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 مجله دانشگاه علوم پزشکي بابل
 331-333حه ، صف23، دوره 1044سال 

 

 تریبس کودکان لاواژ برونکوآلوئولار های نمونه در کاندیدا های گونه شناسایی مولکولی

 تنفسی اختلالات دارای
 

 ،0(PhD) حسن مهراد مجد ،1(PhD) عبدالمجید فتی ،*3(PhD) حسین زرین فر، 2(MD) سید جواد سیدی، 1(MSc) الهام کاشفی

 1(PhD) محمدجواد نجف زاده

 

 گروه انگل شناسی و قارچ شناسی، دانشکده پزشکی، دانشگاه علوم پزشکی مشهد، مشهد، ایران-1

 مرکز تحقیقات نوزادان، دانشگاه علوم پزشکی مشهد، مشهد، ایران-2

 رانیا مرکز تحقیقات آلرژی، دانشگاه علوم پزشکی مشهد، مشهد،-3

 تحقیقات پاتولوژی مولکولی سرطان، دانشگاه علوم پزشکی مشهد، مشهد، ایرانمرکز -0

 

 21/1/1044 :رشیپذ ،22/11/1311 اصلاح: ،22/2/1311 :دریافت

 خلاصه
 به منظور شناساییمطالعه این  .باشند کودکان در حیات کننده تهدید و قارچی ریوی های عفونت عامل توانند می کاندیدا های گونه خصوص به قارچی عوامل :هدف و سابقه

  .انجام شد در بیمارستان اکبر مشهد( کودکان بستری BALدست آمده از نمونه های برونکوآلوئولار لاواژ )ه ایزوله های کاندیدایی ب

( مورد بررسی 1311لغایت تیر  1312ماه )اردیبهشت سال  22کودکان بستری دارای اختلالات ریوی طی مدت  BALنمونه  214در این مطالعه مقطعی،  ها:روش و مواد

 و کشت روی سابورو دکستروز آگار حاوی کلرآمفنیکل بر روی این نمونه ها  %24قرار گرفتند. روش های روتین قارچ شناسی شامل آزمایش مستقیم با پتاس 

دست آمده شناسایی ه تکثیر شده و گونه های کاندیدا بر اساس الگوی الکتروفورز ب Multiplex PCRدست آمده، توسط روش ه کاندیدایی ب انجام گردید. ژنوم کلنی های

 . گردیدند

بود. در سال  3/0±13/3و میانگین سنی آنها سال  13ماه تا  2( مرد بودند و محدوده سنی آنها بین %1/72) نفر 124( و %1/02زن )نفر  14بیماران مورد مطالعه،  ها:یافته

 17( دارای نتیجه آزمایش مستقیم و کشت مثبت از لحاظ کاندیدا بودند. ایزوله های کاندیدایی شناسایی شده شامل کاندیدا آلبیکنس %7/1نمونه ) 24میان نمونه های بالینی، 

( بودند. در بین عوامل زمینه ای، گیرندگان %7مورد ) 1( و کاندیدا تروپیکالیس %14مورد ) 2یلوزیس (، کاندیدا پاراپس%14مورد ) 2(، کاندیدا دابلینینسیس %27مورد )

 . بیشترین فراوانی را داشتند (%2/30نفر ) 23 کورتیکواستروئید و مبتلایان به نوتروپنی

سال  0بود. کودکان کمتر از  یویاختلالات ر یدارا یکودکان بستر BALدر نمونه  ییدایکاند زولهیا نیفراوان تر کنسیآلب دایکاندنتایج مطالعه نشان داد که  گیری:نتیجه

 .بودند ییدایبه عفونت کاند انیدر مبتلا ینیشکل بال نیتر عیشا یگروه و پنومون نیشتریب

 .، ریوی، عفونتBALکاندیدا، کودکان،  کلیدی: هایواژه

  مقدمه
های قارچی در ریه ها نسبتاً شایع و به طور بالقوه تهدیدکننده زندگی عفونت 

 . در بیمارانی که به دلیل سرطان، (1و2)در کودکان دچار نقص ایمنی هستند 

و  های وسیع الطیف شیمی درمانی می شوند و دریافت کنندگان آنتی بیوتیک

مستعد ترین گروه ها برای ابتلا به پنومونی ناشی از عوامل  ،گیرندگان پیوند عضو

. شایع ترین عوامل قارچی که مسبب این نوع اختلالات ریوی (1)باشند قارچی می

. در عفونت ریوی با عامل (3و0)باشند، کاندیداها و آسپرژیلوس ها می باشند می

دابلینینسیس،  هایکاندیدایی، کاندیدا آلبیکنس، پاتوژن قارچی شایع بوده ولی از گونه

تروپیکالیس، گلابراتا، کروزه ای، پاراپسیلوزیس، کفایر و گیلرموندی نیز در ایجاد 

. اهمیت گونه های غیر آلبیکنس در سال های اخیر، (3)این عفونت می توان نام برد 

قارچی افزایش پیدا کرده است  ضدبه واسطه بروز مقاومت آنها به برخی داروهای 

 . با این حال، حساسیت سنین مختلف کودکان نسبت به عفونت کاندیدایی (7و3)

                                                           

 می باشد.علوم پزشکی مشهد  دانشگاه 131174و طرح تحقیقاتی به شماره دانشجوی رشته قارچ شناسی پزشکی  الهام کاشفی مهنا پایان این مقاله حاصل  
 فر نیزر نیحسدکتر مسئول مقاله:  *

 E-mail: Zarrinfarh@mums.ac.ir                                                           471-2043101 تلفن: .یآلرژ قاتیمرکز تحق قائم )عج(، مارستانیب ،مشهد یمشهد، دانشگاه علوم پزشک آدرس:

 

بسیار متفاوت گزارش شده است. در یک مطالعه انجام شده بر روی کودکان، نوزادان 

بیشترین مبتلایان را به خود اختصاص داده اند  ICUماهه بستری در بخش  2-1

 . علائم و نشانه های بالینی در عفونت های قارچی اختصاصی نبوده و حتی (2)

. لذا علائم (1)می تواند بطور همزمان به همراه دیگر عوامل عفونی مشاهده گردند 

یاز به فونت ها کمک کننده باشد و نبالینی به تنهایی نمی تواند در افتراق این نوع ع

بررسی های پاراکلینیک می باشد. افتراق عفونت های قارچی از دیگر عفونت های 

میکروبی و شناسایی دقیق عوامل ایجاد کننده می تواند در درمان هدفمند آنها کمک 

شایانی کند. برای شناسایی و افتراق دقیق عوامل میکروبی، استفاده از تکنیک های 

. لذا هدف از این مطالعه، شناسایی (2)تلف مولکولی بسیار کمک کننده می باشد مخ

( کودکان BALدست آمده از نمونه های برونش )ه ارچی کاندیدا بگونه های ق

  .بستری دارای اختلالات ریوی مراجعه کننده به بیمارستان اکبر مشهد می باشد
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332                                                                                                                                                                                 1044سال  /23شگاه علوم پزشکی بابل/ دوره مجله دان 
 و همکاران الهام کاشفی ؛...برونکوآلوئولار لاواژ کودکان یدر نمونه ها دایکاند یگونه ها یمولکول ییشناسا

 

 ها روش و مواد
پس از تصویب در کمیته اخلاق دانشگاه علوم پزشکی این مطالعه مقطعی 

بر  IR.MUMS.MEDICAL.REC.1397.773با کد اخلاق مشهد 

توسط یک که کودکان بستری دارای اختلالات ریوی  BALنمونه  214 روی

پزشک فوق تخصص ریه اطفال و با کمک دستگاه برونکوسکوپ، از اردیبهشت 

 ساله( 2نمونه برداری گردید )در یک بازده زمانی تقریباً  1311لغایت تیر  1312

مطالعه  واردالینی ریوی . نمونه های برونش کودکان بستری دارای علائم بانجام شد

نمونه هایی که دارای آلودگی شدید عوامل باکتریایی بوده و تداخل در رشد  شدند و

  قارچ های کاندیدا ایجاد می کردند، از مطالعه خارج شدند.

دقیقه  17به مدت  rpm 3444نمونه ها بعد از انتقال به آزمایشگاه، با دور 

یم و با توسط آزمایش مستق ،ته نشین شدهسانتریفیوژ شدند و یک قسمت از مایع 

مورد بررسی میکروسکوپی قرار گرفتند. قسمت دیگر نمونه  %14استفاده از پتاس 

( حاوی کلرامفنیکل تلقیح و کشت Ibrescoدر محیط کشت سابورو دکستروز آگار )

روز انکوبه  3درجه سانتیگراد و به مدت  37داده شدند. محیط های کشت در دمای 

 به دنبال رشد کلنی های مخمری، با استفاده از لوپ استریل قسمتی از  شدند و

 ,CHROM agar companyکلنی ها بر روی محیط کروم آگار کاندیدا )

Paris France 20-02(، به صورت خطی کشت داده شدند. پلیت ها به مدت 

گراد انکوبه گردیده و از لحاظ وجود بیشتر از یک  درجه سانتی 37ساعت مجدداً در 

. کلنی های مخمری (3)گونه کاندیدایی مورد بررسی و خالص سازی قرار گرفتند 

و طبق پرایمرها و  Multiplex PCRخالص شده با استفاده از روش مولکولی 

و همکاران مورد شناسایی قرار   Arastehfarارائه شده توسط  PCRبرنامه 

جفت پرایمر( با همدیگر در یک  2. در این روش مولکولی همه پرایمرها )(1)گرفتند 

 مخلوط شدند.میکروتیوب برای هر نمونه 

ی )حجم نهای میکرولیتر برای هر نمونه در نظر گرفته شد 7/4حجم هر پرایمر 

 MasterMix RED Taq) میکرولیتر مسترمیکس 24میکرولیتر(،  2پرایمرها 

DNA Polymerase) ،24  از میکرولیتر  3میکرولیتر آب مقطر وDNA 

 ،اکنشمواد و میو تقس هی. پس از تهمیکرولیتر تهیه شدند 74 نهایی ممربوطه در حج

یر برنامه حرارتی و زمانی ز تحت و لبه دستگاه ترموسایکلر منتق PCR یها وبیت

 7درجه سانتی گراد برای  Initial denaturation 17ژنوم انجام گردید:  ریتکث

ثانیه،  34درجه سانتی گراد برای  Denaturation 17دقیقه )یک سیکل(، 

Annealing 33  ثانیه،  34درجه سانتی گراد برایExtension 22  درجه 

درجه  Final extension 22سیکل( و  37ثانیه )جمعاً  34سانتی گراد برای 

، محصول آن جهت مشاهده PCRپس از پایان واکنش  دقیقه. 7سانتی گراد برای 

، راسکوئ یاک های داده ها با استفاده از آزمونالکتروفورز گردید.  %2روی ژل آگارز 

تجزیه  22نسخه  SPSS ینرم افزار آمار لهیو به وستی تست و آزمون دقیق فیشر 

 .معنی دار در نظر گرفته شد p<47/4و و تحلیل شدند 

 
 

 ها یافته
کودک بستری شده دارای اختلالات ریوی مورد مطالعه،  214در این مطالعه، از 

( بودند. محدوده %03بیمار جنس مونث ) 14( و %72بیمار دارای جنس مذکر ) 124

 3/0±13/3سال متغیر و میانگین سنی آنها  13ماه تا  2سنی کودکان مورد مطالعه، از 

 (.1سال بود )شکل 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

فراوانی کودکان مستعد دارای اختلالات ریوی بستری شده در بیمارستان  .1شکل 

 اکبر مشهد، برحسب گروه سنی

 

نفر  242از لحاظ داشتن نوع عوامل زمینه ای، گیرندگان کورتیکواستروئید با 

( و نیز از لحاظ علائم اختلالات %2/30نفر ) 23( و مبتلایان به نوتروپنی با 11%)

در ضمن، برخی (. 1)جدول پنومونی بیشترین فراوانی را داشتند  تنفسی، مبتلایان به

 صورت مشترک و همزمان در چندین بیمار گزارش گردیده است.ه موارد ب

 

علائم و اختلالات ریوی و عوامل زمینه ساز در کودکان مستعد بستری  .1جدول 

 شده در بیمارستان اکبر مشهد
 تعداد)درصد( 

  علائم اختلالات تنفسی
70(3/23) پنومونی  

21(2/13) آسم و آلرژی  
12(7/2) کلاپس  

7(0/2) همانژیوم تراشه  
  بیماری های ژنتیکی زمینه ای

2(3/2) سیستیک فیبروزیس  
3(1/7) فاویسم  

2(1) مالتیپل اسکلروز  
2(1) سندرم داون  

2(1) نقص ایمنی مادرزادی  
  سایر عوامل زمینه ای

242(11) گیرندگان کورتیکواستروئید  
23(2/30) نوتروپنی  

3(2/2) هیداتید کیست  
0(2) توبرکلوزیس  

2(1) لوپوس اریتماتوس  

 

( دارای نتیجه آزمایش %7/1نمونه ) 24نمونه لاواژ مورد مطالعه،  214از بین 

مستقیم مثبت )مخمر یا میسلیوم کاذب( و کشت مثبت مخمری بودند. گونه های 

(، کاندیدا Candida albicansکاندیدا آلبیکنس )مخمری شناسایی شده شامل 

 .C(، کاندیدا پاراپسیلوزیس )C. dubliniensisدابلینینسیس )

parapsilosis( کاندیدا تروپیکالیس ،)C. tropicalis 24از  (.2( بودند )شکل 

( زن %04بیمار ) 2( مرد و %34بیمار ) 12کودک مبتلا به عفونت ریوی کاندیدایی، 

  

13-13

6 

 

12-1 2-7 0-4 

 محدوده سنی

 فراوانی

 محدوده سنی    
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Molecular Identification of Candida Species in Bronchoalveolar Lavage Specimens…; E. Kashefi, et al 

 

سال و  0( تا %34بیمار ) 12لحاظ سنی در کودکان مبتلا به عفونت ریوی، بودند. از 

-12( در محدوده سنی %14بیمار ) 2سال و  0-2( در محدوده سنی %34بیمار ) 3

در بررسی ارتباط بین فاکتور سن و مبتلایان به عفونت ریوی  سال بودند. 2

و  بین فاکتور جنسیتکاندیدایی، تفاوت آماری معنی داری نشان داده نشده است. 

مبتلایان به عفونت ریوی کاندیدایی، رابطه آماری معنی داری وجود نداشت. 

(، نشان داد Fisher exact testهمچنین نتیجه به دست آمده از آزمون فیشر )

که بین گونه های کاندیدایی حاصل شده و جنسیت مبتلایان، اختلاف معنی داری 

(، دچار عارضه نوتروپنی بودند که از طریق %07مار )بی 1دیده نشد. از کل مبتلایان، 

آزمون دقیق فیشر، ارتباطی بین نوتروپنی و انواع گونه های کاندیدایی حاصل شده، 

 مشاهده نگردید.

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

. فراوانی گونه های مختلف کاندیدا در کودکان مستعد دارای اختلالات 2شکل 

 مشهدریوی بستری شده در بیمارستان اکبر 

 

 

 یریگ جهینت و بحث
کودکان مستعد بررسی  BALنمونه  214مطابق یافته های این مطالعه، از 

( از نظر عوامل کاندیدایی مثبت شدند. عفونت های قارچی %7/1نمونه ) 24شده 

ریوی با عامل قارچ های فرصت طلب بخصوص در بیماران دچار نقص ایمنی از 

شیوع بالایی برخوردار هستند. این عفونت ها در اغلب موارد، از طریق استنشاق، 

قل و دستگاه های تنفس مصنوعی به بیماران منت تماس مستقیم پرسنل بیمارستان

. این عفونت ها می تواند تهدید کننده زندگی در کودکان دچار (3و14و11)می شوند 

نقص ایمنی باشد. کاتترهای درون رگی می توانند باعث کاندیدیازیس ریوی به 

شروع درمان مناسب برای این عفونت های  .(12)عنوان محل آلوده ثانویه شوند 

ریوی قارچی، وابسته به تشخیص دقیق و سریع عامل ایجاد کننده بیماری است. در 

( از نظر عوامل کاندیدایی مثبت شدند. این میزان %7/1نمونه ) 24مطالعه حاضر، 

 %7/1، با 1312و همکاران در سال  Anoshirvaniدرصد فراوانی با تحقیق 

شباهت داشت  یفراوان %1/2، با 2447و همکاران در سال  Woodفراوانی و 

می تواند نشان دهنده وضعیت مشابه بیماران مورد بررسی باشد، زیرا  ، که(13و10)

هر کدام از بیماری های زمینه ای شرایط ویژه ای را برای ابتلا به عفونت های 

 فرصت طلب مهیا خواهد کرد.

و در جنس  %34در این مطالعه، شیوع عفونت های ریوی در جنس مذکر، 

ت شیوع بیشتری داشته است. ولی از بود که در جنس مذکر، به نسب %04مونث 

داری بین جنس و ابتلا به عفونت های قارچی مشاهده ی لحاظ آماری، اختلاف معن

نشد و این موضوع در مطالعات دیگر نیز مورد بررسی قرار گرفته بود. در مطالعه 

Zarrinfar  زن مبتلا به  %31مرد و  %31، 2417و همکاران نیز در سال

به مونث،  . این افزایش شیوع در جنس مذکر نسبت(3)بودند کاندیدیازیس ریوی 

به دلیل بیشتر در معرض بودن جنس مذکر با عوامل پاتوژن، شرایط  احتمالاً

 فیزیولوژیک و هورمونی باشد.

در این مطالعه، بیشترین محدوده سنی که درگیر عفونت قارچی ریوی بودند، 

و همکاران، در سال های  Burgosکه با مطالعه  بود(، %34سال ) 0سنین کمتر از 

و  Tschiedelسال و همچنین با بررسی  1/1، با میانگین سنی 2447-2444

، با میانگین سنی مبتلایان به عفونت ریوی 2411-2412همکاران، در سال های 

. این اختلافات، می تواند به علت تفاوت (17و13)سال مطابقت نداشت  7/3قارچی، 

. زیرا در اغلب مطالعات، در وضعیت ایمنی بیماران و تعداد موارد مورد بررسی باشد

 فاکتور وضعیت ایمنی )ذاتی یا اکتسابی( را مهمترین عامل، معرفی کرده اند.

در این مطالعه، شایع ترین گونه کاندیدایی که از کودکان جدا گردید، 

Candida albicans (%27 ،بود و بعد از آن )C. parapsilosis (14% ،)

C. dubliniensis (14% و )C. tropicalis (7% بودند. در بررسی )

Stjärne Aspelund  و همکاران، بر روی نمونه هایBAL  افراد 

 C. albicans (33%،): شاملدریافت کننده پیوند ریه، عوامل قارچی موجود، 

Candida non albicans (13% ،)A. fumigatus (12% ،)

Aspergillus non fumigatus (12% ،)Penicillium spp. (1% ،)

Fusarium spp. (2% ) در تحقیق (12)بود .Zarrinfar بر ، و همکاران 

  C. albicans (72%،)بیماران دچار اختلالات تنفسی،  BALروی نمونه 

C. tropicalis (20% ،)C. glabrata (2/10% ،)C. krusei (3/7%،)  

C. parapsilosis (3/1% ،)C. kefyr (3/1% ،)C.guilliermondii 

 . (3)مشاهده شد ( 3/1%)

عنوان گونه شایع هنوز در ه ب C. albicansهمانطور که ملاحظه می گردد 

 دست آمده دره بیماران مستعد از عفونت ریوی جدا می گردد که مطابق نتیجه ب

علت عدم درمان های تجربی این ه مطلب می تواند بمطالعه حاضر است. این 

در این بیماران باشد. زیرا افزایش موارد  non albicansبیماران و کاهش موارد 

non albicans قارچی و بروز  دنبال استفاده بی رویه از داروهای ضده ب 

و همکاران بر روی  Kianipourمقاومت های دارویی اتفاق می افتد. در مطالعه 

 C. albicans ،بیماران دارای اختلال تنفسی گونه های قارچی BALونه نم

(1/02% ،)C. glabrata (2/22% ،)C. krusei (0/11%،) C. tropicalis 

(3/7% ،)C. dubliniensis (3/7% ،)C. kefyr (1/2%،)C. 

guilliermondi (1/2% ) (12)مشاهده شد. 

 اختلافات موجود در وجود گونه های ایجاد کننده عفونت های قارچی 

در مطالعات مختلف می تواند دیگر دلایلی را هم داشته باشد، از جمله روش و 

های آزمایشگاهی مورد استفاده در افتراق گونه های قارچی می تواند باشد، تکنیک 

یی باشد. با این حال، شناسازیرا هر کدام از حساسیت و ویژگی متفاوتی برخوردار می

 های مولکولی قطعی ایزوله های قارچی در سطح گونه نیازمند انجام تکنیک

. شناسایی ایزوله ها در سطح گونه برای مطالعات اپیدمیولوژیک و (1)می باشد 
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 انی و پیش آگهی، نیز می تواند مفید و راه گشا باشد. آگاهی برای تصمیمات درم

 ، از حساسیت و Multiplex PCRدر بین تکنیک های مولکولی، روش 

ویژگی مناسبی برخوردار است که می تواند همزمان از چندین پرایمر در یک 

 میکروتیوب و شناسایی همزمان چندین گونه مختلف، منجر به صرفه جویی در 

 . لذا در مطالعه حاضر از این تکنیک استفاده گردید و (1)ها گردد زمان و هزینه 

تمام ایزوله های کاندیدایی مورد شناسایی قرار گرفتند. لذا انجام و بکارگیری این 

تکنیک برای بررسی و شناسایی عوامل مخمری در دیگر آزمایشگاه ها نیز توصیه 

 می گردد.

تعد و دارای علائم بر اساس نتایج بدست آمده از مطالعه حاضر، کودکان مس

سال فراوانی بیشتری را نسبت به بقیه گروه های سنی  0بالینی ریوی در سنین زیر 

 داشتند. در بین گونه های مختلف کاندیدایی که از ریه این بیماران جدا گردید،

albicans C.  از بالاترین شیوع برخوردار بود. عفونت ناشی از گونه های

سال از فراوانی بیشتری برخوردار بود. در بین عوامل  0 کاندیدایی نیز در سنین زیر

زمینه ای، گیرندگان کورتیکواستروئید و مبتلایان به نوتروپنی بیشترین فراوانی را 

 .داشتند

 
 

  تشکر و ریتقد
از پرسنل آزمایشگاه قارچ شناسی و مولکولی بیمارستان قائم )عج(، بدینوسیله 

شیخی و امینی و آقای دشتی و آزمایشگاه بیمارستان اکبر،  ها خانمبه خصوص 

  تقدیر و تشکر همراهی نمودند، مطالعهمنتظر ابدی و منصوری که در این  انآقای

 .می گردد
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ABSTRACT 

BACKGROUND AND OBJECTIVE: Fungal agents, especially Candida species, can cause fungal and life-threatening 

lung infections in children. The present study was performed to identify Candida isolates obtained from bronchoalveolar 

lavage (BAL) specimens of children admitted to Akbar Children's Hospital in Mashhad.  

METHODS: In this cross-sectional study, 210 BAL specimens of hospitalized children with pulmonary disorders during 

27 months (April 2018 to June 2020) were examined. Routine mycology tests including direct examination with 20% 

potassium hydroxide (KOH) and culture on Sabouraud dextrose agar containing chloramphenicol were performed for 

these specimens. The genomic DNA of Candida colonies were amplified by Multiplex PCR, and Candida species were 

identified based on the electrophoresis pattern. 

FINDINGS: The patients included 90 females (42.9%) and 120 females (57.1%) and their age range was between 2 

months to 16 years and their mean age was 4.6±3.16 years. Among clinical specimens, 20 specimens (9.5%) had direct 

microscopic results and positive culture for Candida. Identified Candida isolates included C. albicans in 15 cases (75%), 

C. dubliniensis in 2 cases (10%), C. parapsilosis in 2 cases (10%) and C. tropicalis in 1 case (5%). Among the underlying 

factors, corticosteroid receptors and patients with neutropenia had the highest frequency (73 patients, 34.8%). 

CONCLUSION: The results of the study showed that C. albicans was the most common Candida isolate in the BAL 

specimen of hospitalized children with pulmonary disorders. Children under 4 years of age were the most affected group 

and pneumonia was the most common clinical form in patients with Candida infection. 

KEY WORDS: Candida, Children, BAL, Pulmonary, Infection. 
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