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  =-$ � ��هاي پوسـتي   به علاوه اين مخمرها در ايجاد بيماري      . هاي مالاسزيا بخشي از فلور طبيعي پوست انسان است        گونه : %��

هـاي  اخيـراً محققـان روش   . ختلفي هم چون درماتيت سبورئيك، درماتيت آتوپيك، شوره سر و پسوريازيس نيز نقـش دارنـد               م

در بررسي حاضر يك روش دقيق و ساده ژنوتيپي بـراي شناسـايي و              . دانندهاي مالاسزيا ارجح مي   مولكولي را براي تعيين گونه    

. اران مبتلا به پيتيريازيس ورسيكالر در ايران به كار گرفته شده استتعيين گونه عوامل مالاسزيايي جدا شده از بيم

 	�5	 ��هاي پوستي مبتلايان به پيتيريـازيس ورسـيكالر مـورد مطالعـه قـرار       ايزوله باليني از ضايعه83در اين مطالعه توصيفي    : �

.ورت گرفت صPCR-restriction enzymeها با استفاده از روش مولكولي شناسايي ايزوله. گرفت

���
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$ :M.glubosa  هـا بـه ترتيـب    هاي پيتيريازيس ورسيكالر بود و پس از آن سـاير گونـه   ترين گونه جداشده از ضايعه      شايع

 و M. packydermatisهـيچ مـوردي از   .   بودنـد M.furfur ،  M.sympodialis ، M. restricta ،  M. slooffiaeشامل 

M. obtusaمشاهده نشد  .

�?��هاي صورت گرفته، مالاسزيا سيمپودياليس به عنوان گونه مالاسزيايي غالب در بـين             نظر به اين كه در اغلب مطالعه      : �#<�&

توانـد  هاي بيماران پيتيريازيس ورسيكالر مـي     مالاسزياهاي فلور طبيعي پوست انسان بوده است، غلبه مالاسزيا گلوبوزا در ضايعه           

. گونه دلالت داشته باشدهاي بيماري زا در اينبر وجود خصلت

;@	�#-�6* #
هاي مالاسزيا، تشخيص مولكولي پيتيريازيس ورسيكالر، گونه: $

172-165) : 2 (9؛دوره 1385هاي پوست فصلنامه بيماري6/10/84:     پذيرش14/8/84: وصول مقاله

 ��-8�

ــزيا ــنس مالاسـ ــي از (Malassezia)جـ ــامل گروهـ  شـ

 اسـت كـه فلـور طبيعـي پوسـت انـسان و              هاي مخمري قارچ

و معمولاً براي رشد، به چربي نيـاز     گرم است خونهايحيوان

اين مخمرها عامل بيمـاري شـايع پوسـتي پيتريـازيس          . دارند

هــم ). 1-3( هــستند(Pityriasis Versicolor)ورســيكالر 

هـاي  دهـد گونـه   چنين شـواهدي وجـوددارد كـه نـشان مـي          

هاي پوستي ديگـر نظيـر درماتيـت        مالاسزيا در ايجاد بيماري   

سبورئيك، درماتيت آتوپيك، شوره سر و پـسوريازيس نيـز          

هــاي  در ايــن بيمــاري، گــاهي از ضــايعه). 4-6(نقــش دارنــد

دكتر سيدحسين ميرهندي ـ تهران، دانشگاه علوم پزشكي تهران، دانشكده بهداشت و انستيتو تحقيقـات بهداشـتي، گـروه قـارچ شناسـي و       : مؤلف مسوول

14155-6446شناسي پزشكي، صندوق پستيانگل

mirhendi@sphtums.com: پست الكترونيك
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شود و از سوي ديگر در      مبتلايان، عوامل ملاسزيايي جدا مي    

هـاي مزبـور بـا تجـويز داروهـاي ضـد       بسياري موارد بيماري  

ضـمن ايـن كـه هـم زمـان بـا            . رونـد قارچي، رو به بهبود مي    

ســزيا كــاهش و جمعيــت بهبــودي، جمعيــت مخمرهــاي مالا

).1و2(يابدها با عود بيماري، مجدداً افزايش ميآن

طلـب،  اخيراً اين مخمرها به عنوان عوامل پاتوژن فرصت       

اي هم چون سپتي سمي      هاي مهاجم كشنده  در ايجاد بيماري  

و پريتونيت به خصوص در نوزادان نارس و افراد بـالغ دچـار     

). 7-10(اندضعف سيستم دفاعي، مطرح شده

ــه   ــا طبق ــابق ب ــوالي     مط ــاس ت ــر اس ــه ب ــد ك ــدي جدي بن

ــدهاي  ــت،   DNAنوكلئوتي ــه اس ــورت گرفت ــوزومي ص  ريب

  ، M. furfurمالاســــزياها بــــه هفــــت گونــــه شــــامل 

M.restricta        ، M.slooffiae            ، M.obtusa   ، 

M. packydermatis، M.globosa ، 

M.sympodialis    هـاي  در سـال  ). 11و12(انـد   تقسيم شـده

گونه اضافه شده و    هاي جديدتري نيز به اين هفت     ونهاخير گ 

).13-16( گونه است12درحال حاضر اين جنس شامل 

ــه  ــين گونـ ــراي تعيـ ــي بـ ــزيا ويژگـ ــاي مالاسـ ــاي هـ هـ

هــاي مختلــف، فيزيولوژيــك، نظيــر الگــوي مــصرف تــويين

واكنش كاتالاز، هيدروليز صفرا و نيـز بررسـي مورفولـوژي           

امـا بـا    ). 1و2 و   17(اسـت ماكروسكوپي  به كار گرفته شـده        

توجه به مرفولوژي نسبتاً مشابه و دشـوار بـودن جداسـازي و             

هـا ماننـد رسـتريكتا و گلوبـوزا، و نيـز            داري بعضي گونه  نگه

هـا ماننـد   تشابه و ابهـام نتـايج فيزيولوژيـك در برخـي گونـه       

ــلوفيه، روش   ــمپودياليس و اس ــور، س ــك  فورف ــاي فنوتيپي ه

ها مناسب نيست، و لذا اخيراً      هالذكر، براي شناسايي گون   فوق

هـاي مولكـولي را بـراي ايـن منظـور، ارجـح            محققان، روش 

ما قبلاً يك روش دقيق و سـاده  ). 1 و 2 و 18 و  19(دانند  مي

 گونـه شـناخته شـده مالاسـزيا         11ژنوتيپي را براي شناسـايي      

در بررسي حاضر نيز  براي تعيين گونه        ). 20(ايممعرفي كرده 

ي جدا شده از بيماران مبـتلا بـه پيتريـازيس           عوامل مالاسزياي 

. ورسيكالر در ايران روش مزبور بـه كـار گرفتـه شـده اسـت          

نتايج حاصل از اين پژوهش در شناسايي و بررسي مولكولي          

ــه  ــي هــر يــك از گون ــين فراوان ــواع و تعي هــاي مالاســزيا، ان

ــي ــاري   مـ ــاتوژنز بيمـ ــدميولوژي و پـ ــه اپيـ ــد  در زمينـ توانـ

لر، كه در ايـران نيـز بـسيار شـايع اسـت،             پيتيريازيس ورسيكا 

.هاي آتي باشدگشاي تحقيقره

	�5	 ���

هـاي   ايزولـه بـاليني از ضـايعه       83در اين مطالعه توصيفي     

پوستي مبتلايان به پيتيريازيس ورسيكالر، مورد بررسي قـرار         

هـا بـه كمـك چـسب        برداري از سـطح ضـايعه     نمونه. گرفت

ــت  ــورت گرف ــكاچ ص ــه. اس  ــنمون ــاي حاص ــيط ه ل در مح

ــه   ــر يافت (Modified Dixon medium)ديكــسون تغيي

ــدت    ــه م ــشت داده و ب ــاتور  2ك ــه در انكوب ــه 32 هفت  درج

هاي به دسـت آمـده بعـد از         ايزوله. داري شد گراد نگه سانتي

الـذكر، تـا زمـان    خالص سازي و كشت انبوه در محيط فـوق      

 درصـد در  30هـاي تكميلـي در محلـول گليـسرول      آزمايش

.داري شد نگه-c°80فريزر 

DNA  هاي جدا شده مطابق بـا روش        كروموزومي قارچ

به طور خلاصـه يـك      ). 20(قبلاً توصيف شده، استخراج شد    

بـه  ) متر مكعب  ميلي 5-10حدود  (لوپ پر از سلول مخمري      

ــوب ــل و   تي ــدرف منتق ــاي اپن ــز   300ه ــافر لي ــر ب  ميكروليت

)Tris10Mm ، EDTA 1mM،  TritonX1002% ، 

100mM ، Nacl( ،300     ميكروليتر مخلـوط مـساوي فنـل ـ 

ــدود  ــرم و ح ــه 250كلروف ــر از دان ــشه  ميكروليت ــاي شي اي ه

(glass-bead)     متر به آن افزوده و پـس از         ميلي 5/0  به قطر

 دقيقـه   5 بـه مـدت      5000 دقيقه تكان شديد در دور       5حدود  

پـس از   . سانتريفوژ و مايع رويي به تيوب جديـد منتقـل شـد           

 ميكروليتـر  300استخراج مجدد با كلروفرم، بـه مـايع رويـي           

داري در منفـي     دقيقه نگـه   10ايزوـ پروپانول اضافه و پس از       

ــه مــدت 10000 درجــه دردور 20  دقيقــه ســانتريفوژ و 10 ب

رسـوب نهـايي    .   درجه شسته شـد    70رسوب حاصله با الكل     

ــافر   50در  ــا بــ ــتريل يــ ــر اســ ــر آب مقطــ TE ميكروليتــ

)Tris 10M ، EDTA 1mM (  گـراد  درجه سـانتي 20در
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.داري شدنگه

PCR استخراج شده به مخلوط      DNA ميكروليتر از    10

 ميكروليتر از پرايمر رفت     PCR ، 5/0 ميكروليتر بافر    5شامل  

(TAACAAGGATTCCCCTAGTA)5/0

ميكروليتــــــــــــــر از پرايمــــــــــــــر برگــــــــــــــشت 

(ATTACGCCAGCATCCTAAG)               ، 5/0

 Taq DNA ميكروليتـر آنـزيم   25/0 و DNTPميكروليتر 

polymerase      اضافه و حجم واكنش با آب مقطـر اسـتريل  

  بـا اسـتفاده از       PCRواكـنش   .  ميكروليتر رسانده شـد    50به  

 طبـق  Applied Biosystemsدستگاه ترمال سايكلر مـدل  

:  سيكل صورت پذيرفت30برنامه زير طي 

Primary Denaturation: 5 ،دقيقه c°94

Denaturation : 45 ، ثانيه c°94

Annealing :1 ،دقيقه c°55

Extension : 45 ،ثانيه c°72

Final extension : 7 ،دقيقه c°72

هــاي ، محــصول)20(مطــابق روش قــبلاً توصــيف شــده 

PCR  ــزيم ــط آن ــتفاده از   CfoI توس ــا اس ــا ب ــد ت ــده ش   بري

هاي متفـاوت مالاسـزيا نـوع       الگوهاي مختلف متعلق به گونه    

 ميكروليتـر از    2بـه طـور خلاصـه       . ها تشخيص داده شـود    آن

5/1 ميكروليتر بافر ويژه آنـزيم و        5/2 با   PCRهاي  محصول

 ميكروليتري مخلوط   200هاي  ميكروليتر آب مقطر در تيوب    

. قرار داده شدc°37 ساعت در حرارت 2دت و به م

گــرم 5/1% (5/1  روي ژل آگــارز PCRهــاي محــصول

ــافرcc100آگــارز در   روي ژل RFLPهــاي و محــصول)  ب

ــسيل  % 8/1 ــا اســتفاده از اخــتلاف پتان ــر  10ب ــه ازا ه ــت ب  ول

آن گـاه ژل در محلـول       . متر طول ژل، الكتروفورز شد    سانتي

آميـزي  گرم در ليتر رنگ    ميلي 10برومايد به غلظت    اتيديوم  

 نـانومتر  612  بـا طـول مـوج    uvidocو با استفاده از دستگاه    

.مشاهده و به طريق ديجيتال عكس برداري شد

���
�
$

افـزاري، تـوالي نوكلئوتيـدهاي قطعـه     پس از بررسي نـرم   

28SrDNA هاي مالاسزيا مشاهده شـد، ايـن     متعلق به گونه

ــات د ــث نــوع وتعــداد     ر گونــهقطع ــاي مالاســزيا از حي ه

از روي ايـــن . هـــاي انـــدكي داشـــتندنوكلئوتيـــد اخـــتلاف

تـرين آنـزيم     به عنوان به   CfoIها آنزيم محدودالاثر    اختلاف

  انتخـاب    PCR-RFLPهـا از طريـق      براي افتراق اين گونـه    

.شد

 ;�
9� ��-5+��H:� ;%	-&	 B  
$PCR�&�> �� i���� 
� j6�V� #
$ T��&P 
� ��� %	 -�� � J�K 
���hCfoI
RFLPاندازه محصول CfoIنواحي برش توسط PCRاندازه محصول گونه

M.pachydermatis580107,357107,250,223

M.sympodialis578357,378357,21,200

M.globosa584455455,129

M.obtusa580107,357,378,528,530,559107,250,18,153,2,29,21

M.sloofiae584107,357,444,508107,250,87,64,76

M.furfur582107,357,470,529,531,561107,250,113,59,2,30,21

M.restricta581-581
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  هــر PCRهــاي حاصــل از نتيجــه الكتروفورزمحــصول

،  )1تــصويرشماره (هــاي اســتاندارد مالاســزيا كــدام از گونــه

 هــر كــدام از RFLPهــاي حاصــل از ولالكتروفــورز محــص

ــه ــا گون ــورز ) 2تــصويرشماره (ه ــالاخره الكتروف -PCRو ب

RFLP    هـاي مالاسـزيا جداشـده از بيمـاران          برخي از نمونـه

مبتلا به پيتيريازيس ورسيكالر در زير نشان       ) 3تصويرشماره  (

هـا  ي گونـه    بـراي همـه     PCRهاي  محصول. داده شده است  

هـا بـا    پس از هـضم انـدونوكلئازي آن      تقريباً يكسان بوده اما     

. ، پروفيل متفاوتي به دست آمدCfoIآنزيم 

 ;�
9� ���H�+ ��H:� %������M(	 B PCR ��\K ���8� %	 J`
R  28SrDNA �� k6���  f
���h
� �&�> 

1-M.furfur, 2-M.sympodialis, 3-M.globosa, 4-M.restricta, 5-M.sloofiae, 6-M.pachydermatis,
7- M.obtusa, 8-Molecular marker 100bp ladder

 ;�
9� ���H�/��H:� %������M(	 B  #
$PCR-RFLP T��&P 
� ��� %	 )!  CfoI �� i����  f�&�9& .
���h
� �&�>  #
$+ 
� f �� 

 l���� :M.obtuse . M. pachydermatis . M. slooffiae . M.restricta . M.globosa . M.sympodialis .M.furfur 

 �&�9& .M �(�M(�� �*�
� (Ladder 100 bp)
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 ;�
9� ���H�3��H:� %������M(	 m�
�& B  #
$PCR-RFLP�	�
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ــاي    ــه الگوه ــه ب ــا توج ــه RFLPب ــل از گون ــاي  حاص ه

هـاي كـامپيوتري    استاندارد مالاسزيا كه دقيقاً با جـدول داده       

هـاي  د، هويـت ايزولـه  تطبيـق دار ) 1جـدول شـماره   (مربوط  

.باليني تعيين شد

ــه ــامل   گون ــده ش ــدا ش ــاي ج ــورد M.globosa53ه  م

)8/63(%  ،M.furfur24 مـــــــــــــــــــــورد )9/28 (% ،

M.sympodialis3 6/3(مورد (% ،M.restricta 2 مورد 

هيچ موردي  .  بود%) 2/1( يك مورد    M.sloffiaeو%) 4/2(

. مشاهده نشدM.obtusa و M.pachydermatisاز 

 L:�

تا چند سال اخيـر بـراي مالاسـزياهاي عامـل پيتريـازيس           

يـك گونـه    . شـد ورسيكالر، تنها دو گونه در نظر گرفته مـي        

يك گونه چربـي دوسـت   . M.furfurوابسته به چربي به نام     

 ،  M.pachydermatisموسـوم بـه     )اما نه وابسته بـه چربـي      (

بنـدي  هـاي طبقـه   جنس مزبور درحال حاضر بـاتغيير مـلاك       

ــي و   مرف ــاي ژنتيكـ ــه معيارهـ ــك بـ ــك و فيزيولوژيـ ولوژيـ

ي پيشنهادشده ديگـر     گونه 5 گونه است و     7مولكولي شامل   

). 1و2 و13-16و18(بــــراي مالاســــزيا مطــــرح اســــت    

بندي جديد بر اساس نوع و تعـداد نوكلئوئيـدهاي          معيارطبقه

RNA  مـسوول كـدكردن       DNAموجوددر قطعـه سـنگين      

ت قطعه مزبـور ايـن      خاصي.   است  28SrDNAريبوزومي يا   

ــت      ــنس، محافظ ــه ج ــسته ب ــضاي واب ــين اع ــه در ب ــت ك اس
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 بـوده و لـذا بـراي انتخـاب پرايمرهـاي            (Conserved)شده

در ايـن  . هاي مناسـبي وجـوددارد    عمومي جنس در آن محل    

هـاي  مطالعه با در نظر گرفتن نقاط مزبور كه بين تمـام گونـه            

بي بررسي شده مالاسزيا مـشترك هـستند، پرايمرهـاي مناس ـ         

انتخاب و استفاده شد كـه بـا موفقيـت تـوأم بـود و واكـنش                 

PCR         هـاي مالاسـزيا    ، به تقويت قطعه مزبور در تمـام گونـه

از طـرف ديگـر ايـن ناحيـه ژنـومي داراي نقـاط              . منجر شـد  

 در بـين    (variable)كوچكي محتوي نوكلئوتيدهاي متغيـر      

مالاســزياهاي مختلــف بــود و لــذا بــراي انتخــاب آنــزيم يــا  

 به منظور بـرش آن نـواحي و ايجـاد      restrictionهاي  مآنزي

  مناسب براي افتراق مالاسزياها نقاط مناسبي        RFLPالگوي  

آنزيم ) 20(هاي قبلي   در اين تحقيق با توجه به بررسي      . است

CfoIــه ــراي شناســايي ايزول هــاي مالاســزيايي جــدا شــده   ب

.انتخاب شد

ــزيا ر   ــه شــده مالاس ــه پذيرفت ــت گون ــزيم هف ــن آن ا از اي

M.sloffiea و   M.furfurيكديگر افتراق داد و تنها تمـايز        

با افزايش غلظت آگارز در هنگـام       . تا حدودي مشكل است   

رسـد  بـه نظـر مـي     . الكتروفورز، مشكل مزبور قابل حل است     

هزينــه،   راهــي ســاده و كــمPCR-RFLPكــه ايــن سيــستم 

سريع و درعين حال معتبر و دقيق براي شناسـايي مخمرهـاي            

.سزيا استمالا

 مالاسـزياي جـدا شـده از بيمـاران كـه بـا ايـن                83از بين   

تـــرين فراوانـــي متعلـــق بـــه روش شناســـايي شـــدند، بـــيش

M.globosa) 85/63 (%نتـــايج مطالعـــه ترازويـــي و . بـــود

ــا شناســـايي گونـــه ) 21(همكـــاران وي  هـــاي در رابطـــه بـ

ــا   ــران كــه ب ــازيس ورســيكالر در اي مالاســزياي عامــل پيتيري

هاي مورفولوژيك و فيزيولوژيك صـورت       روش استفاده از 

گرفت تا حدود زيادي بـا نتـايج حاصـل از روش مولكـولي              

.حاضر تطابق دارد

هاي صورت گرفتـه،  در      نظر به  اين كه در اغلب مطالعه       

ــه   بـــين مالاســـزياهاي فلـــور طبيعـــي پوســـت انـــسان گونـ

M.sympodialis          به عنوان گونه مالاسـزيايي غالـب بـوده  

هاي بيماران  ، غلبه مالاسزيا گلوبوزا در ضايعه     )22-24(است

ــر وجــود خــصلتپيتيريــازيس ورســيكالر مــي ــد ب هــاي توان

بـه ايـن طريـق    . زايي در اين گونه، دلالت داشته باشد  بيماري

نتايج بررسي حاضر قادر است دردرك پاتوژنيـسيته بيمـاري       

پيتيريازيس ورسيكالركه بيمـاري شـايعي ـ بـه خـصوص در       

تا آنجا كه ما اطلاع داريم . كننده باشدت كمكجوانان ـ اس 

هـاي صـورت   هـاي مطالعـه   اين بررسي از جملـه محـدوديت      

پذيرفته دررابطه با شناسايي عوامل پيتيريازيس ورسـيكالر بـا          

هاي مولكولي در جهـان و اولـين تحقيـق از           استفاده از روش  

بررسي عوامل مالاسزيايي موجـود  . اين دست در ايران است   

هـاي  هاي پسوريازيس با همين روش هدف مطالعه      هدر ضايع 

. رود نتايج آن به زودي منتشر شودبعدي است كه اميد مي

 �&	��-K � �M0�

ــشي     ــت پژوه ــصوب معاون ــرح م ــي ط ــژوهش ط ــن پ اي

دانشگاه علوم پزشكي تهران به اجرا درآمد كه بـدين وسـيله      

ي اعضا  از تمامي مسوولان و كاركنان آن معاونت و نيز همه         

شــوراهاي پژوهــشي معاونــت پژوهــشي دانــشگاه، دانــشكده 

بهداشت و گروه انگل شناسي و قارچ شناسي كمـال تـشكر            

هــا دكتــر پريــوش هــاي آقايــان و خــانماز كمــك. را داريــم

كردبچه، دكتر سـيدجمال هاشـمي، خوشـقدم اميـدي، لـيلا            

. حسين پور و محسن نوروزي نيز صميمانه متشكريم
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