنبر میلی لیتر 

MIC (21داشت). 
 shi سطدارویی تو تست حساسیت نتایجسی رربدر 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Araujo%20R%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=18824456
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چند  باآسپرژیلوس  گونه های چندینروی  بر (2101)
 51MIC که گردیدگزارش  داروی ضد قارچی

 یجرنآ. و لاووسف.آ، فومیگاتوسآ. برای اسپوفونجینک
 که در حالیمیکروگرم بر میلی لیتر  194/1برابر 

91MIC 109/1 با برابر نیجر.آ ،اسپوفونجینک 
، فو های  ونهگ برای .بودمیکروگرم بر میلی لیتر 

91MIC پایین ترین کاسپوفونجین MIC  در میانرا 
، آ.ترلوس برای. بوددارا را  یضد قارچ داروی پنج

91MIC برای و مقدار کمترین کونازولپوسو 
 داروهای مورد در 91MIC ،فلاووس.آ و یگاتوسفوم.آ

، ایتراکونازول وریکونازول، پوسوکونازول، کاسپوفونجین
از بالاتر و آ.ترلوس  91MICتر از بیش ب و آمفوتریسین

تست  سویه های تمام در میکروگرم بر میلی لیتر 32
 با زیادی حد تانتایج این بررسی  (.3)گزارش گردیدشده 
 مطابقت پژوهش این در گرفته صورت مطالعه نتایج

نوع ت حساسیت در این سبررسی نتایج ت ه است.داشت
دهد  میو مقایسه آن با مطالعه ما نشان مطالعات 

و به همراه  است داروی جدید کاسپوفونجین
عنوان داروی انتخابی مورد تایید اک ر ه ب وریکونازول
 .می باشدمطرح  سزیآسپرژیلو در درمان دانشمندان
برای  (2106و همکاران) حجتی نیادر بررسی  

 محیطیفلاووس .آنمونه  21تعیین تست حساسیت 
 به ها هنمون مشخص گردید که تمامیبیمارستانی 

 یزانم .دادند می نشان حساسیت مطالعه مورد داروهای

 5/1 برابر با ایتراکونازول از حاصل 91MICمحدوده 
میکروگرم بر  5/1 وریکونازول، میکروگرم بر میلی لیتر

میکروگرم بر میلی لیتر  163/1 کاسپوفانژین و میلی لیتر
 های سویه جزءشده  شناساییهای  قارچ واست بوده 

 سویه که در حالی گردیدندگزارش  و رزیابیا حساس

 MICدامنه  (.20)نگردید مشاهدهها  آنبین  در مقاوم

 نیز مواردی در و مشابه های مطالعه دامنه در ها سویه

 دهنده نشان که هگرفت قرار ها دامنه این از خارج

 .مطالعه بود مورد های سویه تربیش حساسیت
 حساسیت بیارزیا( در 2106همکاران)و  حسین نژاد

 و وریکونازول قارچی ضد داروهایبه  دارویی
 بالینی و محیطی یزولها 91 روی بر راکونازولتای

شناسایی شده به روش ملکولی  فلاووس آسپرژیلوس
 MICمورد بررسی  که همه ایزوله های کردندمشخص 

را میکروگرم بر میلی لیتر  0 ازکمتر  دارای حساسیت
ایزوله جز دو ه ادند بد نسبت داروهای فو  نشان می

 میکروگرم بر میلی لیتر 2برابر با  MICدارای  ای که
به  راکونازولتای و وریکونازول برایMIC 91 بودند.

 25/1 ومیکروگرم بر میلی لیتر  5/1ترتیب برابر با 
 (.22است)بوده در این مطالعه  میکروگرم بر میلی لیتر

 044( در بررسی خود از 2106همکاران) وچن 
جمع آوری شده ونه محیطی آسپرژیلوس فومیگاتوس نم
درصد از این  4/0گزارش کردند که چین  استان 02از 

و علت مقاومت را داروی آزولی مقاوم پنج ایزوله ها به 
 TR34/L98Hو موتاسیون تغییرات پلیمورفیسم به در 

 (.23دادند)نسبت اسید آمینه(  راتییتغ cyp51Aژن)در 
بر روی در بررسی در تایلند  (2106و همکاران)تان  
اک ر  کردند که گزارشنمونه آسپرژیلوس محیطی  311

مقاوم به ، ایزوله شده فومیگاتوسآ.نمونه های 
 0یا مساوی  یشترب MIC دارای وایتراکونازول 

 که فقط دو ایزوله حالی در بودند لیترمیکروگرم بر میلی 
 15/1با  برابر MIC  دارای مقاوم و پسوکونازول هب

 مقاوم به و یک ایزوله میکروگرم بر میلی لیتر
 میکروگرم بر میلی لیتر 2برابر با  MIدارای وریکونازول 

با مطالعه ما در مبحث نیز  بررسین یا یجهنت .(24بودند)
 شباهت دارد. دارویی مقاومت

 آسپرژیلوزیس و مهاجمهای قارچی  عفونت
ان حاد برای بیمارمشکل  ایجادکاندیدیوزیس در حال 

 می باشند. هم دنیادر سراسر دارای ایمنی سرکوب شده 
نگرانی قابل توجهی در افزایش در این زمینه  چنین

های و اکینوکاندین  تدریجی مقاومت در برابر آزول
 51در  قارچیمرگ و میر با عفونت  یزانم وجود دارد.
وجود ، محل عفونتبسته به امطالعات واز  درصد
استفاده از  رو اشد از اینب زمینه ای میی هابیمار

 در وریکونازول و ینوکاندینکمانند ا یعوامل ضد قارچ
 هایی در حال حاضر در ارجحیت درمان چنین بیماری

استاندارد و قدیمی آسپرژیلوزیس  درمان .می باشد
 در بیماران پر خصوصه ب B مهاجم ریوی آمفوتریسین

رغم عوارض جانبی  های شدید علی مخاطره و بیماری
ویژه عوارض کلیوی با حداک ر دوز قابل ه تعدد، بم

پاسخ که است  حالی این در تحمل استفاده می شود
درمانی آسپرژیلوزیس مهاجم نسبت به وریکونازول بهتر 
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عنوان اولین رده ه می باشد و ب B از آمفوتریسین
 دارویی برای این بیماری به تصویب رسیده است. هم

های  ونازول و سایر آزولطور روتین از ایتراکه چنین ب
 داروی اکینوکاندین .خوراکی یا تزریقی استفاده می شود

ها و یا عدم  در موارد شکست درمانی سایر آنتی فانگال
 در .مورد استفاده قرار می گیرد نیزتحمل سایر دارو 

در اومت آزولی علت افزایش مق های اخیر به سال
ی ها مبحث درمان بیماری آسپرژیلوس های محیطی

گردیده بسیار مهمی  تمشکلاها سبب  حاصل از آن
تواند در کنترل   می دارویی زیرا گسترش مقاومت است
؛ اختلال ایجاد کند ها های ناشی از این قارچ  بیماری
ی ها  سویهشناسایی نیاز به تعیین گونه و  ینا بر بنا

در  مختلف بالینیتظاهرات  توجه بهبا  به دارو مقاوم
 (.25)هستیمس مهاجم زیسپریلوبیماران دچار آ

 این در گرفته صورت همطالع نتایجتوجه به  با

که فو  در می یابیم مطالعات  مقایسه آن با و پژوهش
ه آسپرژیلوس از محیط گونه های ناشناخته جدا شد

ممکن است نسبت به  یویژه بیمارستانه های متفاوت ب
نشان داروهای ضد قارچی حساسیت های مختلفی 

 اوت در نتایح تست حساسیت دارویی می تواندتف دهند.
تفاوت زیر گونه های قارچی در مقابل  در نتیجه

مقاومت سویه ها نسبت به  ،داروهای مورد بررسی
ی تولید ختلاف در کیفیت دارو ، اضد قارچی داروهای

 و یاو درجه خلوص آن  ندهزشده توسط کارخانه سا

ل تفاوت در دلی به د.باش مطالعه جامعه مورد در تفاوت
امکان بروز مقاومت و انتقال  پاسخگویی به داروها و

 زا قارچی مقاومت، بررسی مداوم تاثیر داروهای ضد
نسبت به گونه های های تعیین حساسیت  روش طریق
ست که باید ا زای آسپرژیلوس امری ضروریبیماری

قرار  هم پزشکان و هم میکروبیولوژیست هامورد توجه 
 در اخیر سالیان در که هایی شرفتبر پی علاوه .گیرد

 خطر معرضبیماران در  درمان و تشخیص

است شده  داده انااانش میااتهاج سزیآسپرژیلو
 اقدامات جهت بایستی درنیز  لازم های برنامه ریزی

 بر بنا؛ گیرد صورتها  نآ از و پیشگیرانه بهداشتی بهتر
پیشنهاد می گردد برای دسترسی به موفقیت این 

هتر در ارتباط با این بیماری مطالعات بیشتری درمانی ب
بررسی اثرات همراه با و با داروهای ترکیبی 
 نوظهور انجام گیرد.داروهای  باسینرژیسمی این داروها 

 سپاسگزاری
معاونت محترم  همکاری از فراوان سپاس با 

پژوهش و فناوری دانشگاه آزاد اسلامی واحد تنکابن 
قاتی یاین طرح تحق های تامین هزینه که در تصویب و

 پژوهشی کمال همکاری را داشته و هم بودجه محل از
که  ژیگروه میکروبیولوآزمایشگاه  کارشناسان چنین
و  تشکر نمودند میسر را تحقیق این انجام امکان

 .میقدردانی می نما
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Abstract 
 

Introduction: Invasive aspergillosis is the 

most threatening disease inimmunoco-

mpromised patients which has the highest 

morbidity and mortality rate among 

invasive fungal infections in the hospitals. 

The aim of present study was to assess 

antifungal susceptibilitytesting versus 

Aspergillus spp isolated from the hospitals 

environment. 

 

Materials & Methods: After collecting 160 

plates containing Sabouraud dextrose agar 

from the air and the environment of 

hospital's ICUs (intensive care units), the 

phenotypic and molecular identification of 

the colonies was performed for the 

identification of Aspergillusspp. After DNA 

extraction, the molecular identification was 

carried out using universal fungal primers 

(ITS gene) and DNA sequencing. 

Antifungal susceptibility testing was 

performed using the CLSI 

broth microdilution (M38-A2) method for 

Aspergillus isolates. 

 

Findings: Out of 160 hospital 

environmental samples, 11Aspergillus 

species were obtained. The eleven 

Aspergillus spp. were identified by 

sequencing as: 5 A. flavus, 3 A. sydowii, 1 

A. fumigates and 2A. Oryzae. Our 

antifungal susceptibility testing results 

indicated that A. sydowii and A. fumigatus 

were sensitive to Amphotericin and 

Voriconazole and also were resistant to 

Itraconazole. A. sydowii was resistant to 

Caspofungin while A.fumigatus was 

sensitive to this drug. A. flavus was 

susceptible to all the drugs.  

 

Discussion & Conclusions: There were a 

number of reasons including delayed 

diagnosis, lack of appropriate curing, and 

the existence of various diseases and 

neutropenia which could lead to the high 

mortality rate of patients with Aspergillosis, 

especially in patients of hospital's ICUs. 
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