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  چکیده 
که  شدهمشخص  .در سالهاي اخیر شیوع بیماریهاي آلرژیک در کلیه جوامع روند صعودي داشته است :هدف زمینه و

روش معمول  .ونیدي  قارچ هاي موجود در هوا در ایجاد فرمهاي مختلف آلرژي بویژه آلرژي تنفسی نقش دارنداسپور و ک
کشت آن ها می باشد که مدت زیادي باید صرف نمود که مشخصات مورفولوژي به طور  ،تشخیص آزمایشگاهی قارچ ها

   تعیین هویت قارچ هاي پاتوژن و آلرژي زا  در بهبود بخشیدن حساسیت و ویژگی براي. قطع تعیین کننده گونه باشد
  .روش مولکولی گسترش پیدا کرده است

و خرد شدن اسپورهاي قارچ ها،   PDAپس از کشت قارچ هاي آسپرژیلوس و فوزاریوم روي محیط  :روش بررسی
DNA که به عنوان الگو در  شد استخراجPCR    1براي تکثیر ژن هاي  Aspf 1و4وIts   در مرحله بعد  .دگردیاستفاده

  . صورت پذیرفتDNA     بدون استخراج  ،Colony PCRهمین پروسه در 

ها الگوي تکثیر یافته متفاوتی را ایجاد کردند و با پرایمر اختصاصی نشان داد که هر کدام از پرایمر PCRنتایج  :یافته ها
با توجه . یکسان بود PCR,Colony PCRوش همچنین نتایج حاصل از دو ر. توانستیم دو قارچ را از یکدیگر مجزا کنیم

شد و  استفادهقارچ هاي رشته اي مطالعه از تحقیقات سایر محققین بر روي مخمر ها صورت پذیرفته بود، در این به اینکه 
  .شود پیشنهاد می Colony PCRکه با توجه به وقت گیر بودن مرحله استخراج، روش  بدست آمدنتایج یکسانی 

تشخیص سریع قارچ هاي  ، می توان به عنوان روشی مطمئن جهتPCR   Colonyبهینه سازي روشبا  :نتیجه گیري
  .فوق در آزمایشگاه هاي تشخیص طبی با استفاده  از روش مولکولی  بهره برد

   PCR Colony ، PCRآسپرژیلوس، فوزاریوم ، آلرژي، :کلیدي واژگان

  

  اسلامی آزاد دانشگاه یمیکروب فناوري زیستی پژوهش -علمی مجله
  39-46 صفحه ،ششم شماره دوم، دوره ،1389 پاییز
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مقایسه تایپینگ مولکولی قارچ هاي آلرژن 
آسپرژیلوس فومیگاتوس   مقدمه

یه جوامع در سالهاي اخیر شیوع بیماریهاي آلرژیک در کل
افتادگی و مرگ و  رغم از کارروند صعودي داشته و علی

یسم هاي مربوطه به میر ناشی از این بیماري ها، مکان
قش آلرژن ها در القاي ن .آنها هنوز شناخته نشده اند

     ئمبجا و کنترل نشده ایمنی که علاپاسخهاي نا
 .آلرژیک را به دنبال دارند محرز شده است هايبیماري 

بیماري ها  هاي درمان اینبه همین دلیل یکی از استراتژی
 ،س شده شناسایی آلرژن هایی است که فرد با آنها حسا

تا با احتراز از برخورد با آنها جلوي بروز حملات آلرژیک 
کلمه آلرژي اولین . )1(بعدي و تشدید بیماري گرفته شود 

به مراحل متغیري  1906در سال  Von pirquetبار توسط 
در انسان اطلاق شد که توسط یک عامل خارجی در انسان 

خارجی پس از اولین مواجهه با یک ماده  .بوجود می آید
(Ag) اختصاصی بوجود ایمنی ، تغییراتی در پاسخ هاي     

می آید و در نتیجه واکنش به ماده خارجی می تواند زیاد 
در  ).2(باشد ) بصورت ایمنی(و یا کم ) افزایش حساسیت(

   ایران نیز تظاهرات آلرژیک شایع می باشد ولی آمار دقیقی 
ا این حال طبق در مورد میزان شیوع بیماري موجود نیست، ب

میلیون نفر در کشور گرفتار این  3گزارشات موجود بیش از 
ژي زاي شایع در مهمترین قارچ هاي آلر .می باشند بیماري

 ،این قارچ ها، شامل آلترناریا. دارند ها قرار خانواده آسکومیست
 ،فوزاریوم ، بوتري تیس سینرا، آسپرژیلوس، کلادوسپورریوم 

جنس  ).3( ها می باشند یتونپنی سیلیوم و ترایکوفا
زاترین  گونه می باشد، که بیماري185آسپرژیلوس شامل 

است که عامل  آسپرژیلوس فومیگاتوسآن گروه 
. است بیماري هاي مرتبط با آسپرژیلوس% 80اتیولوژیک 

بیماري هاي آسپرژیلوسی از یک فرم خفیف مانند 
کلنیزه شدن ساپروفیتی در ریه و فرم حد واسط نظیر 

م، سینوزیت آلرژیک، رینیت آلرژیک تا فرمی که آس
زندگی انسان را به مخاطره می اندازد مانند 
آسپرژیلوزیس سیستمیک مهاجم و آسپرژیلوزیس برونکو 

این گونه  ).4(وجود دارد) ABPA(پلمونري آلرژیک 
    اسپور 1- 100با ظرفیت اسپورزایی بالا در حد  ،قارچ

از طریق استنشاق  µ4 -2در متر مکعب به قطر کونیدي 
  وارد مناطق آلوئولی ریه شده و چنانچه از طریق حرکت 
مژك هاي راه هاي تنفسی به بیرون دفع نشود توانایی 

پارانشیم  IVو  Iاتصال به فیبرونکتین و کلاژن تیپ 

گونه هاي مختلف آسپرژیلوس از  ).5(ریوي را پیدا می کند 
وریکه حتی اسپورهاي طبند ا دیرباز به عنوان آلرژن مطرح بوده

      این قارچ به عنوان اولین آلرژن هاي هوایی مورد بحث 
آسپرژیلوس کیلودالتونی  18 -20دو آنتی ژن  ).6(قرار گرفتند
 .بوسیله روش کروماتوگرافی خالص گردیده است فومیگاتوس

و  کورپ توسطدالتونی  46 ,44 ,28 ,20 ,18پروتئین هاي 
آسپرژیلوس فومیگاتوس  آلرژنبه عنوان اجزاي همکارانش 

 ).9 - 7(معرفی شده است
1Aspf  باشد که هم در  می فومیگاتوس .آآلرژن اصلی

هاي آلرژن ونیدي و هایف وجود دارد و هم جزوساختمان ک
اسید آمینه و  149این آلرژن داراي . باشد ترشحی می

و متعلق به خانواده  باشد می KDa18وزن مولکولی 
متعددي واکنش  مطالعات .)6(است  ها ریبوتوکسین

(Sp- A, Sp-D) را با بخش گلیکوزیله آنتی ژن    
واکنش  نشان داده اند که این فومیگاتوس. آهاي  آلرژن

اختصاصی و بلوکه شدن ترشح  IgEباعث مهار اتصال به 
  ).10(هیستامین از بازوفیل هاي حساس می شود

1 Aspf تبط با یک نقش دوگانه را در پاتوژنز اختلالات مر
  :بازي می کند فومیگاتوس.آ

باعث نفوذ قارچ به وسیله خاصیت سیتوتوکسیستی ) الف
  . می شود

        IgEسبب القاء واکنش هاي التهابی بوسیله    ) ب
 ).11(می شود

    زا در شناسایی و تشخیص مرسوم قارچ هاي بیماري
  آزمایشگاه هاي میکروبیولوژي بر پایه تست هاي مورفولوژي

که حساسیت پایین و اختصاصیت ضعیفی دارد و  می باشد
روز و یا بیشتر براي تشخیص نهایی دارد و  3حتی گاهی نیاز به 

در سال هاي اخیر، روش هاي  ).12( امکان خطا در آن بالاست
براي بهبود در تشخیص بیماري هاي  DNA تشخیص بر پایه

امید به عنوان روشی  PCRقارچی گسترش پیدا کرده است و 
 به حساب  که داراي حساسیت و اختصاصیت بالاست، بخش
، مرحله اصلی براي تمام روش هاي DNAاستخراج . دآیمی 

روش هاي  .دشومی دیده نیز  PCR در لکولی است کهوم
     توان پیشنهاد شده که می DNAمختلفی براي استخراج 

بر اساس شکست دیواره سلولی، آن ها را طبقه بندي کرد و 
بر است  که همگی زمان باشد، می ....واره سلولی وشامل لیز دی

به دلیل استفاده از مواد  PCRو گاهی نتایج استخراج و 
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  فاطمه نویسی و همکاران

رضایت  ،در برخی پروتکل ها) فنل کلروفرم(شیمیایی و سمی 
 PCR،  2008در سال  آنا لاو .)12( بخش نمی باشد

Colony Multiplex  را براي تعیین هویت کشت هاي
، کاملا موافق هویت PCRنتیجه این   قارچی انجام داد،

این روش سریع و . فنوتیپی همه کشت هاي مورد مطالعه بود
  ).13(حساس براي تعیین قارچ هاي پاتوژن گزارش گردید

Colony PCR  روشی براي تکثیر قطعهDNA با PCR 
  استفاده از کلنی ارگانیسم و بدون نیاز به استخراج با است که
DNA ستخراج ا. نجام می شوداDNA  نیاز به مواد مختلف و

داراي  Colony PCRبنابراین  .پروسه زمانی طولانی دارد
  از مزایاي روش .صرفه جویی زمانی و هزینه اي می باشد

Colony PCR جلوگیري از ریسک آلودگی در  توان به می
استفاده از لوازم  صرفه جویی در زمان، ، DNA حین استخراج 

 از به پروسه هاي مختلف براي استخراج و مواد ساده بدون نی
DNA حتی با عبور از  .و نیاز به حداقل مواد کشت اشاره کرد

 مرحله استخراج اجازه می دهد، تکثیر سریع و ساده قطعه
DNA  مطلوب براي پروب مورد استفاده در نوترون به سادگی
با این روش علاوه بر صرفه جویی در زمان و  ).14(پذیرد انجام 
ص سریع، بهینه سازي روشی جهت انجام کار هاي  تشخی

        تشخیص سریع  قارچ هاي فوق درمولکولی براي 
     .آزمایشگاه هاي تشخیص طبی به دست می آید

  
  روش بررسی

هاي قارچی از مرکز تحقیقات قارچ شناسی واحـد علـوم و    نمونه
 آسـپرژیلوس تـازه و انبـوه از    پس از کشتتحقیقات دریافت و 

 فوزاریوم اکسیسپورومو  PTCC  5009 شماره به فومیگاتوس
و در محیط پوتیتو دکسـتروز بـراث    ،PTCC 5115به شماره  

 و اسـپور  ،روز3-4 مـدت  بـه C  27°ي دما انکوبه کردن آن در
 زیـر  فوزاریوم اکسیسپورومو  فومیگاتوس آسپرژیلوس میسلیوم

سپس نمونه ها جمـع آوري   گردید، بررسی نوري میکروسکوپ
 بــه دنبــال آن  .اخــل میکروتیــوب هــا ریختــه شــدشــد و در د

از محیط کشت بوسیله کیت ژن پژوهان پویـا  DNA  استخراج
ــت  ــام گرف ــلاف    .انج ــه ک ــه ب ــا توج ــدار  DNAب ــله مق              حاص

µl 150-50    آب مقطر استریل به ویال اضافه و ویال بـه مـدت
در آب حـل   DNAتـا   شدهنیم ساعت در دماي اتاق نگهداري 

را روي ژل آگـاروز   DNAاز محلول   µl 3س مقدار  سپ. گردد
   مرحلـه بعـدي، انجـام    .دیمحاسبه گردآن نیز  ODبرده و % 1

PCR  1با پرایمر هاي  سپرژیلوس فومیگاتوساآAspf 1و4وIts 

 در این جا پرایمرهـاي اختصاصـی قـادر بـه شناسـایی      است که
bp656 1از ژنAspf  به شمارهM83781    بـا طـولbp678 

  :توالی پرایمرها به شرح زیر می باشد. ندمی باش
  

Forward: GTCGCAACCAAATAGGAA 
Reverse: CTAAGGCATAATACCCAC                                                                                          

  

نیز  Its از پرایمر هاي عمومی  علاوه بر پرایمر اختصاصی،
  .   که قادر به شناسایی قارچ ها می باشندشود ، استفاده می

  

Its1:TCCGTAGGTGAACCTGCGG                                                        
Its4:TCCTCCGCTTATTGATATGC  

  

  .به  قرار ذیل بود  PCRمواد مورد نیاز در واکنش 

  

درجه  95واکنش تحت شرایط دناتوراسیون اولیه در دماي 
سیکل  30دقیقه، طویل سازي طی 12سانتی گراد به مدت 

دقیقه، و ادامه طویل  1درجه سانتی گراد به مدت  95مل شا
دقیقه، مرحله طویل  1درجه سانتی گراد به مدت  62سازي 
در نهایت  ودقیقه  1درجه سانتی گراد به مدت  72در  سازي

دقیقه  10درجه سانتی گراد به مدت  72طویل سازي نهایی در 
  .انجام گرفت

Colony PCR  روشی براي تکثیر قطعهDNA   با اسـتفاده از
 انجـام  .ندارد DNAکه نیاز به استخراج  است ارگانیسمکلنی 

Colony PCR ــتقیم ــیط  مس ــتاز مح ــپرژیلوس  کش آس
ــوم اکسیســپورومو  فومیگــاتوس ــا پرایمــر هــاي فوزاری   1Itsو4ب
این مرحله نیز همانند مرحله قبل پیش مـی رود   .صورت گرفت

     از ا مســتقیم ،DNAبــا ایــن تفــاوت کــه بــه جــاي اســتخراج  
شـود و   کلنی هاي تشکیل شده روي محیط کشت استفاده مـی 

Materials Volume 
10X PCR buffer 2.5 µl 

dNTP [0/1 mM] 0.5 µl 

F1 primer [10 pmol] 1 µl 

R1 primer [10 pmol] 1 µl 

MgCl2 [0/2 mM] 2 µl 

Taq polymerase 0.3 µl 

DNA sample 2.5  µl 

Distilled water 20 µl 

Total 30 µl 
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مقایسه تایپینگ مولکولی قارچ هاي آلرژن 
آسپرژیلوس فومیگاتوس در ایـن روش بایسـتی از    .صرفه جویی مـی گـردد  نیز در زمان 

روز پـس از  4-5بهتـرین زمـان    .کلنی هاي تازه اسـتفاده شـود  
از کلنی هـاي   3mm 1پت ،به وسیله  سر میکروپی .کشت است

هـاي   روتیـوب فوزاریوم و آسپرژیلوس برداشـته شـده و در میک  
 Colony، جهت DNAبه عنوان نمونه  جداگانه ریخته شده و

PCR   دشاستفاده.  
 

  :به صورت ذیل می باشد Colony PCR ترکیبات واکنش 

  
  PCRبررسی محصولات 

ــول ــ معمـ ــولات  تـ ــراي محصـ ، روش ژل PCRرین روش بـ
الکتروفورز است که از طریـق رنـگ آمیـزي بـا رنـگ اتیـدیوم       

 تهیه نمونه در هدف غلظت اغلب .بروماید قابل رویت می باشد
 کـه  اسـت  بهتـر  بنـابراین  نیسـت،  مشخص الگو واجد و شده

  .نمود بهینه مثبت، کنترل DNAرا با   PCRسیستم 
  

  یافته ها
فومیگـاتوس و   آسـپرژیلوس  کشـت  از حاصـل  نتـایج 

 اســتاندارد  ایزولــه هــاي   :فوزاریــوم اکسیســـپوروم 
 روي هفتـه  یـک  حـدود  از بعـد  فومیگـاتوس  آسـپرژیلوس 

 کرکـی،  ،سـبز یشـمی   هـاي  کلنـی  و رشـد  PDAمحـیط  
 میکروســکوپ زیــر در و دار چــین گـاهی  و مخملـی 

 کونیـدیوفورهاي  میـانی حـاوي   تیغـه  بـا  هـاي  میسـلیوم 
 کونیـدي  و آمـده  در صـورت وزیکـول   بـه  انتها در که کوتاه
 ،فوزاریـوم اکسیسـپوروم  در مـورد   کـروي مشـاهده و   هـاي 

پراکنـده و گـاهی متـراکم بـا رنـگ       ،میسلیوم هاي پنبـه اي 
ــفید ــگ ،ســ ــنفش کمرنــ ــکوپ  بــ ــر میکروســ و در زیــ

ــی      ــطح کلن ــوده در س ــک ت ــورت ی ــا بص ــدي ه ماکروکونی
  .)2و1شکل ( مشاهده گردید

  

  
  فوزاریوم اکسیسپوروم  .1شکل 

  
  

  
           فومیگاتوس آسپرژیلوس .2شکل 

    
 DNA نمونه:  PCRبا روش  DNAتکثیر از نتایج حاصل
ژن  اختصاصی پرایمرهاي از استفاده با فومیگاتوس آسپرژیلوس

1 Aspf  1و4و یکبار نیز با  استفاده از پرایمر هاي عمومیIts، 
 PCR ، polymerase Taq ،MgCl2 ،dNTPواکنش  بافر

،PCR حصولم .شدPCR مولکولی وزن با مارکر با همراه   
bp 100  محصول  تا گردید الکتروفورز ،% 1روي ژل آگاروز

PCR باند  .گردد بررسی bp656 حاصل از PCR 
 نظر، مورد    1Aspf قطعه  با است که لوس فومیگاتوسآسپرژی

آسپرژیلوس PCR حاصل از  bp 597و باندداشت  مطابقت
در ضمن از  .داشت مطابقت نظر، موردIts قطعه  با ،فومیگاتوس

 ).3شکل (ها  استفاده شد  PCRکنترل منفی در تمام 

Materials Volume 
10X PCR buffer 5µl 
dNTP [0/1 mM] 1 µl 
F1 primer(Its1)[10 pmol] 2 µl 
R1 primer(Its4) [10 pmol] 2 µl 
MgCl2 [0/2 mM] 2 /5 µl 
Taq polymerase 0.3 µl 
Colony 1mm3 
Distilledwater 18 µl 
Total 30 µl 
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به ژن آسپرژیلوس از  )M83781.1بانک ژن(  1Aspf پرایمر
بانک ژن ( Its 1و4 پرایمر .متصل شده است 9تید شماره نوکلئو

Gu205082.  ( 3ژن آسپرژیلوس از نوکلئوتید شماره به 
  .متصل شده است

  
فومیگاتوس با دو .آ  PCR  ،DNAنتایج حاصل از  .3شکل 

 :1Its )bp  597 (، 3و4با PCR :2، مارکر سایز :1 ستون. پرایمر
PCR 1  باAspf )bp  656 (،4: ل منفیکنتر.  

  
     :Colony PCRبا روش  DNAتکثیر از حاصل نتایج

 با  فوزاریوم اکسیسپورومو  آسپرژیلوس فومیگاتوسکلونی هاي 
نتایج این  .شد Its ،PCR 1و4 عمومی پرایمرهاي از استفاده

Colony PCR   در شکل  .مشاهده می کنیم 4را در شکل
علت آن  .شفاف بودن با هم متفاوت هستندزیر دو باند از نظر 

  .استفاده از مقادیر متفاوت از کلونی این دو قارچ است

  
و فومیگاتوس .آ Colony PCRنتایج حاصل از  .4شکل 

.                      Its با پرایمر عمومی فوزاریوم اکسیسپوروم

 -bp544  (فوزاریوم  Colony PCR :2 ، مارکرسایز : 1 ستون
HM043738.1 (،3 : Colony PCR  آسپرژیلوس)  bp597- 
GU205082.1( ،4: کنترل منفی.  

  
  

  بحث
قارچ هاي ساپروفیت به میزان فراوانی در طبیعت پراکنده 

با از راه تنفس وارد سیستم این قارچ ها غال .هستند
 یکی از موارد شایع این بیماري ها، .تنفسی می شوند

 .آلرژي نسبت به آنتی ژن هاي مختلف و متنوع می باشد
از بین عوامل آلرژي زا، قارچ ها اهمیت فوق العاده اي دارند، 

 .زیرا تماس با آن ها از طریق استنشاقی اجتناب ناپذیر است
ی از قارچ ها نسبت به آلرژي ناشی از واکنش هاي آلرژیک ناش

تر مجاري تنفسی را درگیر  گرده هاي گیاهی قسمتهاي پایین
از بین گونه هاي متنوع و شایع موجود در طبیعت، . می کند

آسپرژیلوس شناخته شده ترین و شایع ترین مولد آلرژي در 
با ظرفیت اسپورزایی  آسپرژیلوس فومیگاتوس .انسان می باشد

       اسپور در متر مکعب با  قطر کونیدي  1-100د بالا در ح
µ 4-2 از طریق استنشاق وارد مناطق آلوئولی ریه می شود .

آسپرژیلوس این قطر کم یکی از خصوصیات شاخص 
    است که کمک به  ورود آن به سیستم تنفسی فومیگاتوس

آسپرژیلوس طبق گزارشات، آلرژي زایی قارچ . کند می
آلرژن  Aspf 1 .است   1Aspf ر حضور ژنبه خاط فومیگاتوس

است  که هم در ساختمان  آسپرژیلوس فومیگاتوساصلی 
   کونیدي و هایف وجود دارد و هم جزو آلرژن هاي ترشحی 

خص این ویژگی یکی دیگر از خصوصیات شا ).5( می باشد
   است که اهمیت این آلرژن را نشانآسپرژیلوس فومیگاتوس 

  .دهد می
براي بهبود در  DNAخیر، روش هاي بر پایه در سال هاي ا

 PCRتشخیص بیماري هاي قارچی گسترش پیدا کرده است و 
امید بخش که داراي حساسیت و اختصاصیت به عنوان روشی 

، مرحله اصلی براي DNAاستخراج . بالاست نام برده می شود
 .نیز می باشد PCRلکولی است که شامل وتمام روش هاي م

PCR،  در قارچ شناسی براي تشخیص بیماري روش مفیدي
هاي مربوط به قارچ ها است که مراحل مختلفی شامل آماده 

روش هاي مختلفی براي . و استخراج آن دارد DNAسازي 
توان بر اساس شکست  پیشنهاد شده که می DNAاستخراج 

دیواره سلولی، آن ها را طبقه بندي کرد که شامل لیز دیواره 
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مقایسه تایپینگ مولکولی قارچ هاي آلرژن 
آسپرژیلوس فومیگاتوس بر است و گاهی نتایج استخراج  ی زمانباشد،که همگ سلولی می

            به دلیل استفاده از مواد شیمیایی و سمی  PCRو 
 در برخی پروتکل ها ، رضایت بخش نمی باشد) فنل کلروفرم(
و براي  PCRبراي کاهش هزینه و زحمت و زمان . )15(

و براي  DNAجلوگیري از ریسک آلودگی در حین استخراج 
 Colonyلازم براي استخراج ، پیشنهاد شده از  رفع نیاز از مواد

PCR 12( استفاده شود.(  
با  Colony PCRدر این تحقیق جهت بهینه سازي، از روش 

   از مزایاي روش  .استفاده گردید Its 4و1 پرایمر هاي عمومی
Colony PCR توان به  صرفه جویی در زمان، استفاده از  می

هاي مختلف براي  پروسهلوازم و مواد ساده بدون نیاز به 
   .و نیاز به حداقل مواد کشت اشاره نمودDNA استخراج 

Mirhendi 2007، در  سال Colony PCR  را سریع ترین راه
براي تکثیر مخمر گزارش داد و اعلام کرد،  PCRدر مقایسه با 

نتایج  .این روش قابل اعتمادي براي تست هاي تشخیصی است
با  2008انش در سال همکار و Cao Muqing حاصل از

Colony PCR  بر رويChlamydomonas ، تأییدي بر
در این تحقیق نیز با استفاده از قارچ هاي  .مطالعه حاضر است

مشخص  فوزاریوم اکسیسپورومو  آسپرژیلوس فومیگاتوس
تستی دقیق و قابل اعتماد جهت  Colony PCRگردید که 

 مر اختصاصیپرای با. شناسایی قارچ هاي مورد نظر می باشد

1Aspfدر باند سپرژیلوس فومیگاتوس ، آ bp658  مشاهده
 باند در فوزاریوم اکسیسپوروم، Its 4و1 گردید و با پرایمر عمومی

bp 544  597در باند  آسپرژیلوس فومیگاتوسمشاهده و 
نکته قابل توجه این است که کلونی که برداشته . مشاهده گردید

علت آن این است  .دار باشدمی شود، حتی المقدور کمترین مق
که هر چه مقدار کلونی زیاد باشد، تجمع بالا رفته و در نتیجه 

DNA  ها از هم باز نخواهد شد و پرایمر ها نمی توانند
Annealing     خوبی داشته باشند، پس باند شفافی مشاهده

 Mirhendiاین نتایج نیز منطبق با نتایج حاصل از  .نخواهد شد
 .می باشد 2007سال و همکاران  در 

  
 نتیجه گیري

افزایش تعداد بیمارانی که تحت درمان با داروهاي 
ایمونوساپرسیو و کموتراپی هستند یا مبتلا به نقص ایمنی 
  .اکتسابی یا مادر زادي می باشند از مشکلات جدي است

میزان مرگ و میر عفونت هاي فرصت طلب قارچی مانند 
 .                                                                                      استنیز افزایش یافته   آسپرژیلوزیس

طیف هیچ یک از عفونت هاي شناخته شده قارچی به اندازه  
عفونت هایی که تحت عنوان آسپرژیلوزیس خوانده می شوند 
وسیع نمی باشد و تمام انواع عفونت، انتشار جغرافیایی بسیار 

       شود که  ه داشته و در سراسر جهان دیده میگسترد
      فومیگاتوسسپرژیلوس آاصلی ترین عامل اتیولوژیک آن 

لذا بررسی وتشخیص این قارچ در خون یکی از  .می دانند
  .بوداهداف تحقیق 

روش معمول در تشخیص آزمایشگاهی قارچها، کشت و  
است که   مشاهدات بعد از آن،  براساس خصوصیات مرفولوژیکی

ها وقت ، براي جداسازي و کشت   دشوار بوده و روزها تا هفته
    در بهبود بخشیدن این امر،  براي تعیین هویت .نیاز دارد

قارچ هاي پاتوژن و آلرژي زا روش زیست شناسی مولکولی 
     در سال هاي اخیر ، روش هاي  .گسترش پیدا کرده است

تشخیص بیماري هاي  ، براي بهبود درDNA  تشخیص بر پایه
   به عنوان روشی  PCRو قارچی گسترش پیدا کرده است 

امید بخش که داراي حساسیت و اختصاصیت بالاست نام برده 
، مرحله اصلی براي تمام روش هاي  DNAاستخراج . می شود

روش هاي  .نیز می باشد PCRلکولی است که شامل وم
    گی پیشنهاد شده که هم DNAاستخراج  مختلفی براي

به دلیل استفاده   PCRبر است و گاهی نتایج استخراج و  زمان
در برخی پروتکل ها ، ) فنل کلروفرم(از مواد شیمیایی و سمی 

که  Colony PCRاز مزایاي روش   .نمی باشد رضایت بخش
توان به  صرفه  ی، مدر این تحقیق مورد استفاده قرارگرفت
بدون نیاز به  واد سادهجویی در  زمان، استفاده از لوازم و م

و نیاز به حداقل مواد  DNAپروسه هاي مختلف براي استخراج 
در این تحقیق نیز با استفاده از قارچ هاي . مودکشت اشاره ن

، مشخص  فوزاریوم اکسیسپورومو  آسپرژیلوس فومیگاتوس
تستی دقیق و قابل اعتماد جهت  Colony PCRگردید که 

  . ی باشدشناسایی قارچ هاي مورد نظر م
در نهایت پس از درك اشکالات موجود در روش هاي کشت و 

حداقل میزان کشت،  مورفولوژي و مشاهده سرعت عمل بالا،
 ، Colony PCRدر   DNAعدم نیاز به پروسه هاي استخراج 

این روش را به عنوان یک تست سالم و دقیق با  ینمحقق
   رژيکارایی بالا جهت تمامی قارچ هاي رشته اي مولد آل

همچنین در این تحقیق بواسطه استفاده از ، دنتوصیه می نمای
در زمینه قارچی جوابهاي بسیار  DNAخون ، جهت استخراج 

مناسبی گرفته شد که تا کنون در هیچ تحقیقی استفاده از 
 .خون صورت نپذیرفته بود
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