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  چکیده

گونه هاي متفاوتی از قارچ ها شـامل درماتوفیـت هـا،    شایعترین بیماري ناخن محسوب می شود که توسط اونیکومایکوزیس  :زمینه و هدف
جدا شده از بیماران مبـتلا   يهدف از انجام این مطالعه تعیین هویت گونه هاي کاندیدا .پک هاي غیر درماتوفیتی ایجاد می شودمخمرها و ک

  .است Seminested PCR با استفاده از روش مولکولی ،یداییبه اونیکومایکوزیس کاند

 دا،ی ـکاند آگار کروم طیمحي روی کلن رنگی بررس ،یپیفنوتیی  شناساي ها آزمون با  کاندیدا جدا شده از ناخني ها نمونه  :یبررس روش 
 ي DNA. گرفتنـد  قـرار ی بررس مورد ، Seminested PCR نام بهی پیژنوت و آگار لیم کورن طیمحي رو دوسپوریکلام دیتول و ایزا لوله تست
 ITS2 (Internal قطعـه  که CTSR و CTSFي مرهایپرا از اول مرحله PCRي برا و شد استخراج از روش جوشاندن با استفاده ها نمونه همه

Transcribed Spacer2) عنوان به اول مرحله محصول. شد استفاده کندی م ریتکث را DNAانجامي برا الگو ی PCR اسـتفاده  بـا  دوم مرحله 
 و CADET ، CPDET ،CTDET ،CGDETي هـا  نـام  بـه  گونـه ی اختصاص ـي مرهـا یپرا ورحض ـ در و ) CTSR( اول مرحلـه ی عقب مریپرا از

CDDET  دای ـکاند و گلابراتـا  دایکاند س،یکالیتروپ دایکاند س،یلوزیپاراپس دایکاند کنس،یآلب دایکاندي ها گونهیی شناساي برا بیترت به که 
جهـت تائیـد محصـول     .شـد  داده صیتشخ آن اندازه و ژلي رو شده جادیاي باندهاي الگو به توجه با مخمر گونه .شد استفاده ،سینسینیدابل

PCR از تعیین ترادف استفاده شد.  

 نیـی تع ویی شناسـا  شامل ،ینیبالي ها نمونهي رو بر Seminested PCRی صیتشخ روشي ریبکارگ از حاصل آمده دست به جینتا : یافته ها
کاندیـدا   .بـود  مـورد کاندیـدا گلابراتـا    4و  ،مـورد کاندیـدا تروپیکـالیس    6 س،یلوزیپسپارا دایکاند مورد 8 کنس،یآلب دایکاند مورد 12 تیهو
  .نشد مشاهدهي ا نمونه چیه در سینسینیدابل

فـراد مبـتلا بـه عفونـت     بدسـت آمـده از ا  گونـه هـاي پـاتوژن کاندیـدا      ،مـی تـوان    Seminested PCRبـا اسـتفاده از روش   : نتیجه گیري
  .شنا سایی نمودبا حساسیت و ویژگی بالا   ،را اونیکومایکوزیس کاندیدایی

   Seminested PCR  ،ITS2اونیکومایکوزیس کاندیدایی، : واژه هاي کلیدي
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  مجله علمی زیست فناوري میکروبی
 

......... مبتلا تعیین هویت کاندیداهاي جدا شده از بیماران
.......اونیکومایکوزیسب  

  مقدمه

از واژه اونیکومایکوزیس براي توصیف عفونـت هـاي ناشـی از    
 .اسـتفاده مـی شـود    که ناخن را درگیـر مـی کننـد،    قارچ ها

مــی  اونیکومــایکوزیس شــایعترین بیمــاري نــاخن محســوب
این عارضه توسط سه گروه از قـارچ هـا شـامل     .)١و٢(شود

هاي غیر درمـاتوفیتی ایجـاد   درماتوفیت ها، مخمرها و کپک 
مهمترین عوامل عفونت هاي قـارچی نـاخن در    .)٣(می شود

عوامــل کاندیــدایی هســتند در حــالی کــه  ،انگشــتان دســت
ــل   ــا عام ــت ه ــا  درماتوفی ــاخن پ ــایکوزیس ن اصــلی اونیکوم

عامل بروز نزدیک بـه نیمـی از    ،عوامل کاندیدایی .)٤(هستند
میـزان   .)۵-٧(دسـت هسـتند  موارد اونیکومـایکوزیس نـاخن   
فاکتورهاي زمینـه اي، شـغل،   شیوع اونیکومایکوزیس با سن، 

 .آب و هوا، محیط زندگی و مسافرت هـاي زیـاد ارتبـاط دارد   
گونـه هـاي    .رایـج اسـت  اونیکومایکوزیس کاندیدایی در زنان 

مخمرهاي کوچک با دیواره سلولی نازك هستند که  ،کاندیدا
هفـت گونـه در جـنس    . از طریق جوانه زدن تکثیر می یابنـد 

کاندیدا، عوامل فرصت طلـب شـناخته شـده مـی باشـند، در      
حالی که بیماري زایـی سـایر گونـه هـا بـه صـورت مـوردي        

شناسـایی عوامـل    ،در حـال حاضـر   .)٨و٩(گزارش شده است
کاندیــدا آلبیکـنس بـه عنــوان   بخصـوص   ،کپکـی و مخمـري  

 .)١٠(افزایش یافته اسـت  ،عفونت ناخن دستپاتوژن مسبب 
اونیکومایکوزیس کاندیدایی در افـرادي کـه دچـار ضـعف یـا      

عوامل مهـار  . هستند، رو به افزایش استنقص سیستم ایمنی 
شــیمی درمــانی در بیمــاران : مثــل کننــده سیســتم ایمنــی

نتی بیوتیـک هـاي وسـیع    سرطانی، پرتو درمانی، استفاده از آ
مهاجم شدن این قارچ ها موجب  ،ایدز، دیابت شیرینالطیف، 
آسیب در سیسـتم ایمنـی موضـعی نـاخن در اثـر      . می شوند

ضربه ، در معرض رطوبت قـرار داشـتن انگشـتان دسـت بـه      
از جملـه   ،شـوینده  مـواد مدت طولانی، مواد شیمیایی مضر ، 

وزیس کاندیـدایی  عوامل مستعد کننده افـراد بـه اونیکومـایک   
 تشـخیص اونیکومـایکوزیس   ،دلایـل فـوق   به .)١١-١٤(است

وضعیت ایمنی شخص را نشـان   ،کهچرا کاندیدایی مهم است 
تشــخیص  شــواهد زیــادي وجــود دارد کــه    . مــی دهــد 

اونیکومایکوزیس کاندیدایی بـه شناسـایی عفونـت پیشـرفته     
HIV مهمترین چالش در مواجهه بـا   .)١٢(کمک کرده است

کاندیدیازیس، ضایعات با عوامل اتیولوژیک گونه هاي بیماري 
که به علت مقاومت  ،به غیر از کاندیدا آلبیکنس استکاندیدا 
بـه  . نسبت به داروهایی متداول ضد قارچی می باشد ،دارویی

و کاندیدا گلابراتا بـه   کروزئیگونه هاي کاندیدا عنوان مثال، 
ــازول و گونــه هــاي کاندیــدا لوزیتانیــا و     کاندیــدا  فلوکون

 بنـابراین  .مقـاوم مـی باشـند    B آمفوتریسینتروپیکالیس به 
تعیــین هویــت ســریع گونـــه هــاي بیمــاري زا الزامـــی      

خوشبختانه تکنیک هاي مولکولی شناسـایی   .)١٥و١٦(است
گونـه هـاي مختلـف    ، افتراق صـحیح و سـریع    DNAبر پایه 

روش هاي متعددي از گذشته تـا  . کاندیدا را ممکن می سازد
تعیین هویت گونه هاي بیماري زاي کاندیدا به کار راي حال ب

 گـروه  دو به توانی می کل طور به را ها روش نیا .رفته است
 بـه  کیپیفنوتي ها روش. نمود میتقس کیپیژنوت و کیپیفنوت
 عصـاره  طیمح در مخمرهاي رفولوژمی بررس شامل مثال طور
 روش قنـدها،  ری ـتخم و جـذب ي ها روشی بررس آگار، مالت
ي تجـار  يزا رنـگ ي هـا  طیمح ـ از اسـتفاده  ،يسرولوژي ها

 را گـر یدي ها روش و دایکاند آگار کروم کشت طیمح همانند
 متنـوع  زی ـنی پیژنـوت ی صیتشخي ها روش .)١٧و١٨(برد نام
ي مرهـا یپرا از اسـتفاده  بـه  تـوان ی م آن جمله از. باشندی م

 ـی نـواح ی تـوال  نیـی تع ، PCR دری اختصاص  و خـاص، ی ژن
real-time PCR ي هـا  روش تمـام  .)١٩و٢٠(نمـود  اشاره

ي هـا  تیمحـدود  و ای ـمزا کـدام  هـر  و بوده دیمف شده اشاره
 و جـذب  ماننـد ی سنتي ها روش اگرچه. دارند را خود خاص
 جملـه  از ،يمخمـر ي هـا  گونـه  نیـی تعي بـرا  قنـدها  ریتخم
 ری ـگ وقـت  اریبس ـ روش نیای ول است، استفاده قابل دایکاند
 یـک  بـه  حداقل رایز ستین دیمف کپزش و ماریبي برا و بوده
 هـا  روش نی ـا. است ازین جینتا خواندني برا زمان هفته دو تا

ي هـا  روش . )٢١(اسـت  پرزحمـت  و حسـاس  ریغ نیهمچن
 افـراد  در عمـدتا  ،يبـاد ی آنت ـی ابی ـرد شامل ،صیتشخ گرید
یی توانـا  افـراد  نی ـا رای ـز است استفاده رقابلیغ منوساپرسیا

 در یـا  و ندارنـد  راي باد یآنت دیلتو لهیوس به عفونت به پاسخ
ی م ـی ناکـاف ی ابی ـردي برا آن مقدار ،يبادی آنت دیتول صورت
 هی ـپا بـر ی ص ـیتشخي هـا  روش از اسـتفاده ی ول  .)٢٢(باشد

DNA همانند PCR ی م ـ بـالا ی ژگ ـیو و تیحساس ـي دارا
 جهـت  متـداول  شـات یآزما انجام ضمن مطالعه، نیا در. باشد
ایع کاندیداهاي جـدا شـده از   ي پاتوژن و شها گونهیی شناسا
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و همکاران ینیحس شاه حسن محمد  

 Seminested نام بهی مولکول روش از،ناخن دست بیماران 
PCR دایکاند شامل پاتوژن مهمي داهایکاندیی شناساي برا 
ــکاند کــنس،یآلب ــالیتروپ دای ــکاند س،یک  س،یلوزیپاراپســ دای
ــکاند ــا دایـ ــکاند و گلابراتـ ــینیدابل دایـ ــتفاده سینسـ  اسـ
  .)٢٢و٢٣(شد

  روش بررسی

ایزوله مخمري جدا شده از بیماران مبتلا  ٣٠طالعه، در این م
جهت تعیـین هویـت گونـه    ، به اونیکومایکوزیس ناخن دست

ــداول و روش     ــاي مت ــتفاده از روش ه ــا اس ــدا ب ــاي کاندی ه
 .گفـت  ر، مورد بررسـی قـرا   Seminested PCRمولکولی 

سویه هاي کاندیـدا کـه   ) الف: سوش ها شامل دو گروه بودند
بدسـت  ایزوله هاي مخمـري  ) ب. بودندواجد هویت مشخص 
  . آمده از ناخن افراد بیمار

 از :دایکاند آگار کروم کیکروموژن طیمحي رو بر کشت
 دای ـکنس،کاندیآلب دای ـکاند کـه  اول گروه دایکاندي ها نمونه
ــالیتروپ ــکاند س،یک ــ دای ــکاند س،یلوزیپاراپس ــا دای  و گلابرات
ــکاند ــینیدابل دای ــامل را سینس ــ ش ــدی م ــرا ش ــي ب  رلکنت
 بـا . شـد  استفاده ، PCR نمودن نهیبه نیهمچن و شاتیآزما

ي هـا  گونهي مخمرها ازی کم مقدار ،لیاستر لوپ از استفاده
 آگــار  کــرومی افتراقــ کشــت  طیمحــي رو بــر مختلــف
 کشـت ) Company, France CHROMagar(دای ـکاند
 بـا  انکوبـاتور  درون ،شـده  حیتلق کشتي ها طیمح. شد داده
ی کلن ساعت، ٤٨ گذشت از بعد و شدي نگهدار ٣٧°Cيدما
 گمـان یپ رنـگ  وی کلن ـي مورفولـوژ  نظـر  از ظاهر شده يها
 زولهیاي رو بر تست نیا.گرفتند قراری بررس مورد شده دیتول
  .شد انجام زین ناخني ها نمونه از شده جداي ها

 ازی یک ـ کـه  ای ـزا لولـه  آزمـون  انجامي برا : ایزا لوله آزمون
 اسـت،  کـنس یآلب دایکاندی صیتشخي ها روش نیتریی ابتدا
 برداشـت  مـار یب تـازه  کشت نمونه از لیاستر آنس یک توسط
 داده انتقـال  انسـان  سرم از تریلی لیم مین درون را آن و کرده
 ٣٧°Cيدمـا  در فوق ونیسوسپانس. گردید مخلوط یبخوب و
 فقـدان  یـا  وجود سپس ،شدي نگهدار ساعت ٣ تا ٢ مدت به
  .شدی ررسب کروسکوپیم ریز در ایزا لوله

 ـم کـورن  طیمحي روي دیدوکونیکلام جادیا  آگـار  لی
ــد ١ي دارا ــوئ درصـ ــام ): CMA-T80( ٨٠ نیتـ  تمـ

 کشـت  سـابورو  طیمح ـي رو بـر  ابتدای بررس موردي مخمرها
 طیمحي رو بر شده داده کشتي ها زولهیا سپس. شدند داده
 و شـده  حیتلق) Himedia( ٨٠حاوي توئین آگار لیم کورن
 از پـس . شدندي نگهدار ٣٠°Cي دما در ساعت ٧٢ مدت به
 درشـت نمـایی ضـعیف    از اسـتفاده  با ون،یانکوباس مدتی ط
 مـورد ي دی ـدوکونیکلام وجـود  عـدم  یـا  وجود ،کروسکوپیم

  .گرفت قراری بررس

ــکاند DNA اســتخراج  جهــت : کشــت طیمحــ از دای
 کشـت  طیمح ـ در یافته رشدي داهایکاند از DNA استخراج

 لـوپ  یک منظور نیاي برا. دیگرد استفاده جوشاندن روش از
ي حـاو ي تـر یلی ل ـیم٥/١ وبیت به و برداشته را تازهی کلن از

 در وبی ـت سـپس  .دی ـگرد منتقـل  مقطر آب تریکرولیم ١٠٠
 ٢٠ گذشـت  از پـس . گرفـت  قـرار  جـوش  حال در آب درون
 ١٠٠٠٠ دور در قـه یدق ١٠ مـدت  به و خارج را وبیت قهیدق

ی م ـ مخمـر  DNAي حـاو  کهیی رو عیما. دیگرد وژیفیسانتر
 زری ـفر در اسـتفاده  زمـان  تا و کرده دیجد وبیت وارد را باشد
  . شدي نگهدار گرادیسانت درجه – ٢٠

از  PCRاول  مرحلهبراي انجام  :اول مرحله PCR واکنش
 ٢٥مواد زیر با غلظت هـاي ذکـر شـده بـراي یـک واکـنش       

ــافر از تــریکرولیم٥/٢: میکرولیتــري اســتفاده شــد  ، 10X ب
 ١ ، 50mM  (MgCl2(تــــــــــــــــــــریکرولیم٧٥/٠
 مــریپرا از تــریکرولیم١، dNTPs (10mM)تــریکرولیم

ــو ــریکرولیم١ ، CTSFیی جل ــ مــریپرا از ت  ، CTSRی عقب
ــریکرولیم٢٥/٠ ــز ت  Taq DNA polymerase میآن

(5u/µl )  ، تــریکرولیم ٣ DNA تــریکرولیم٥/١٥ و الگــو 
ــد مقطــر آب ــ. شــده زهیونی ــا کلیس ــاي ه ــتگاهیی گرم  دس

: بـود  شـرح  نیبـد  اول مرحلـه  PCR انجامي برا کلریترموسا
 ٣٠ بـا  کـه  قـه یدق ٢ مـدت  بـه  ٩٤°Cیی ابتدا ونیدناتوراس

 بـه ٩٤°C ونیدناتوراس ـ: شودی م دنبال ریز صورت به کلیس
 ه،یـــثان ٣٠ مـــدت بـــه ٦٠°C اتصـــال قـــه،یدق ١ مـــدت
یی انتهـا  ری ـتکث مرحلـه  یک و قهیدق ١ مدت به ٧٢°Cریتکث
C°قهیدق ٧ مدت به ٧٢ .  
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 ، 10X  بـافر  از تریکرولیم٥/٢: دوم مرحله PCR واکنش
ــریکرولیم٧٥/٠ ــریکرولیم 50mM  (MgCl2 ، 1( تــ  (تــ

mM 10 (dNTPs ، ی عقب ـ مریپرا تریکرولیم ١CTSR ، 
 میآنـز  تـر یکرولیم٢٥/٠ گونه،ی اختصاص مریپرا تریکرولیم ١

Taq DNA polymerase(5u/µl) ، ــریکرولیم ٢  تـ
DNA تـا  شـده  زهیونی ـد مقطر آب تریکرولیم ٥/١٦ و الگو 
ي بـرا یی دمـا  پروتکـل  .برساند تریکرولیم ٢٥ به را کل حجم
 تعـداد ی ول است، اول مرحله همانند دوم مرحله PCR انجام
  .یافت کاهش کلیس ٢٥ به کلیس ٣٠ از ها کلیس

 مرحلـــه PCR محصــول :  PCR محصـــول مشــاهده 
 در)  متناسب با نـوع کاندیـدا   bp٤١٣  تا ٣٠٩ bpنیب(اول
 آگـارز  ژل در دوم مرحلـه  PCR محصول و% ٨/١ آگارز ژل
 در)  mg/ml 10 ناژنیس ـ( دی ـبروما ومیدی ـاتي حـاو % ٥/٢
 .دیگرد الکتروفورز TBE 1X بافر

 ـ و تیاختصاص نییتع  نـه یبه PCR تسـت  تیحساس
 شـده،  نـه یبه PCR تسـت  تیاختصاص ـ نییتعي برا:  شده

DNA و دایکاندي ها گونه DNA  یی ای ـباکتري هـا  جـنس
 و کـرده  اسـتخراج  را انسان DNA نمونه نینهمچ و مختلف

ی ابی ـارز مورد تست ویژگی ها، نمونه نیاي رو PCR انجام با
 شـده،  نـه یبه PCR تست تیحساس نییتعي برا. گرفت قرار
 تعـداد  و شـد  هی ـته کنسیآلب دایکاند گونه از الیسري رقتها

ي نـور  کروسـکوپ یم ری ـز و نئوبـار  لام از اسـتفاده  با مخمرها
 آمـاده  بی ـترت نی ـا بـه  کـه ی رقت ـ هر از سپس .شد شمارش
ــد ــدار گردیـ ــته را آن از ي مقـ ــا روش  DNA و برداشـ  بـ
ي هـا  DNA از اسـتفاده  بـا سـپس  . شد استخراج جوشاندن
 تیحساس ـ ،یمنف ـ و مثبـت  کنتـرل  نمونـه  و شـده  استخراج
  .گردید نییتع PCR تست

 استفاده با جهت دو هر در DNAی توال نییتع:  یابی یتوال
 Dideoxy Chain Termination(تم زنجیـره روش خ ـ از
  .دیگرد انجام کره ماکروژنی کمپان لهیبوس و)

  یافته ها

ایزوله مخمري جدا شده از ناخن دست  ٣٠در این مطالعه ،  
ــولی      ــه روش مولک ــایکوزیس ب ــه اونیکوم ــتلا ب ــاران مب بیم

Seminested PCR یدر کنار روش هاي متداول تشخیص 
 ٣٠ .تعیـین هویـت شـدند    بر اساس خصوصـیت مرفولـوژي،  

مـورد   ٨مـورد کاندیـدا آلبیکـنس،     ١٢ گونه کاندیدا شـامل 
 ٤و  مـورد کاندیــدا تروپیکــالیس  ٦کاندیـدا پاراپســیلوزیس،  
 در هیچ یک از نمونه هـاي بـالینی   .مورد کاندیدا گلابراتا بود

  .کاندیدا دابلینینسیس مشاهده نشد

 تی ـهو لقب ـ از که دایکاندي ها گونه :یپیفنوتیی شناسا  
 دای ـکاند آگار کروم کشت طیمح در بود، مشخص ماي برا آن

 دای ـکاند کـنس، یآلب دای ـکاندي هـا ی کلن ـ .کشت داده شدند
ــا، ــکاند گلابرات ــ دای ــکاند س،یلوزیپاراپس ــالیتروپ دای  و سیک
 پـر ی صـورت  سـبز،  رنـگ  بـه  بیترت به سینسینیدابل دایکاند
 ـ رنـگ،  کـم ی صورت -کرم رنگ،  در ایـن محـیط   سـبز  وی آب
 رنـگ  بـه  توجه با( رنگي رو ازیی شناسا البته .شدند انینما
ي ها گونه نیب) سازنده شرکت کاتالوگ در شدهی معرفي ها
 و باشـد ی م ـ دشوار سینسینیدابل دایکاند و کنسیآلب دایکاند
 سیلوزیپاراپس ـ دای ـکاند مخمر از حاصلی کلن رنگ ضمن در
ي هـا  گونـه  در ای ـزا لولـه  آزمـون . باشـد ی م ـی اختصاص ریغ

ي رو بـر . بود مثبت سینسینیدابل دایکاند و کنسیآلب دایکاند
 انجام ٨٠ نیتوئ آگار لیم کورن تست دا،یکاند گونه پنج نیا

 فیهـا  بلاستوسپور، مشاهده شامل آمده دست به جینتا.. شد
 دای ـکاند دري دی ـدوکونیکلام همـراه  بهی قیحق و کاذبي ها
 گلابراتا دایکاند مورد درو  س،ینسینیدابل دایکاند و کنسیآلب

ــکاند در و بلاستوســپور فقــط ــکاند و سیلوزیپاراپســ دای  دای
 زی ـن کـاذب ي هـا  فیهـا  بلاستوسـپور،  بر علاوه سیکالیتروپ

   .گردید مشاهده

 بـه  کاندیدایی جدا شده از نـاخن دسـت بیمـاران   ي ها نمونه
 ندشد حیتلق دایکاند آگار کروم سپس و سابورو کشت طیمح

 نمونـه  از شده جدا زولهیا ٣٠ از زولهیا ١٢ يایزا لوله آزمون.
 سـبز ي هـا ی کلن ـ دای ـکاند آگار کرومي رو بر که ،هاي ناخن
 CMA طیمح ـي رو و بـود  مثبت بودند، کرده دیتول روشن
T80 ي هـا ی کلن ـ زولـه، یا ٨. کردنـد  دیتولي دیدوکونیکلام
 CMA طیمح ـي رو و ایجاد نمودندایجاد  رنگ کمی صورت
T80 ، کردنـد  دیتول کاذبي ها فیها ههمرا به بلاستوسپور 
 در زی ـن مـورد ٤. بـود ی منف ها آن در ایزا لوله آزمون جواب و
 بـراق ی صورتي های کلن ،دایکاند آگار کرومي زا رنگ طیمح
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ی منف ـ ها، آن يایزا لوله تست و کردند دیتول شکلي گنبد و
. کردنـد  دیتول بلاستوسپور فقط CMA T80 طیمحي رو و
 ـ رنگ بهی یهای کلن ،زین زولهیا٦  آزمـون  و کـرده  جـاد یای آب
 ،CMA T80 طیمحي رو ضمن در و ،یمنف آنها يایزا لوله

  .کردند دیتول کاذبي ها فیها همراه به بلاستوسپور

 PCR محصـولات  الکتروفـورز  ١ شکل: یپیژنوتیی شناسا
ي ســاز نــهیبه از بعــد ، snPCRتکنیــک  دوم و اول مرحلــه
 از جوشـاندن  قی ـطر بـه  ،الگـو  ي DNA مورد نیا در .است
اسـتخراج   بـود  مشـخص   ها آن تیهو که دایکاندي ها گونه
  .گردید

  

 

 
       1b شکل                                                        1aشکل                                

  .بهینه سازي شده PCRمحصولات مرحله اول و دوم  - ١شکل
 کنس،یآلب دایکاندی ژنوم يDNA از حاصل اول مرحله PCR محصول: 100bp DNA ladder ، 1 فرمنتاس مارکر زیسا:  M نیلا – a1 شکل

 زیسا:  M نیلا -b1 شکل  .یمنف کنترل: 6 س،ینسینیدابل دایکاند: 5 گلابراتا، دایکاند: 4 س،یکالیتروپ دایکاند: 3 س،یلوزیپاراپس دایکاند: 2
: 3کاندیدا پاراپسیلوزیس، : 2کاندیدا آلبیکنس،  يDNAحاصل از  snPCRمحصول :  100bp DNA Ladder plus  ،1 فرمنتاس مارکر

   .کنترل منفی: 6کاندیدا دابلینینسیس، : 5کاندیدا گلابراتا، : 4کاندیدا تروپیکالیس، 

 بالا اریبسی گژیوي دارا تست نیا نیهمچن. شد نییتع کنسیآلب دایکاند مخمر سلول ٧ ،مطالعه نیا در snPCR تست تیحساس
. نداد نشان واکنش شیآزما نیا در رفته بکاري ها DNA از کدام چیه با کنسیآلب دایکاند DNA با بجز کهي طور به بوده

  ).٢شکل(

1     2      3      4       5      6    7 
777 

 M          1           2          3          4          5          6   M     1     2      3        4       5       6 
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  b2  شکل                                                                                                  a  2 شکل                                   

  . PCR تستی ژگیو و تیحساس - ٢ شکل

ترتیـب  نمونـه هـاي مشـخص و بـه     :  2-9نمونه کنترل مثبت، : 100bp DNA Ladder plus  ،1 فرمنتاس  مارکر زیسا: M نیلا -a2 شکل
  .کنترل منفی :CFU  ،3 :7605 CFU  ،4 :1690 CFU  ،5 :338 CFU  ،6 :64 CFU  ،7 :18 CFU  ،8 :7 CFU  ،9 42250: 2شامل

: 3کاندیدا آلبیکنس، : 2، )کاندیدا آلبیکنس( نمونه کنترل مثبت: 100bp DNA Ladder plus  ،1سایز مارکر فرمنتاس :  Mلاین  – b 2شکل 
DNA4انسان،  ي :DNA5استافیلوکوکوس اورئوس،  ي :DNA6سودوموناس آئرژنوزا،  ي :DNA7، اشریشیا کلـی   ي :DNAباسـیلوس   ي

  .          کنترل منفی: 8سرئوس، 

                                                                                                                      

ی ص ـیتشخ روشي ریبکـارگ  از حاصـل  آمـده  دست به جینتا
Seminested PCR  شـامل  ،ینیبـال ي هـا  نمونـه ي رو بـر 

 ٨ کـنس، یآلب دای ـکاند مـورد  ١٢ تی ـهو نیـی تع ویی شناسا
مورد کاندیـدا تروپیکـالیس و    ٦ س،یلوزیپاراپس دایکاند مورد
ی پیژنـوت  آزمون جهینت). ٣شکل. (بود مورد کاندیدا گلابراتا ٤
 وی بررس ـ جهت. داشت مطابقت کاملای پیفنوتي ها آزمون با

ي هـا  گونـه  بـه  مربـوط  دوم مرحلـه  PCR محصولات دیینا
ــکاند مختلــف ــین  کیــتکن توســط DNA قطعــات دا،ی تعی
 بـا  حاصـل ي هـا ی تـوال  سـه یمقا. شدندی توال نییتع ،ترادف

 حـدود  مطابقت ، BLAST برنامه قیطر از موجود ترادفهاي
  .داد نشان را درصد١٠٠

  

  

1       2        3        4       5       6        7       8      9 

    M       1       2       3       4      5       6       7      8       9  M      1        2        3       4       5       6       7        8 
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  .دوم  گونه هاي کاندیدا مربوط به نمونه هاي بالینیمرحله  PCRمحصولات  - ٣شکل 

کاندیدا : 4. کاندیدا تروپیکالیس: 3. لوزیسکاندیدا پاراپسی: 2. کاندیدا آلبیکنس: DNA Ladder 1oobp .1سایز مارکر فرمنتاس : Mلاین
 .کنترل منفی: 5. گلابراتا

 بحث

در دهـه هـاي   عفونت هاي فرصت طلب ناشـی از مخمرهـا     
عوامل مهـار کننـده سیسـتم    . اخیر اهمیت زیادي یافته است

ایمنی مثل شیمی درمانی در بیماران سرطانی، پرتو درمـانی،  
ــا اســتفاده از آنتــی بیوتیــک هــاي وســ یع الطیــف، درمــان ب

 ،سـایر عوامـل  کورتیکواستروییدها ، ایـدز، دیابـت شـیرین و    
 .)١١-١٤(جم شـدن ایـن قـارچ هـا مـی شـوند      موجب مهـا 

اونیکومایکوزیس عفونت قارچی شایعی است که توسط قـارچ  
یکی از  .)١و٢(هاي مختلف از جمله کاندیداها بوجود می آید

 ـ ت و نیـز  عواملی که موجب کاهش مرگ و میر و شیوع عفون
کاهش هزینه هاي بیماري هاي عفونی می گـردد، تشـخیص   

 صیتشـخ ي هـا  روش از اسـتفاده  با .سریع و دقیق می باشد
 کشـت ي ها طیمحي ریکارگ به همانند ،مرسومی شگاهیآزما

ي ها گونه نییتع امکان ،دکستروز آگار سابورو مانند ،معمولی
گونه در میان روش هاي ساده تشخیص . ندارد وجود دایکاند

ــیط     ــت روي مح ــا، روش کش ــم مخمره ــایع و مه ــاي ش ه
بسیار ساده و در عـین حـال    ،کروموژنیک کروم آگار کاندیدا

مطالعـات انجـام شـده در ایـن      .)١٨(ظر می رسدمعتبر به ن
زمینه نشان داد کـه اسـتفاده از محـیط کشـت کـروم آگـار       

چنـد گونـه از کاندیـداهاي    کاندیدا تنها محدود به شناسایی 
پـس از کشـت مخمرهـا روي ایـن محـیط،      . پاتوژن می باشد

کلنی هاي کاندیدا آلبیکنس، کاندیدا تروپکـالیس و کاندیـدا   
ب به رنگ هاي سبز، آبـی و صـورتی و سـایز    کروزئی به ترتی

رنگ غیر اختصاصـی سـفید، خاکسـتري و غیـره     مخمرها به 
کشـت گونـه هـاي     ،همچنین در این محـیط  .رشد می کنند

به رنگ سبز  دوکاندیدا آلبیکنس و کاندیدا دابلینینسیس هر 
بعـلاوه   .رشد می کنند در نتیجه شناسایی آنها دشـوار اسـت  

، به زمان بیشـتري بـراي   کولی نوین نسبت به روش هاي مول
هر چند این محـیط کشـت    .دستیابی به جواب نیازمند است

براي شناسایی گونه هاي شایع و پاتوژن کاندیـداها معتبـر و   
مفید بوده ولی شناسایی کلیـه گونـه هـا بـا بکـارگیري ایـن       
محــیط امکــان پــذیر نبــوده و بایســتی از ســایر روش هــاي  

 روش امـروزه   .)٢٥-٢٧(گرفت فنوتپیک یا ژنوتیپیک کمک
 کمـک  هـا  گونـه  عیسـر  و حیصحیی شناسا دری مولکولي ها
ــنمای مــی انیشــا ــذا دی ــا در ل ــه نی  روش از اســتفاده مطالع
 و عیشـا ي ها گونه تیهو نییتعي برا PCR هیپا بری مولکول

 دهـه ی ط ـ در. گرفـت  قـرار ی بررس ـ مورد دایکاند يزایماریب
 هـدف  يهـا  ژن س،یازیدی ـکاند PCR صیتشخ جهت ر،یاخ

 ـ هی ـناح در D1/D2 ری ـمتغ منطقـه  چـون هم ،یمختلف ی ژن

  M       1        2       3       4        5 
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rDNA ، hsp90 ، ERG11 ، لیآســپارت ســنتاز، نیتــیک 
 ن،یتوبـول  ن،یاکت ـ ،ییایتوکنـدر یم DNA ،یترشح نازیپروتئ
 نســخهی نــواح از مشــتق rRNAی ژنــ قطعــات ازي تعــداد
 و 5S rRNA ، 18S rRNA و)  ITS(یدرون شدهي بردار

28S rRNA  مطالعــه نیــا در .اســت شــدهر گرفتــه بکــا، 
DNA قطعه ،هدف rDNA ـ قطعـه  نی ـا از. بود   یکپ ـ ،یژن

. دارد وجـود  دایکاند ژنوم هر در  )١٠٠تا  ٥٠(هاي متعددي
 واجد هدف DNA کهی صورت در PCR تست معمول بطور
 از ،ی کپ ـ تـک  اهداف به نسبت باشد شونده تکراري های توال

 ریز جمله از .)٢٨و٢٩(دباشی م برخورداري شتریب تیحساس
 قطعـات  ، rDNA شـده  حفاظـت  العـاده  فوقي ها مجموعه

ITS ي دارا دای ـکاند مختلفي ها گونه انیم در که باشدی م
 مریپرا از استفاده با نیبنابرا .است بفرد منحصري ها سکانس

 مختلـف ي هـا  گونـه یی شناسـا  نقـاط،  نی ـا بـه  مـرتبط ي ها
 PCR آزمـون  نیچنـد  رایاخ اگرچه .شد ریپذ امکان ،دایکاند
 هـا  گونـه یی شناسـا  امـا  شـده،  گزارش rDNA ریتکثي برا

 یافتـه  ری ـتکث محصـول ي رو شـتر یبي ها آزمون انجام شامل
 محصـول ی میآنز هضم به توانی م مراحل نیا جمله از. است

PCR از اسـتفاده  ،)٣٠و٣١(محـدودالاثر ي ها میآنز لهیبوس 
 نشـان ي هـا  مینـز آ و ویاکت ویراد مواد با دار نشاني ها پروب
  .)٣٢-٣٥(بـرد  نـام  را شده ریتکث محصولی توال نییتع و دار
 بـه  توجـه  بـا  و نـه یهز پر بر، زمان ها، پروسه نیا ازي اریبس

 روش مقابل در. هستند خطرناك ،ویاکت ویراد موادي ریبکارگ
snPCR زمـان  مـدت  بـه  شد گرفته بکار مطالعه نیا در که 
 بـه  و داشـته  ازی ـن) سـاعت  ٦ تا ٥ نیانگیم طور به( ي کمتر
. نـدارد  اجیاحت ،ویاکت ویراد مواد و ونیزاسیدیبریهي ها پروب

Fujita ــاران و ــرا Multiplex PCR ســتمیس از همک ي ب
 روش در. کردنـد  استفاده ITS2 و ITS1ی ژن قطعات ریتکث

ي شـتر یب الگـو  DNA تعـداد  بـه  ،بکار گرفته شـده فوجیتـا  

 تیحساس ـ از snPCR روش به نسبت جهینت در بود اجیاحت
 روش همکاران وي رهندیم .)٢٣و٣٣(است برخورداري کمتر

PCR-FSP  ــرارا ــتکثي بـ ــه ریـ  و  ITS2 و ITS1 قطعـ
 دای ـکاند افتراق اما نمود، استفاده دایکاندي ها گونه ییشناسا
ــنسیآلب ــکاند از ک ــینیدابل دای ــا سینس ــا ب ــریم روش نی  س
بـا توجـه بـه      snPCRکـارایی روش تشخیصـی    .)٣٦(نبود

ایزولـه  نتایج به دست آمده براي تشـخیص و تعیـین هویـت    
لـذا ایـن روش بـه     .هاي جدا شده از ناخن، نشـان داده شـد  

عنوان یک روش سریع، مطمئن و داراي حساسیت و ویژگـی  
 آزمایشگاهبالا در تشخیص گونه هاي بیماري زاي کاندیدا در 

  .توصیه می شود بالینیهاي 

  نتیجه گیري

ضر نشـان داد کـه اسـتفاده از روش هـاي     نتایج مطالعه حا   
 ،متداول تشخیصی براي شناسایی گونه هاي پاتوژن کاندیـدا 

ر کاندیـدا،  همانند بکارگیري محیط کشت افتراقی کروم آگـا 
محدود به چند گونه مـی باشـد و بـه زمـان بیشـتري بـراي       

از طرفی با اسـتفاده از روش  . دستیابی به جواب نیازمند است
و با حساسـیت و ویژگـی    کوتاهدر مدت  ، snPCRمولکولی 

  .، گونه هاي پاتوژن کاندیدا تعیین هویت شدندبالا

  یقدردان و تشکر

 ، سوپروایزر آزمایشـگاه رسـالت   یداورزني آقا از لهیوس نیبد
 بـه  رسـالت  شـگاه یآزما پرسـنل  و ، خانم عبـدلی یرقیب خانم
 تشـکر  مانهیصمي هاي همکار و ارزندهي ها ییراهنما خاطر
  .شودی می ردانقد و
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سوم، شماره یکم، دوره  88زمستان   
 

و همکاران ینیحس شاه حسن محمد  
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