
 شناسی و مولکولی  قارچ  روشهای از استفاده با کراتیت قارچی  بررسی

 

 چکیده 

 تواند توسط   و می  است   چشم  قرنیه   بیماري قارچی  براي یک   کلی   اصطلاح   یک   قارچی  کراتیت   هدف:

 کــوري در سراســر جهــان   از علــل   یکــی  ها بوجود بیاید. کراتیــت   اي از قارچ  گسترده   طیف

این   هدف   .شود  می   محسوب  کراتیت   تشخیص   در  و صحیح   دقیق  روش  یک   به  دستیابی   تحقیق  از 

  باشد. می قارچی

در همه بیماران مبتلا به کراتیت مراجعه کننده به بانک چشم مرکزي ایران از اردیبهشت   شناسی: روش

، علاوه بر آزمایش مستقیم و کشت از نمونه تراشه قرنیه، ابتدا تشخیص توسط  ١٣٩5تا خرداد    ١٣٩٤

اسکن کانفوکال قرنیه صورت گرفت و حساسیت و ویژگی تشخیص بدست آمده از اسکن کانفوکال با  

از کلنی هاي قارچ   colonyPCR  آزمایش مستقیم و کشت مقایسه گردید. سپس با استفاده از روش  

( و  ITS1,4با پرایمرهاي عمومی قارچ ها )  DNA  ،PCRهاي آسپرژیلوس و فوزاریوم بدون استخراج 

  .انجام شد (  ASPf1پرایمر اختصاصی جنس آسپرژیلوس )

 کانفوکال   و اسکن  مستقیم  آزمایش   ، نتایج از نظر بالینی  عفونی  کراتیت   به  بیمار مشکوک  ٣٦٦از    ها: یافته

بیماران  ٠٦/٤٧گردید.    مورد مثبت   ١٣در    و کشت   بیمار مثبت   ١٧در   از   کارگر بودند. جنس   درصد 

 (، میکروسپوروم ٦5/١٧)%  آسپرژیلوس   موارد شامل   (. بقیه٠٦/٤٧بود)%  مورد جدا شده   بیشترین   فوزاریوم 

  ( بودند.٨٨/5)% سیلیوم  ( و پنی5/٨٨)%

و کوري    بینایی  ، کاهش قرنیه  کدورت  سبب   قارچی  کراتیت   تاخیر در درماناز آنجایی که    گیری: نتیجه

  .ضروري است  قارچی کراتیت  سریع  و درمان  موقع به  تشخیص  شود می مطلق 

 PCR، کشت  ،کانفوکال  ، میکروسکوپقارچی کراتیت  :ها واژهکلید

 

 



 

 

 مقدمه

بیماري معمولا با    شود. این   ایجاد می   قرنیه   به   قارچی  عوامل   و با تلقیح   ضربه   متعاقب   قارچی  کراتیت 

 (. ١٩) است  همراه در استروماي قرنیه  قارچ با حضور هایف  قرنیه ، ایجاد زخمشدید چشم  التهاب

 هاي جدا شده   قارچ  بیشترین  ابتلا باشند که   توانند عامل  اي و مخمري می هاي رشته   قارچ  هر دو دسته

هاي  قارچ ترین  اي و مهم  هاي رشته در قارچ و فوزاریوم هاي آسپرژیلوس  ،گونه هاي قرنیه  از عفونت 

 (. ١٦باشند ) می آلبیکنس خصوص هاي کاندیدا به  گونه  کراتیت  مخمري مسبب 

 پاسخ   هاي مختلف   قارچ  شود از طرفی  می  هاي دیگر اشتباه  با کراتیت   قارچی  کراتیت   از نظر کلینیکی 

 قارچ در جداسازي و شناسایی  و مشکلات مناسب  اولیه تشخیص  عدم دارند پس  متفاوتی درمانی هاي 

بیماري   با این   در رابطه   عظیم   چالش   یک   عنوان  موثر هنوز به   درمان   عدم   آن   دنبال   و به   هاي مسبب 

  می  و کوري مطلق   بینایی  ، کاهش قرنیه  کدورت  باعث   آن  تاخیر در درمان  هر گونه  . چرا کهاست   مطرح 

 تشخیص   هاي رایج   از روش  قرنیه   هاي تراشه   از نمونه   و کشت   مستقیم   حاضرآزمایش   (. در حال ١١شود)

 بین  آید. از این   می  حساب  به  قارچی  کراتیت   عامل   در تشخیص   استاندارد مرجع   عنوان   باشند و به   می

نیاز    تشخیصی  روش  این  باشد ولی   می  کشت   به  بالاتري نسبت   تشخیصی   ي نرخ دارا  مستقیم   آزمایش 

 حساب  به  هاي مرسوم   نیز از روش  شناسی   هاي قارچ  روي محیط   دارد. کشت   هاي با تجربه   تکنسین  به 

بسیار    قارچی  کراتیت   که  این  به   روز را دارد. با توجه  ١٠تا    5  حداقل  طولانی   زمان   نیاز به   آید ولی  می

 و به  درست   تشخیص   گردد پس  می  چشم  قرنیه   شدن  سوراخ   سبب   شود و براحتی  منتشر می  سریع 

 .است  مهم قارچی کراتیت  بیماري براي درمان  در اوایل  موقع

کانفوکال   به نیز  میکروسکوپ  و  به سرعت  را  قرنیه  کل  که  است  تهاجمی  غیر  تشخیص  یک روش 

 .( 2)  صورت کیفی و کمی بررسی می کند و سبب تشخیص فوري بیماري قرنیه در بافت زنده می شود

با    که  است   قارچی  کراتیت   اتیولوژیک  عامل   استاندارد شناسایی   روش  هاي قرنیه تراشه   کشت   اکنونهم

این( ١١) گیردمی  ها صورتکلنی  و میکروسکوپی  ماکروسکوپی  هاي مورفولوژیکویژگی  کمک از   . 



آزمایش   روش کنار  قرنیه تراشه   مستقیم  در  به می  استفاده   طور معمولبه   هاي  هاي یافته   طور کلیشود. 

 ، لازم بیماران   چشمی  عوارض   منظور کاهش   به   کند، پس   بیماري را مشخص   عامل   تواند نوع نمی  بالینی

 . ( ٦) آغاز کرد و آزمایشگاهی هاي بالینی را بر مبناي یافته  موقع به  درمان  است 

قارچیگونه  ٧٠از    بیش  اگرچه  اما شده  گزارش  کراتومایکوزیس   اتیولوژیک  عوامل   عنوانبه  ي  اند 

و    دو جنس   این  و در بیشتر مطالعات   ها بودهآن  شایعترین   از جمله  و آسپرژیلوس   هاي فوزاریوم جنس

 مخمر گزارش   کاندیدا نیز شایعترین   اند. جنسشده   بیماري معرفی  غالب   عامل   عنوان ها به از آن  یا یکی 

 مختلف   در مناطق   قارچی  کراتیت   وجود الگوي اپیدمیولوژیک   . با این( ١٣)   از موارد بیماري است   شده 

متفاوت  یک  هاي مختلف در بخش   و حتی  جهان  افزون  است   کشور  فاکتورهاي آب  و  ،  و هوایی  بر 

 . ( ١٧) باشد کننده  تواند تعییننیز می  منطقه  غالب  و شغل اقتصادي مردم  وضعیت 

 مواد و روش کار 

( و  تحصیلات   و میزان  ، شغل ، جنس)سن   فردي  اطلاعات   شامل پس از تکمیل پرسشنامه توسط بیماران  

  تراپی  ، کورتونایمنی  سیستم  ، بیماري هاي نقص دیابت   اي همچون  بیماري زمینه   داشتن   سابقه   همچنین

 قرنیه  روي  مبتلا  ناحیه  تعیین  و  توسط پزشک متخصص   بیماران  مجدد  معاینه ،  از لنز و...  استفادهو یا  

براي   مستقیم  آزمایش نمونه برداري از تراشه قرنیه توسط متخصص چشم انجام شد و  انجام شد. سپس  

قارچی  تشخیص  منظور    عناصر  بدین  تهیه  %١٠  پتاس  کننده  شفاف   محلول صورت گرفت.   لام   براي 

 گردید.  استفاده  مستقیم

 ، مونترالکولب   شرکت)  سابورو دکستروز آگار حاوي کلرامفنیکل هاي بالینی در محیط   سپس کشت نمونه

 . ( انجام شدکانادا

نگهداري و   هفته   ٣  براي مدت  درجه   22- 25و در دماي    ه شدند داد  کشت   شده  ساخته   روي محیط   هاتراشه 

روزانه  پس  بررسی  بطور  پلیت   ٣  از  گردید.  براساس   روز  را  کلنی   مشخصات   ها  ویژگی   ظاهر  هاي   و 

شد و   تهیه  تیزدمانت، لام   روش   ، به قارچ  رشد کلنی   . در صورت ه شدقرار داد  مورد بررسی   میکروسکوپی 

 لاکتوفنل  از محلول   تیزدمانت   ي تهیهبرا  .قرار گرفت  مورد مطالعه   در زیر میکروسکوپ   قارچ  زایشی   دستگاه 

 شد.  بلو استفاده  کاتن 



 انجام   DNA  استخراج  و بدون   قارچ   مستقیما از کلنیPCR  ، واکنش مطالعه   این   درعلاوه بر روش کشت،  

 . گرفت 

پس   5تا    ٤ کشت   روز  مکعب   میلی   ١،  سرمیکروپیپت   وسیله   به   از  کلنی  متر  فوزاریوم   از  و   هاي 

  جهت  DNA  نمونه   عنوان  شد و به  ریخته   هاي جداگانه   شد و در میکرو تیوب  برداشته   آسپرژیلوس 

colony PCR   واکنش   شد.  استفاده  colony PCR  نهایی   لیتري با حجم   میلی  2/٠هاي    در میکروتیوب 

 شد. میکرولیتر انجام  25

استفاده مورد  این  پرایمرهاي  سفارش  پس  تحقیق   در  پرایمر    ساخته   سیناژن   شرکت   توسط   از  شد. 

در   که (  ١)جدول شماره    باشد  می   ASP  پرایمر رفت و برگشت   واکنش مد نظر در تحقیق،  اختصاصی 

 . باشد می ASPf1 از ژن ٦5٨ bp قطعه  شناسایی قادر به  اینجا پرایمر اختصاصی 

 و فوزاریوم   ، براي آسپرژیلوس  ITS1,4ها،    قارچ  با پرایمر عمومی  یکبار هم  بر پرایمر اختصاصی   علاوه

PCR  باشد.  می ١مطابق جدول شماره   آن توالی شد که  انجام 

 

 توالی پرایمرهای مورد استفاده در مطالعه - 1 جدول

 ( bpمحصول )اندازه  توالی پرایمر  ژن

ASPf1 
GTCGCAACCAAATAGGAA 
CTAAGGCATAATACCCAC 

٦5٨ 

ITS1,4 
TCCGTAGGTGAACCTGCGG 
TCCTCCGCTTATTGATATGC 

5٩٧ 

 

، Taq polymerase   آنزیم   میکرولیتر  ١میکرولیتر شامل    25در حجم    PCRش  همانطور که گفته شد، واکن

پرایمرهاي رفت و برگشت هر کدام در  ،  x 10میکرولیتر بافر    2.5آب دیونیزه استریل،    میکرولیتر  ١٦/5

 انجام شد.    2MgClمیکرولیتر  ١.5و  dNTPمیکرولیتر  ١.5میکرولیتر،  ١حجم 

تهیه  PCR  هاي حاوي مخلوط   میکروتیوب از  برنامه  Biorad)  ترموسایکلر )مدل   در دستگاه   ، بعد    با 

 شد. قرار داده  2 شماره  موجود در جدول

 



 PCR دمایی-زمانی پروتکل - 2 جدول

ه  ل ح ر ا  م م ی د ت ن ا س (   ) د ا ر ت  گ د ن   م ا م ه ز ق ی ق د  سیکل  تعداد ( )

ه  ر و ت ا ن ن   د د ه   ش ی ل و  ١ دقیقه 5 ٩5 ا

 ثانیه  ٦٠ ٩٤ شدن دناتوره 

ن  ٣٨ د ی ب س  ثانیه  ٤5 5٨ چ

ز  ت ن  ثانیه  ٦٠ ٧2 س

 ١ دقیقه 5 ٧2 نهایی  سنتز

 

و   کرده  مخلوط   کننده  میکرولیتر از بافر رنگ   2با    PCR  میکرولیتر از محصول   ١٠،نتایج   مشاهده   جهت 

  میکرولیتر مارکر مولکولی   ٤  شد. همچنین  درصد( منتقل  5/١الکتروفورز )  ژل  چاهک  داخل  به  با احتیاط 

الکتروفورز    دقیقه  ٤5  مدت  گردید و به   تنظیم  ولت   ٨٠شد. ولتاژ روي    ریخته   ژل  اول  استاندارد در چاهک 

 قرار داده  (10µg/ml)بروماید    اتیدیوم   در محلول   دقیقه  2٠  مدت   به  الکتروفورز، ژل  از اتمام  شد. پس 

شد و   قرار داده  UVالومیناتور    ترانس  روي صفحه   شود. ژل  ، رنگ تکثیر شده  PCR  محصولات  شد تا

 گردید.  انجام عکسبرداري از ژل  عمل

 نتایج

  ٦٤/٤نفر) ١٧، از نظر بالینی عفونی کراتیت  به  بیمار مشکوک ٣٦٦ بین ازبر اساس نتایج کشت قارچی، 

 هاي عفونی   دیگر کراتیت   انواع   درصد( به   ٣٦/٩5نفر)  ٣٤٩اند و  بوده  قارچی  کراتیت   درصد( مبتلا به 

 درصد(، آسپرژیلوس   ٠٦/٤٧مورد )  ٨  فوزاریوم   شامل   ترتیب   به  در کشت   جدا شده  قارچ  نوع .  مبتلا بودند

 باشد. همچنین   ( می٨٨/5مورد )  ١  سیلیوم ( و پنی٨٨/5مورد )  ١  درصد(، میکروسپوروم   ٦5/١٧مورد )  ٣

 .بود منفی کشت  درصد( نتیجه  5٣/2٣مورد ) ٤در 

مقابل میکروسکوپ  قرنیه، در  تراشه  تهیه  نمونه گیري و  از  قبل  بیماران  کلیه  انجام گرفته  مطالعه  در 

مورد آنها هایف هاي قارچی در زمینه دارک به خوبی قابل مشاهده بود   ١٧کانفوکال قرار گرفتند که در 



 و آزمایش مستقیم و کشت این افراد نیز کراتیت قارچی را نشان می داد.

و   ( مشاهدهbp)  5٤٤در باند    ، فوزاریوم Its 1,4  با پرایمر عمومی   تحقیق  در این   شده   انجام   PCR  در

  (bpدر باند    ، آسپرژیلوس  Aspf1  گردید و با پرایمر اختصاصی  ( مشاهدهbp)  5٩٧در باند    آسپرژیلوس 

 گردید.  ( مشاهده٦5٨

 رسیده  فومیگاتوس  آسپرژیلوس   به  و کشت   مستقیم   در آزمایش   بیماري که  ٣براي هر    تحقیق  این  در

 colony PCR  براي انجام  پلیت   ٤  بودیم   را داده   فوزاریوم   تشخیص   بیماري که   ٨از    و همچنین  بودیم 

بالاي    حساسیت   دهنده  نشان   بودند و این  باند داده  تشکیل  همگی  PCR  بعد از انجام   بود که  شده  انتخاب

 باشد.  ها می قارچ در تشخیص  روش این

اختصاصی   آسپرژیلوس   جنس   DNAدر    Colony PCRاز    حاصل  نتایج  پرایمر   قارچ  (ASPf)  با 

 باشد.  مطابق تصاویر زیر می (ITS1,4)ا ه  قارچ و پرایمر عمومی آسپرژیلوس 
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 ٣و 2و1 شماره چاهک ASPf (bp 658). با پرایمر اختصاصی فومیگاتوس آسپرژیلوس PCR – 1 شکل

 . است 1٠٠bpمارکر  M ، جاهکاست  بیماران  نمونه ٣و2و1 های نمونه PCR از محصول حاصل نتایج



 

 

 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 نتایج ٣و 2و1  شماره چاهک ITS1,4 (bp 597). با پرایمرعمومی فومیگاتوس آسپرژیلوس PCR - 2 شکل

 .است 1٠٠bpمارکر  M ، جاهکاست بیماران  نمونه ٣و2و1 های  نمونه PCR از محصول حاصل



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

با   فوزاریوم PCR:  ٣و2و1 ، ستون از محصول  حاصل نتایج  ٣و2و1 شماره  چاهک  (100bp)سایز مارکر  M: ستون  - ٣ کلش

(544bp) ITS1,4 PCR  جاهکاست  بیماران  نمونه  ٣و2و1 های نمونه ، M  1٠٠مارکرbp  است. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

پرایمر    PCR  -  ٤شکل   فوزاریوم  چپ  ، سمت  ITS1,4با  مارکر   آسپرژیلوس  راست  و سمت  (bp 544)  سایز 

 (bp 597) فومیگاتوس
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، در بندي نمودیم   طبقه   هاي سنی  بیشتر در بازه   آنها را براي توضیح   ، بیماران  سنی   پراکندگی  به   با توجه

 سال   ٨5  سن   و بیشترین  سال   ١٤ابتلا    سن   وجود ندارد، کمترین  سال   ١٠در زیر    قارچی  کراتیت   نتیجه 

  درصد( می   ٩/52)  میزان  بیشترین  سال   5٠تا    ٣١ بین  در سنین  قارچی  کراتیت   باشد و درصد ابتلا به   می

 5٣/2٣درصد(، )  ٠٦/٤٧) ترتیب  به دار و کشاورزان  خانه  ، زنان کارگران هاي شغلی گروه باشد. در بین 

 اند.  داده خود اختصاص   را به قارچی آلودگی درصد( بیشترین  ٦5/١٧درصد( و )

 بحث

 تستی  colony PCR گردید که  مشخص  و آسپرژیلوس هاي فوزاریوم  از قارچ با استفاده  تحقیق این در

از    حاصل   با نتایج   منطبق  نتایج   این   باشد.  هاي مورد نظر می  قارچ   شناسایی  اعتماد جهت   و قابل  دقیق

  ترین  را سریع   colony PCR  2٠2١  در سال   گاناسکارانباشد.    می  2٠2١  در سال  و همکاران   گاناسکاران

اعتمادي براي   قابل  روش  این  کرد که  داد و اعلام   براي تکثیر مخمر گزارش  PCRبا    در مقایسه   راه

 (. ٩باشد )می هاي تشخیصی  تست 

 مستعد کننده   و عوامل  قرنیه  به  آسیب   دنبال   به  که  است   کوري در جهان  از علل   یکی  هاي قارچی  کراتیت 

 (.١5شوند) ایجاد می  طلب  قارچهاي فرصت  وسیله  به 

 قارچی،   کراتیت   به  مشکوک  بیمار  5٩  انجام شد، از  2٠2١همکاران در سال  در تحقیقی که توسط بهرا و  

درصد در    ٣/2٠  کشت،  با روش درصد نمونه ها  ٦٧/٤٠  .بودند  مثبت  PCR روش  با(  %٦٤.٤٠)  نفر  ٣٨

  نیز  PCR با  شدند که  آمیزي مثبت   رنگ  توسط  درصد  5/١٣  و  پتاسیم  هیدروکسید  مرطوب  گسترش

مطالعه حاضر،  ( ٦)بودند  مثبت  در  مورد    ٨  فوزاریوم   شامل  ترتیب   به  در کشت   جدا شده  قارچ  نوع. 

 ١  سیلیوم ( و پنی٨٨/5مورد )  ١  درصد(، میکروسپوروم   ٦5/١٧مورد )  ٣  درصد(، آسپرژیلوس   ٠٦/٤٧)

 .بود منفی کشت  درصد( نتیجه  5٣/2٣مورد ) ٤در  باشد. همچنین ( می٨٨/5مورد )

بیمار که توسط انصاري و همکاران انجام شد، همه موارد    2٠آزمایی تصادفی ده ساله شامل   کاردر یک  

. در  ( 5)  داشتند بر نتایج مشابهی در  PCR کشت و    مشکوک پس از ارزیابی با روشهاي میکروسکوپی،

(  bp)  5٤٤در باند    ، فوزاریومIts 1,4  با پرایمر عمومی  تحقیق  در این  گرفته  انجام   PCR  در  مطالعه ما

 ، آسپرژیلوس   Aspf1  گردید و با پرایمر اختصاصی   ( مشاهده bp)  5٩٧در باند    و آسپرژیلوس   مشاهده 



 به   و کشت   مستقیم  در آزمایش   بیماري که  ٣براي هر    تحقیق   این   در  گردید.  ( مشاهده ٦5٨  (bpدر باند  

 ٤  بودیم   را داده   فوزاریوم   تشخیص   بیماري که   ٨از    و همچنین   بودیم   رسیده  فومیگاتوس  آسپرژیلوس 

بودند   باند داده   تشکیل  همگی  PCR  بعد از انجام   بود که   شده  انتخاب  colony PCR  براي انجام   پلیت 

 باشد.  ها می قارچ در تشخیص  روش بالاي این  حساسیت  دهنده نشان  و این

نسب  کراتیت   مورد گزارش  یک  و همکاران  جعفري  آسپرژیلوس   ناشی   از  پیامد فوري   فلاووس  از 

DALK  میکروبیولوژي و کلینیکی   خصوصیات  به   پرداختن  کرد و ضمن  گزارش  ساله   2٨  را در خانمی ،

 داشته   را در پی  بهبودي کامل   مناسب   و درمان   سریع   با تشخیص   که  کانفوکال   اسکنو    هیستوپاتولوژي

ایناست  تاکید گردید)  ابزار تشخیصی   یک  عنوان   به  کانفوکال   بر اسکن  بررسی  . در   در  (.٨ارزشمند 

 همچنین   % قرار گرفت ١٠  با پتاس   مستقیم   آزمایش   تحت   پزشک   توسط   شده   گرفته   قرنیه   ما تراشه   مطالعه 

محیط   نمونه  بقیه  کلرامفنیکل   روي  حاوي  آگار  دکستروز  نتایج   داده  کشت   سابورو  و  از    حاصل  شد 

%  ١٠٠در    مستقیم   گردید. آزمایش   مقایسه   با هم  SC  روي محیط   هاي رشد کرده   با کلنی   مستقیم   آزمایش 

 کانفوکال   از میکروسکوپ  بود که   با تشخیصی   منطبق   کاملا  داد که   می  اي را نشان  رشته   موارد قارچ 

 در آزمایش   بود که  در حالی  بود و این  منفی  کشت   درصد( نتیجه   ٦/2٣)  مورد  ٤در    . ولیبودیم   گرفته

 .بودیم یافته  دست  فیلامنتوس اي یا همان  رشته  قارچ نتیجه  ما به  کانفوکال  و میکروسکوپ مستقیم 

البته مواردي هم بوده که برخلاف نتایج مطالعه ما کشت روشی مطمئن محسوب شده است. امیري نیا  

مورد    ٩١به مقایسه بین روش هاي مستقیم و کشت پرداخت. در این مطالعه از    ٩٠و    ٩١در سالهاي  

( در کشت مثبت  ٥/١٧مورد )%  ٧%( در آزمایش مستقیم و  ٠١مورد )  ٤کراتیت قارچی شناسایی شده  

نیز استفاده شده بود که این روش نیز نتایج مثبت خوبی   nested PCRبودند البته در این تحقیق از روش  

(. در مطالعه حاضر، افرادي داراي کشت مثبت بودند که شروع بیماري آنها تا زمان تشخیص ١)  را داشت 

قارچی شدید و در    بیشتر از یک هفته بود. این بیماران از لحاظ تشخیص میکروسکوپی داراي عفونت 

مرحله پیشرفته بیماري قرار داشتند. در حالی که بقیه بیمارانی که داراي کشت منفی بودند، در مرحله  

آغازین بیماري قرار داشتند. کشت منفی در این بیماران را می توان با کم بودن حجم نمونه در تلقیح به  

وجود مرحله آغازین بیماري به دلیل   محیط کشت، محدودیت این روش در بازپروري عناصر قارچی و



کم بودن بار ارگانیسمی توجیه کرد. بنابراین می توان گفت که راه تشخیصی قطعی بیماري، تهیه لام 

  مستقیم می باشد و علایم بالینی و کشت به تنهایی کمک کننده نیستند.

تا خرداد   ١٣٩٤  یبهشت داز ار  عفونی   کراتیت   احتمالی   با تشخیص   نفر که   ٣٦٦  بین   از  در مطالعه حاضر، 

  قارچی کراتیت  لا به درصد( مبت ٦٤/٤نفر ) ١٧اند تنها   نموده مراجعه  مرکزي ایران  چشم بانک  به ١٣٩5

و در بین گروه هاي شغلی کارگران و زنان خانه دار و کشاورزان بیشترین آلودگی قارچی را به    اند  بوده

و   روستایی   مناطق  ساکن   درصد بیماران   2٧/٨٠نیز    و همکاران  هراب  در مطالعه   خود اختصاص داده اند

 (. ٦) اند کشاورز بوده 

مقابل میکروسکوپ  قرنیه، در  تراشه  تهیه  نمونه گیري و  از  قبل  بیماران  کلیه  انجام گرفته  مطالعه  در 

مورد آنها هایف هاي قارچی در زمینه دارک به خوبی قابل مشاهده بود   ١٧در کانفوکال قرار گرفتند که  

و آزمایش مستقیم و کشت این افراد نیز کراتیت قارچی را نشان می داد. در مطالعه رضایی کنوي و  

همکاران نیز به سودمندي روش تشخیص اسکن کانفوکال اشاره گردیده است و حساسیت این روش  

 .( 2) ت % بیان شده اس ٤/٩٣

در   باشند مطالعه دراین شده جدا  هاي قارچ تمامیمیسلیوم  می  شفاف  نوع   قارچ مورد هیچ و از 

(.  ٣در مطالعه فتی و همکارانش نیز همین نتیجه به دست آمد)  .نگردید جدا از بیماران دماتیاسه)سیاه( 

است.  شده جدا قارچی کراتیت  به  مبتلایان از نیز سیاه هاي شده، قارچ  انجام  مطالعات سایر در حالیکه در

 شایع کراتیت  عوامل جزو را آسپرژیلوس و فوزاریوم  اینکه بر علاوه درهند 2٠٠٣ سال نیزدر توماس

 بیمارانش در شده یافت  عوامل از یکی عنوان نیز به را کوروولاریا سیاه قارچ است، کرده معرفی قارچی

 (. ١٨نموده است) گزارش

 ها آزمایش   از سایر تحقیق  حاصل  نتایج   و همچنین  در تحقیق   آمده   بدست   نتایج   به   توجه   مجموعا با

 دارا می   قارچی  کراتیت   و پیشرفته   آغازین   را در هر دو مرحله   بسیار بالایی   حساسیت   با پتاس   مستقیم 

 (.١٤) دارند در تشخیص  بالایی و منفی مثبت  گویی پیش باشد و ارزش 

را در    شده   رشد چشمگیر موارد گزارش  توان  می  خوبی  به  است   شده   مورد نوشته   در این   که   مقالاتی در  

، تغییر  و دیابت   ایمنی   مانند بیماریهاي نقص   هاي مساعد کننده   زمینه   نمود. افزایش   اخیر مشاهده   دهه



 اعمال   و سهولت   ، کثرتو زیبایی   از لنز هاي طبی  مانند استفاده   روزمره  و رفتارها در زندگی  شرایط 

  کراتیت   مبتلا به   رشد بیماران   تواند دلیل   می  چشم  زیبایی   اعمال   برخی  انجام   داوطلبین   و افزایش   جراحی

 (. ٤د )باش قارچی

معمولا در کند،   لازم به ذکر است از آنجایی که روش کشت، ارگانیسمهاي زنده و زایا را مشخص می

به عنوان روش  قالب روشی استاندارد براي تشخیص عفونتهاي میکروبی از جمله کراتیت قارچی و 

در تعیین حضور ژنهاي میکروبی قابل   PCRگردد. به علاوه سرعت و دقت روش   ارجح مطرح می

توان از عوامل قارچی مرده نیز تایید  کن باید در نظر داشت حضور ژنهاي مربوطه را مییتوجه است ل

قابل اهمیت    PCRکرد. بنابراین به دلیل اهمیت تشخیص عفونت فعال بالینی، اولویت روش کشت بر  

 .( ٦،٧) باشد می
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Investigating fungal keratitis using mycological and molecular methods 

 

Abstract 

Background: Fungal keratitis is a general term for a fungal disease of the cornea and 

can be caused by a wide variety of fungi. Keratitis is one of the causes of blindness 

worldwide. The aim of this research is to achieve an accurate and correct method in the 

diagnosis of fungal keratitis. 

Methods: In all patients with keratitis referred to the Central Eye Bank of Iran from 

May 1394 to June 1395, in addition to direct examination and culture of a corneal chip 

sample, the diagnosis was first made by confocal scanning of the cornea, and the 

sensitivity and specificity of the diagnosis obtained from Confocal scanning was 

compared with direct examination and culture. Then, using the colonyPCR method from 

the colonies of Aspergillus and Fusarium fungi without DNA extraction, PCR was 

performed with the general primers of fungi (ITS1,4) and the specific primer of 

Aspergillus genus (ASPf1). 

Results: Out of 366 patients clinically suspected of having infectious keratitis, direct test 

and confocal scan results were positive in 17 patients and culture was positive in 13 

cases. 47.06% of patients were workers. Fusarium was the most isolated species 

(47.06%). The rest included Aspergillus (17.65%), Microsporum (5.88%) and 

Penicillium (5.88%). 

Conclusion: Since the delay in the treatment of fungal keratitis causes corneal opacity, 

reduced vision and absolute blindness, timely diagnosis and quick treatment of fungal 

keratitis is necessary. 

Keywords: fungal keratitis, confocal microscopy, culture, PCR 


