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  الملخص

المرتبـة الثانيـة    عمومـاً،    Aspergillus  الرشاشية بأنواع فطر  الفطرية المسببة    الإصاباتتحتل  
 ـ ،وبـشكل خـاص  ، الإصابات الفطرية الغازيـة بين عالمياً   Aspergillus الـدخناء الرشاشـية   دتع

fumigatus  داء الرشاشيات الغازيل الرئيسي سببمال )IA( Invasive Aspergillosis .  
لـدى  لوفاة إلى اؤدي يإلا أنه الأفراد سليمي المناعة، نادراً ما يصيب داء  هذا ال  وعلى الرغم من أن   

ن إ . نـاجع  بـشكلٍ معالجتـه ل، مبكر بشكلٍ هلك فمن الضروري تشخيص  لذ ،الأشخاص المضعفين مناعياً  
، إذ  على وسط سـابورو ستنباتلا هي اللكشف عن الإصابات  حالياًة التقليدية المتبعة  شخيصيالأدوات الت 

   .ثوقية ضعيفةموذات حساسية منخفضة و  بأنها هذه الطريقةتتصف
كتقانـة جزيئيـة ذات    Nested-PCR تقانة التفاعل السلـسلي للبـوليميراز    انتشاروقد سمح لنا    

 ،Nested-PCR الطريقتين التقليدية المتبعة و    ساسية كلتا جراء دراسة مقارنة بين ح    إ ب ،حساسية عالية 
 106-10راوحـت بـين     مخموجة تجريبياً بتراكيز مختلفـة       على عينات قشع     نتائج الدراسة وأظهرت  

، مقارنـة بطريقـة      التراكيز أدنى في الكشف عن      ونوعيتها Nested-PCRحساسية تقانة    مل،/بوغة
  . جميعهالتراكيزلكانت سلبية التي  وسط سابوروالفطري على  ستنباتالاالتشخيص التقليدية المتمثلة ب

  
، A.fumigatus الـدخناء داء الرشاشيات الغـازي، الرشاشـية    : الكلمات المفتاحية 

Nested PCR ،DNAجينومي .  

 
 . الأستاذ المشرف المشارك)3( الأستاذ المشرف، )2(طالب،  (1)
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ABSTRACT 

Fungal infections caused by Aspergillus species generally are occupying a 
second place among invasive fungal infections in the world, especially A. 
fumigatus, which is considered the main cause of invasive Aspergillosis (IA). 
Although IA rarely infects immunocompetent individuals, however, it can 
lead to death in immunocompromised patients. Therefore, it is necessary to 
diagnose the infection early in order to treat the disease efficiently. 

However, the conventional diagnostic tools, currently used to detect 
infections, has low sensitivity and reliability. 

Polymerase chain reaction (PCR) technology distribution as a molecular 
and high sensitive technology has allowed us to make comparative study 
between sensitivity of traditional currently used diagnostic method and 
Nested-PCR, the result of the study of sputum samples that experimentally 
infected with different concentrations of A.fumigatus spores ramping from 10 
to106 spore/ml, have high sensitivity and specificity of Nested-PCR in 
detecting the lower concentrations, comparing with traditional diagnostic 
method (culture on Sabouraud media) that were negative in all 
concentrations.  

 
Keywords: Invasive Aspergillosis, A. fumigates, Nested PCR,  

Genomic DNA. 
 
 
 

 
)1( Student, (2)  Superviser, (3) Associated superviser. 



2013ـ العدد الثاني ـ ) 29(مجلة جامعة دمشق للعلوم الأساسية ـ المجلد   

 413 

  مقدمةال
 مـشكلة صـحية   systemic fungal infectionتشكل الإصابات الفطرية الجهازيـة  

جل في العقدين   وقد س .  النامية منها والمتطورة على السواء     ،كبيرة في معظم بلدان العالم    
نتانات الفطرية الجهازية، إذ أصـبحت      رتفاع ملحوظ في نسبة حدوث هذه الإ      الماضيين ا 

لوفاة بين فئـة معينـة مـن المرضـى تعـرف بمـضعفي المناعـة                لشائعاً   سبباً   عدتُ
)immunocompromised patients ( مرضى اغتراس الأعـضاء ونقـي   كلاً من وتضم

العظم ومرضى السرطان، حيث يخضع هؤلاء إلى معالجات كيميائية ومثبطات مناعيـة            
 Chakrabarti, 2005; Denning et al., 2003; Groll et)اًفي ضع المناعيجهازهمتجعل 

al., 1996; Lin et al., 2001).  عداجنسي Candida sp.و Aspergillus sp.  المـسببان 
  الإصـابات  من هـذه %90 نحوالأكثر شيوعاً للإصابات الفطرية، فهما المسؤولان عن      

. (Bodey et al., 1992; Ruhnke et al., 2002) إلـى المـوت   عـضها  بؤديي قد التي
 بينالمرتبة الثانية  تحتل A.fumigatus الدخناء الرشاشية وتشير الدراسات الحديثة إلى أن

  .Candida albicanus (Denning, 1998)    البشرية بعد فطرللإصاباتلمسببة االفطور 
تعـيش  حيث ، (Bansod et al., 2008)  عالمي الانتشاراً نوعالدخناء الرشاشية عدتُ

 للمواد  كمسؤولة عن التدرك الهوائي    الظروف الطبيعية    في مهماً دوراً   وتؤديفي التربة   
 الأساسي في دورتي الكربون والنتـروجين فـي الطبيعـة           ها دور فضلاً عن  ،العضوية

(Latgé & Steinbach, 2009). كما الغبيرية   أبواغهاتعدconidia   من أكثـر الأبـواغ 
بـواغ  الأ إنتاجها لكميات كبيرة من   إلى  راً   نظ ، وذلك  انتشاراً الرشاشية المحمولة في الجو   

من جهة ولصغر حجم الأبواغ من جهة أخرى، مما يسهل انتـشارها فـي كـل مكـان         
تؤكـد  . (Latgé, 1999; Nolard, 1994)  التنفس إلى الأسناخ الرئويةأثناءفي ودخولها 

  عدة مئات من أبواغ هذا الفطـر      يومياً  جميعاً  رير البيئية استنشاق البشر     الدراسات والتقا 
(Chazalet,1998; Hospenthal, 1998).   

نادراً ما يؤدي استنشاق الأبواغ الغبيرية إلى تأثيرات ضارة عنـد الأفـراد سـليمي             
 ـ   أنه في السنوات ا    الرغم من على  المناعة،   الـدخناء جل فطـر الرشاشـية      لأخيـرة س   

A. fumigatus  المرضـية التحسـسية  كعامل ممرض ضعيف مسؤول عن الأشـكال . 
(Latgé 1999) أن فطـر على مدى العقـدين الماضـيين    أثبتت الدراسات المتعددةقد و  
A. fumigatus في الجو، وأشدها خطورة وفتكـاً  انتشاراً الفطور الممرضة أكثر  أصبح

 .(Ellis et al., 2000)   المرضى المثبطين مناعياً والمصابين بالتهابات رئوية حـادة لدى
 سنة الماضـية    ةي عشر تثنهذا وقد ازدادت نسبة حالات الإصابة بداء الرشاشيات في الا         
 كان داء الرشاشيات    1992بحيث أصبحت أربعة أضعاف ما كانت عليه سابقاً، ففي عام           

 الـذين    من الإصابات الفطرية لـدى المرضـى       تقريباً% 30 مسؤولاً عن    (IA)الغازي  
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 مرضـى اللوكيميـا  شير الدراسات إلى أنه يـصيب       وتُ .يقضون بسبب مرض السرطان   
  بـسبب هـذا الـداء      % 90-80تـراوح نـسبة الوفـاة بيـنهم         و،  بنسبة أكبر خاصة،  

(Verweij, 1997). ل يشكّفا في الوقت الراهن، أمIA  السبب الرئيسي للوفاة في مراكـز 
 A. fumigatus إذ يعـد .  الأعضاءاغتراسمعالجة اللوكيميا وزرع نقي العظم ومراكز 

. (Latgé et al., 1997) من الإصابات البـشرية  % 90العامل الإمراضي المسؤول عن 
 تأكيدها بـشكل    غالباً ما يتم  ، و بشكلٍ متأخر الإصابات الفطرية الجهازية    عادة   صشخَّتُو

  .(Groll et al., 1996) قاطع عند تشريح الجثة لتحديد سبب الوفاة
 عينات من سائل غسل الأسـناخ الرئويـة    استنباتببهذا الداء    الإصابة   تُشخّصعادة  

قـد  ونتائج دقيقة، كما    هذه الطريقة   لا تعطي   في كثيرٍ من الأحيان     على أوساط خاصة، و   
 .أبواغ الفطر الموجودة في الهـواء      بسبب تلوث الزرع ب     فيها اًتعطي أحياناً نتائج مغلوط   

 CFU  الدم، بسبب قلة محتـواه مـن     استنبات من النادر الكشف عن الإصابة عن طريق      
لجأ في بعض الأحيان إلى ويColony Forming Unit.(  الوحدات المكونة للمستعمرات(

الفطر فيها،  نمو  للكشف عن   خزعات مأخوذة من الأسناخ الرئوية      لإجراء مقاطع نسيجية    
المرضى الذين يعانون من حمى شديدة      (ولكن في الحالات الخطرة من الضعف المناعي        

 مثل هـذا    نإ النسيجية، إذ    اتعلى الخزع يصعب الحصول   ) وقلة عدلات وقلة صفيحات   
خطر الإصابة بالنزيف بسبب قلة الـصفيحات الدمويـة أو          إلى  الإجراء يمكن أن يؤدي     

 ;Ellis et al., 2000; Girmenia, 2001) ت أخرى نتيجـة أخـذ الخزعـا   باختلاطات
Robinson, 1995). للكشف عـن أضـداد    المناعيةلاختبارات المصليةإلى اا بالنسبة أم 

 لـدى ة المناعيـة  ، فهي تقريباً عديمة الفائدة بسبب ضـعف الاسـتجاب      الدخناءالرشاشية  
  . (Maertens et al., 2001)  في المصل قلة الأضدادومن ثمالمرضى مضعفي المناعة، 

لجأ الباحثون إلى   ق التقليدية،   ائهذه الطر المنخفضتين ل نوعية  الحساسية و الوفي ضوء   
 الفطـري لتـشخيص     DNAوكـسجين   منقوص الأ الكشف عن الحمض النووي الريبي      

 يمكن الكشف عـن   إذْ. PCR وذلك باستخدام تقانة التفاعل السلسلي للبوليميراز        ؛الإصابة
واسمات نوعية خاصة بهذا الفطر، وهي عبارة عن تسلسلات هدفية موجـودة ضـمن              

DNA    ،ـ      ك الجينومي للفطر  ة التسلسل المرمز لأحد الحموض النووية الريبية الريبوزومي
rRNA أو تسلسلات موجودة ضمن DNA الميتوكوندري( المتقدرات ((Buchheidt et 

al., 2002; Costa et al., 2002; Hebart et al., 2000; Latgé & Steinbach, 2009; 
Skladny et al., 1999). طريقة  أن استخدام البحوثنت بعض بيPCR   للكـشف عـن 

وقد أثبتت  . ق التقليدية ائ أكثر حساسية وسرعة من الطر      بشكل عام  Aspergillus الجنس
 ـ وهي طريقة يجري فيها تفاعلا     (Nested-PCR أخرى فاعلية طريقة     بحوث ن ان متتالي

 في عينـات مختلفـة مـأخوذة مـن          A.fumigatusفي الكشف النوعي عن     ) PCRمن  
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 PCR بكونها أكثر دقة من اسـتخدام طريقـة         بشكل عام  تتصف هذه الطريقة  و .مرضى
  .(Hummel et al., 2004; Pringle et al., 2005) التقليدي

 المستخدمة حاليـاً  ، التقليديةستنباتهدفت هذه الدراسة إلى مقارنة حساسية طريقة الا       
-Nestedحـساسية تقانـة     ب ،دمشق في   التشخيص المخبري طبية و التحاليل ال في مخابر   

PCRالتي باتت شائعة الاستخدام عالمياً في تشخيص الإصابة بهذا الداء .   
  هوطرائقالبحث واد م

  : وتحضير المعلق الفطريالدخناءالحصول على الرشاشية  -1
في عية   من أحد المخابر المرج    الدخناءالرشاشية  تم الحصول على سلالة مرجعية من       

 غرفة ضمن وبشروطٍ عقيمةبرة زرع معقمة    إ بواسطة   تخذأُ ،كلية الطب بجامعة دمشق   
دارئـة  مـن   مل 1ضمن ت لق من الأبواغ وعكمية Biosafety Cabinet سلامة حيوية

 ـ    الأبواغ ضمن المعلق     تعد، ثم   (PBS)  فوسفاتية ملحية سب بواسطة عدادة نيوباور وح
 2x106 تركيـز  على معلـق ذي    تم الحصول    بذلك،  حلولالمالميلي لتر من     ها في تركيز
  .مل/بوغة
 :استنباتها والدخناءتحضير العينات المخموجة بأبواغ الرشاشية  -2
ثم  أنابيب ابيندورف،    7 مت إلى سوقُوغير مدخن،    عينة قشع من شخص سليم       تخذأُ

 10،  102 ،104،103 ،105 ،106 :من المعلـق الفطـري    ختلفة  تراكيز م ستة  ب تخمجأُ
 كل عينة من العينـات الـسبع      مت  سبعد ذلك قُ   .شاهدةبقي على عينة واحدة      وأُ مل/ةغبو

حسب الطريقة التقليدية المتبعة فـي مخـابر     بستنبات  استخدم بالا السابقة إلى قسمين قسم     
 ـ   ت العينات نبتاستُحيث  ،  تشخيص الإصابات الرشاشية في دمشق     ط انتقـائي    علـى وس

 .م°27مدة أسبوع عند الدرجـة      تضن وح ،يمةضمن شروط عق  كلورامفينيكول  -سابورو
  . الجينومي الفطري من القسم الآخر للعيناتDNAواستخلص 

 : الجينومي الفطريDNAخلاص است -3
 عتيدة باستخدام    بأبواغ الفطر  ةجو من عينات القشع المخم     الجينومي DNAص  خلستُا

)Kit(  لى غـشاء   أعمدة كروموتوغرافيا مكروية تحوي ع    عتمد على   ة ت استخلاص جاهز
 ـ    الخطوات العامـة للاسـتخلاص      اتُّبعت. ) ألمانيا AJشركة   (DNAمن السيليكا رابط ل

عولجـت العينـات    ء بعض التعديلات،    المنصوح بها من قبل الشركة المصنعة مع إجرا       
بدرجـة   دقيقـة  20مدة  تضن، وحNAC N-acetyl cysteine–2% NaOH)( بمحلول

 ـنُبـذت بعـد ذلـك    . حرارة الغرفـة     باسـتخدام مثفلـة أنابيـب ابينـدورف     ب الأنابي
(Hermel 233M-2) ل الـسائل  أزي  دقيقة،15 مدة الدقيقة/دورة 10000 بسرعة دوران

 ـأُومن ثم   ).TE) Promega الرسابة بدارئة    تالطافي وغسل    أنـزيم  مـن 200Uيف ض
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lyticase) sigma(  ، جدار الأبواغ الفطرية الهاضم إلىعنـد    دقيقـة 30مـدة   تضنوح
 دقيقـة،   20م مدة   °95درجة   العينات عند ال   تضنالحل وح   دارئة تفيضأُ،  م°37درجة  ال

 ،Kأنزيم البروتينـاز    ب ناتج الحل  لجوعو ن،لج مدة دقيقتي   العينات في الث   تضعوومن ثم   
  . للتخلص من البروتيناتم°50درجة  عند ال دقيقة30مدة 
 علـى أعمـدة     لمـزيج رر ا م من محلول الربط مع غشاء السيليكا، و       lµ200يف  ضأ

 تسلالدقيقة، وغُ / دورة 12000مدة دقيقتين بسرعة     هذه الأعمدة    نُبذت ،الكروموتوغرافيا
 المرتبط على الغشاء    DNAطف  شُالإيثانول للتخلص من الشوائب، وأخيراً      بدارئة تحوي   
 المستخلص فـي    DNA فظ ابيندورف نظيفة، وح   أنابيبمع في   وجTE من  بدارئة دافئة   

  .م°20 –درجة ال
 :PCRالتفاعل السلسلي للبوليميراز  -4
 Thermal cycler باســتخدام جهــاز مــدور حــراري PCRنجــزت تفــاعلات أُ

)Eppendorf (عتيدةو Go Taq DNA Polymerase) Promega .(ْمرئسات  الاِصطُنعت
Primersالنوعية لـ DNA الفطر، AFU5S, AFU5AS, AFU7S) AFU7AS,(   مـن

تسلسل المرئسات المستخدمة في ) 1(وضح الجدول ، وي الكنديةAlpha DNAقبل شركة 
  .(Bansod et al. 2008) الدراسة

  تسلسل المرئسات المستخدمة في الدراسة) 1(جدول ال
 المرئسة  التسلسل  الموقع

1436-1459 AGG GCC AGC GAG TAC ATC ACC TTG AFU5S 
1648-1771 GG G (AG)GT CGT TGC CAA C(CT)C (CT)CC TGA AFU5AS 
1296-1313 CGG CCC TTA AAT AGC CCG AFU7S 
1681-1700 GA CCG GGT TTG ACC AAC TTT AFU7AS 

، يـستخدم الأول    PCRتالين مـن    ت على إجراء تفاعلين م    Nested-PCRتعتمد تقانة   
DNA يـستخدم الثـاني    في حين    ،ةمن العينات وشفع من المرئسات النوعي     خلص  المست

 من المرئسات يتعرف تسلسلات نوعيـة ضـمن شـدفة            آخر اًناتج التفاعل الأول وشفع   
DNAالناتجة عن التفاعل الأول . 

  : الأولPCRتفاعل 
حر حجم نهائي قدره     ضlµ 50    لكل تفاعل PCR  دارئة خاصة بالأنزيم   : ، يحوي على

 ة من النكليوتيدات الأربعيكليوتيد من كل ن0.2mMو MgCl2 من mM 1.5 و1Xبتركيز 
 ـ  ةثلاثي   مـن كـل مرئـسة      1µMو) dNTPs) Roth الأوكـسجين    ة الفوسفات منزوع

)AFU7S, AFU7AS(1.25 وU من Taqو بوليميراز µl29    خلاص مـن نـاتج اسـت
DNA .بجهاز   رمج PCR   35إنجاز  م مدة دقيقتين ثم     °95درجة  إلى  التسخين  : يأتي كما 

 م°95التسخين في المرحلة الأولى إلى الدرجـة        :  ثلاث مراحل  دورة تتألف كل منها من    
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 مدة دقيقة واحدة، وفـي المرحلـة        م°60ي المرحلة الثانية إلى الدرجة       ثانية، وف  40مدة  
لـت العينـات    ح رPCR ولتحليل نواتج تفاعل    .  مدة دقيقة واحدة   م°72الثالثة إلى درجة    

  .على هلامة الأغاروز
  ):ل الثانيالتفاع (PCR-Nestedتفاعل 

حر حجم نهائي قدره     ضlµ50    لكل تفاعل PCR   المكونة للتفاعل  على المواد   ، يحوي
 µlخذ  وأُ AFU5AS و AFU5Sن  اتسرئ الم تمخداستُ: الآتيين مع الاختلافين     كلّها السابق

 جهـاز  بـرمج . DNA ناتج استخلاص  من بدلاً الأولPCR من ناتج تضخيم تفاعل  10
PCR   دورة تتألف كل منها 35إنجاز مدة دقيقتين ثم    م  °94درجة  لى  إالتسخين  : يأتي كما 

 ثانيـة، وفـي     40 مدة   م°94التسخين في المرحلة الأولى إلى الدرجة       : من ثلاث مراحل  
م °72مدة دقيقة واحدة، وفي المرحلة الثالثة إلى درجة         م  °62المرحلة الثانية إلى الدرجة     

 ـمـستخلص مـن سـلالة        DNAخدم في كلا التفاعلين     استُ. مدة دقيقة واحدة    ةمرجعي
 PCRعمل شاهد سلبي يتألف من جميـع مكونـات تفاعـل            ، كما استُ  الدخناءللرشاشية  
  .لت العينات على هلامة الأغاروزح رPCRولتحليل نواتج تفاعل . DNAباستثناء 

 :الرحلان الكهربائي -5
ضمن دارئة من % 2 بتركيز ة من الأغاروز هلامتضرحTBE 1X اضيف إليهأُو 

 برفق في قالب الـرحلان الكهربـائي        تبثم ص5μg/ml،   تركيز   محلول بروم الإيثيديوم  
 ـ، ومن ثم تتكوثرتى ت ح رك الأمشاط المناسبة وتُ   تعضِوالمخصص،   الأمـشاط  تحبس 

  .TBE 1 X بدارئة تمرغُو داخل حوض الترحيل ة الهلامتضعوو
ر من كل ناتج يت ميكرول10ج زِمPCR ارئة التحميلد ميكروليتر من 2 مع Loading 

Buffer 6X.  ثمكما ةضمن آبار الهلامضع المزيج و ،واسمات  من اً ميكرولتر12ضع و
باستخدام جهاز الـرحلان    العينات   تحلر الآبار، و  إحدى في )BioLabs(أطوال معيارية   

حص الهلام بواسطة جهاز التصوير بالأشعة فوق البنفسجية  دقيقة، ف25ُ مدة 135فولطية ب
UV- Transilluminatorثم ص ر باستخدام جهاز توثيق الهلام وCleaver.  

  النتائـج
  :القشع الحاوية على تراكيز مختلفةعينات  استنبات -1
أبواغ الرشاشية الدخناء   بستة تراكيز من     تجريبياًخمجت   عينات من القشع أُ    تضرح، 

ورامفينيكول عند درجة  كل ووسط سابور على    قسم منها  استنبتكما ذكر في الطرائق، ثم      
 الدخناءن عدم نمو فطر الرشاشية      حصت الأنابيب وتبي  بعد مرور أسبوع فُ    .م°27حرارة  

 الأبواغ الفطرية كانت  ب جوالمخم القشع استنبات نتيجة   نإ، أي   )1الشكل  (في أي أنبوب    
  . جميعهالتراكيزل سلبية



  ... في كشف الرشاشية الدخناء في عيناتNested PCR دراسة حساسية تقانة  ـرمضان وإسماعيل وسكرية

 418 

  
 على تراكيز متزايدة من أبواغ الرشاشية نتائج الاستنبات الفطري لعينات قشع تحتوي) 1 (الشكل

 لا يحوي أي أبواغ فطرية 1الأنبوب رقم . الدخناء على وسط سابورو كلورامفينيكول
مل وتتزايد تراكيز الأبواغ في الأنابيـب       / أبواغ 10 يحوي   2والأنبوب رقم   ) شاهد(

 ـ  . مل/ بوغة 106 الذي يحوي    7للوصول إلى الأنبوب رقم      ة تراكيز الأبواغ الفطري
  .يتبين أن نتيجة الزرع سلبية للتراكيز المستعملة جميعها. مسجلة أعلى كل أنبوب

 :Nested-PCRبتقانة  الدخناءلرشاشية لجينومي  الDNA التحري عن -2
 عتيـدة عينات كما ورد في الطرائق باستعمال     الالقسم الثاني من     من   DNAص  خلاستُ

 ـ     اذلكا  تحوي غشاء من السي   عتمد على أعمدة كروماتوغرافيا     ت . DNA إلفـة عاليـة لـ
التـي  ،  Nested-PCR تم اللجوء لتقانة     الدخناءللرشاشية    الجينومي DNAتحري عن   لول

   .PCRتالين من تم ن على إجراء تفاعلي-سابقاًكر كما ذُ-تعتمد 
زوج مـن   وخلص  المـست  DNA حجم ثابـت مـن        الأول PCR عمل في تفاعل  استُ

 ـلالمرئسات يتشافع مع تسلسلات محافظـة         ـ   ينلج    الريبـوزومي،  RNA المرمـزة لـ
rRNA-18S،     405ويضخم شدفة طولهاbp    مميزة لجنس الرشاشـية  .ـر   نـواتج   تحل

صـورة هلامـة    ) 2( الشكل، ويوضح   %2التفاعل الأول على هلامة الأغاروز بتركيز     
عصابة   جميعهاالمساراتفي   الأول، حيث تظهر     PCRالرحلان الكهربائي لنواتج تفاعل     

جـنس  الجينـومي مميـزة ل   DNA ناتجة عن تضخيم شدفة من، bp 405مفردة بطول 
الكشف عـن   على   PCRقدرة تقانة   تشير هذه النتيجة إلى      . جميعها  في العينات  الرشاشية

DNA العيناتخماجإ في تْخدمستُ التي اِ كلها تراكيز الأبواغ الفطريةفيلفطري ا .   

1  2  3  4  5  6  7 

 106                 105                10 4           103        102        10     شاهد           
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  .لأول اPCR الرحلان الكهربائي لنواتج تفاعل )2 (الشكل

M واسمات أطوال معيارية DNA ladderهي نـواتج تفاعـل   7 إلى 1 ، الأرقام من PCR 
تشير أرقام الصف الثاني إلـى تركيـز       .  من عينات القشع السبع    خلص المست DNAباستخدام  

فـي  مميزة لجـنس الرشاشـية    bp 405تظهر شدفة بطول ). مل/بوغة(الأبواغ ضمن العينة 
 دون PCRنواتج تفاعـل   ، شاهد سلبي،8البئر . 0عينة ذات التركيز  باستثناء ال كلّهاالعينات
DNA        شاهد إيجابي، نواتج تفاعل   9البئر  .  حيث لا تظهر أي عصابة على مسار البئر ،PCR 

  .bp 405 مرجعي للرشاشية الدخناء ومن الملاحظ وجود شدفة بطول DNAلـ
  

على هذا النـاتج      ثانٍ PCRل   تفاع يجرأُومن نوعيته   لتأكد من ناتج التفاعل الأول      لو
زوج من المرئسات يتشافع مع تسلسل نوعي ضـمن الـشدفة        حجم ثابت منه و    باستخدام

 مميزة لنـوع الرشاشـية   bp 236الناتجة عن التفاعل الأول ويضخم شدفة أخرى طولها 
) 3(الـشكل   وضح  وي%. 2على هلامة الأغاروز بتركيز   حل ناتج هذا التفاعل     ر. الدخناء

 نـواتج  فيهـا ، يظهـر  Nested -PCRة الرحلان الكهربائي لنواتج تفاعل صورة هلام
 ا يـدلُّ  مم جميعهاالمستخدمةالعينات  في bp 236التضخيم بشكل عصابة مفردة بطول 

  جميعهـا عن تراكيز الأبواغ الفطرية  وبصورة نوعية    الكشف   على هذه التقانة    قدرةعلى  
  . خماج عينات القشعإالتي استخدمت في 

   +        -       0      10      102      103       104     105      106     

405 bp  

9        8        7        6         5              4             3        2        1           M 
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  ).التفاعل الثاني (Nested-PCR الرحلان الكهربائي لنواتج تفاعل )3 (الشكل

M واسمات أطوال معيارية DNA ladderهي نـواتج تفاعـل   7 إلى 1 ، الأرقام من PCR 
تشير أرقام الصف الثاني إلى .  المضخم في التفاعل الأول لعينات القشع السبعDNAباستخدام  

مميزة لنـوع الرشاشـية    bp236 تظهر شدفة بطول ). مل/غةبو(تركيز الأبواغ ضمن العينة 
نواتج تفاعـل   ، شاهد سلبي،8البئر . 0 باستثناء العينة ذات التركيز  كلّهافي العينات اءالدخن

PCR   دون DNA   شاهد إيجابي، نـواتج  9البئر .  حيث لا تظهر أي عصابة على مسار البئر ،
 .bp236 ن الملاحظ وجود شدفة بطول  مرجعي للرشاشية الدخناء ومDNA لـPCRتفاعل 

  
  ةـاقشـالمن

مخـابر  معظـم   المتبعة حالياً فـي      مقارنة الطريقة التقليدية  إلى   هذه الدراسة    تدفه
 ـ      لتحري عن ل  الطبي التشخيص سبب بالرشاشـية    الإصابة بداء الرشاشيات الغـازي الم

لمياً في تشخيص   تستخدم عا  تالطريقة التي بات  ب،  )الاستنبات على وسط سابورو    (الدخناء
وضع اختبار سريع وعالي الحـساسية   بهدف  Nested-PCR كثير من الأمراض الإنتانية   

 ـيإذ  . داء الرشاشيات  لدى المرضى المهيئين للإصابة ب     الدخناءالرشاشية  للكشف عن     دع
 حيـث يكـون    في مراحله الأولـى معالجة المرضل اًالكشف المبكر عن هذا الداء حاسم 

، إذ تجمع هذه التقنية     Nested-PCR وقد اعتمدنا في هذا البحث على تقانة      . الشفاء ممكناً 

+           -        0          10      102         103        104    105     106     
    

236 bp  

9         8       7         6           5          4             3         2         1            M  
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بحد ذاتهـا التـي      PCR تعود الحساسية العالية إلى تقانة       .تينالعاليوالدقة  الحساسية  بين  
، بينما تعود دقتها إلى إجراء تفاعلين متتالين        DNAيمكن أن تكشف كميات قليلة جداً من        

   احتمـال حــدوث تفـاعلات إيجابيـة كاذبــة   ممـا يقلـل بــشكلٍ كبيـر    PCRمـن  
(Bansod et al., 2008) .حساسية هذه التقانة في الكشف عـن  اِختُبرت ،في هذا البحث 

DNA    في عينات من القشع أخمجت     المسببة لداء الرشاشيات     الدخناء الجينومي للرشاشية
 ـ إذْ. مـل / بوغة 10 -106 راوحت بين ن أبواغ الفطر    ختلفة م راكيز م اً بت يتجريب سمت  قُ

 بالطريقة التقليدية المتبعة في     القسم الأول استُنبت   ،خماجها إلى قسمين  إعينات القشع بعد    
القسم  الجينومي الفطري من     DNA استخلص و مخابر التشخيص الطبي دون أي تعديل،     

المرئـسات   من   ينشفع بوجود   Nested-PCR ةتقانخلص  المست DNAنجز على   أُ. الثاني
 405شدفة بطول ) AFU7S, AFU7AS(يضخم الشفع الأول  ،الدخناء للرشاشية النوعية

bp ،يضخم الشفع الثاني في حين مميزة لجنس الرشاشية )AFU5S, AFU5AS (  شـدفة
شف عن هـذه  كُ. (Bansod et al., 2008) الدخناء مميزة لنوع الرشاشية 236bpبطول 

 ـ   PCR الرحلان الكهربائي التحليلي لنواتج تفاعـل        تقانةالشدف بواسطة     ة علـى هلام
  .الأغاروز وبوجود واسمات أطوال معيارية

 ـالطر  على مجموعة مـن    عتمد تشخيص داء الرشاشيات   يبشكل عام،     ق المتمثلـة  ائ
ق ائ وبـالطر ،التشريح المرضي لخزع ترفع من الرئة  ة، أو أوساط خاص  على   ستنباتبالا

 مـن  و سائل الغسالة القـصبية أالقشع  عينات من استنبات يعد .(Latgé 1999) المناعية
لرشاشـية فـي    ت ل ستنبا إيجابية نتائج الا   د تع إذْ ،ق التشخيص التقليدية شيوعاً   ائأكثر طر 

 من الانتظـار مـدة      مؤكد على الإصابة بالمرض، ولكن لا بد      الدليل  الوسط زرع عقيم    
ممـا يجعـل هـذه    مستنبتات، لنمو ال)  أسابيع3-تراوح بين أسبوع  (نسبياً طويلةزمنية  

  قـد يتفـاقم خلالـه      زمنٍ طويل إلى   في التشخيص المبكر، لحاجتها      غير مفيدة الطريقة  
 العينات المأخوذة من المجاري التنفسية بـشكل عـام تتـصف     استنبات كما أن . المرض

ت نبي. (Perfect et al., 2001)تقريباً % 70–50إذ لا تتجاوز حساسية الانخفاض نسبة ب
دد من العوامـل     ع يمكن أن يعود إلى   هذه الطريقة   حساسية  أن انخفاض نسبة    الدراسات  

ق عادة منخفضة في بداية     ائ درجة تقدم الحالة المرضية، إذ تكون حساسية هذه الطر         منها
قليلـة مـن    العداد  للأيرجع ذلك   ويمكن أن   ،   منها قدمةالإصابة وتزداد في المراحل المت    
 ـالمعتمدة   ستنباتق الا ائطرلمكن  يلا  التي  أبواغ الفطر في بداية الإصابة          كـشفها  اًحالي

(Steinbach, 2008)، فإن النتائج السلبية في الطريقة التقليدية لا يمكن أن تجزم ومن ثم 
  بينوقد ،تائجناوهذا يتوافق مع ن .(Perfect et al., 2001)سلامة المرضى من الإصابة 

مـل،  / بوغـة  106-10بتراكيز متدرجة مـن     القشع المخمج بالأبواغ الفطرية     استنبات  
 أي مـستعمرات    عـدم ظهـور   بالطريقة التقليدية المتبعة حالياً في المخابر التشخيصية،        



  ... في كشف الرشاشية الدخناء في عيناتNested PCR دراسة حساسية تقانة  ـرمضان وإسماعيل وسكرية

 422 

 مما يعني سلبية نتـائج  ؛)1( الشكلبعد أسبوع من الحضن كما في      فطرية على الأوساط    
  :وامل منهاإلى عدة عستنبات السلبية لاختبار الاهذه النتائج وتعود هذه المستنبتات، 

وفق الدراسات   % 70 – 50 تراوح بين    التيستنبات  ختبار الا لا المنخفضةحساسية  ال -1
  .(Steinbach, 2008) المرجعية

حسب الطريقة التقليدية في حاضنات مخـابر التـشخيص    بدرجة الحرارة المستخدمة     -2
ن الدراسات المتعلقة بهذا الـشأن، أن درجـة         مئوية، بينما تبي   درجة   27هي بحدود   

  A.fumigatus نوع     دع ي  درجة مئوية إذْ   37اش الرشاشية تبلغ    الحرارة الفضلى لإنت  
، (Araujo & Rodrigues, 2004; Steinbach, 2008)من الأنواع المحبة للحـرارة  

 37فضلاً عن أن معظم الدراسات الحديثة على الرشاشية الدخناء تـستخدم درجـة              
 ,.Araujo & Rodrigues, 2004; Bretagne, 2011; Hope et al)مئوية لاستنباتها 

2005; Pasqualotto, 2009; Vallor et al., 2008). 
 بزيـادة    الانتـاش  ، حيث تنخفض نسبة   ستنبات الأبواغ وتركيزها في أوساط الا     عمر -3

   نت الدراسات أن التركيز الأمثل لأعلى نسبة إنتاش تجريبياً يبلغ          هذين العاملين، فقد بي
5x105 مـل /بوغـة 106مل، وتزداد نسبة تثبـيط الإنتـاش عنـد التركيـز            / بوغة  

 (Araujo & Rodrigues, 2004; Steinbach, 2008). 
 ميكرولتـر  200لاسـتنبات و ل ميكرولتر 200حجم العينة، فقد استخدمنا عينة بحجم       -4

ا يعنـي أن    ، ممPCR وإيجابية في   ستنبات   سلبية في الا    النتائج كانتف ،PCRتفاعل  ل
 العينـات   في  الأبواغ ي كشف ف بكثيرستنبات  الافي   ها أعلى من  PCRحساسية تفاعل   
 .(Araujo & Rodrigues, 2004) صغيرة الحجم

في حساسية نتائج   دوراً  لوحظ في بعض الدراسات أن لمدة الاستنبات        : مدة الاستنبات  -5
 سلبية بعد مرور أسـبوع واحـد   م، إيجابيةً كانت أ  عادةنتائج  ال، حيث تقرأ    الاستنبات

 الحاجة لمدة زمنية أطـول       أشارت إلى  ، إلا أن بعض الدراسات البحثية     الحضنعلى  
مستنبتات  ال ظهور المستعمرات الفطرية حضن    في بعض الحالات احتاج      إذْمن ذلك،   

  .(Perfect et al., 2001)  أسابيع4مدة 
 .(Steinbach, 2008)  غير مجدٍصبح التشخيص المبكر باستخدام الاستنباتيوبذلك 

 الجزيئية الأنجع في التـشخيص الـدقيق        بيولوجياالتقانات  ق المعتمدة على    ائتبقى الطر و
   .لكثير من الأمراض البشرية

الباحث يعد Melchersمن أوائل الذين استخدموا تقانة  PCR  ومرئسات نوعية تتشافع
قصبية غسالة  ل   من سائ  ي عينات  الرشاشية ف  DNAلتحري عن   ل rRNA-18S مع الجين 

 ,.Melchers et al)تشخيص المرض لديهم من ثم  و،مرضى مضعفين مناعياًأخوذة من م
 في  الدخناءة للكشف عن الرشاشية     انهذه التق بتهتم  الدراسات  وومنذ ذلك الوقت،    . (1994
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غسالة سواء كانت ، لمهيئين للإصابة بداء الرشاشيات، تؤخذ من المرضى ا    عينات مختلفة 
  ترفـع مـن الرئـة      خزعـات نـسيجية      م، أ مـن الـدم المحيطـي     عينـة    مقصبية، أ 

(Bansod et al., 2008; Skladny et al., 1999; Yamakami et al., 1996).  
مبكر للمـرض   واجب استخدامها للوصول إلى تشخيصٍ سليم و      ما يزال نوع العينة ال    

الرشاشـية   DNA التحـري عـن      إمكانية إلى   البحوث بعض   أشارتفقد  . موضع جدل 
نـت دراسـات    بيفي حين ،(Skladny et al., 1999) المحيطي للمصابدم ال في الدخناء

وهذا ما يتوافق مع . (Bansod et al., 2008)بكثير  استخدام القشع كان أفضلحديثة أن 
يجابيـة علـى   إ PCRكانت نتائج تقانـة   حيث إليها في هذه الدراسةالنتائج التي توصلنا    

DNA       وقد برهنا فـي   .  فيه قليلة  كمية الأبواغ الفطرية   المستخلص من القشع مهما كانت
 إذْ الفطـري    DNA في الكـشف عـن       PCRهذا العمل على الحساسية المرتفعة لتقانة       

مل، وهذا ما يتوافق مـع      / بوغة 10استطاعت أن تكشف أقل تراكيز الأبواغ المستخدمة        
  .(Bansod et al. 2008)منشورة حديثاً الدراسات ال

تقانة   تعد Nested-PCR      أكثر دقة من تقانة PCR   ـ النتـائج  لغـي  لأنهـا ت   ةالإيجابي
 يستعمل في التفاعل الثاني نواتج      PCR وذلك لاعتمادها على تفاعلين متتالين من        ؛الكاذبة

الدقة العالية لهذه التقانة جعلها تستخدم بكثرة في تـشخيص كثيـر مـن              . التفاعل الأول 
  .(Steinbach 2008) اض ومنها داء الرشاشياتالأمر

الرغم على  ق التقليدية،   ائ الطر عتمد على ت ةفي سوري أغلب المراكز الصحية    ما تزال   
في حـين  ، المرضى المضعفين مناعياًلدى  الرشاشيات  عن داء   الكشف  في  ها،  من مساوئ 

 PCRالحساسية المرتفعة لتقانة   ائج التي تم التوصل إليها في إطار هذه الدراسة           النت تظهر
نقترح البدء باستخدام هذه التقانة في التحري عن الإصابات         في كشف الرشاشية الدخناء،     

   .المرضى المضعفين مناعياً لدىبداء الرشاشيات 
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