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  ريبوزومي براي DNA مبتني بر پلي مورفيسم PCR-restriction enzymeروش 

 در ايرانهاي درماتوفيتترين گونهشناسايي مهم

، 3، نيلوفرجلالي زند3، خوشقدم اميدي2محمدتقي هدايتي، دكتر 1سيدحسين ميرهنديدكتر 

4 ، پروانه افشار4مجتبي ديده دار

استاديار، گروه انگل شناسي و -2ه بهداشت دانشگاه علوم پزشكي تهران، گروه انگل شناسي و قارچ شناسي دانشكداستاديار، -1

 كارشناس ارشد آزمايشگاه -4 كارشناس آزمايشگاه، -3شناسي دانشكده پزشكي دانشگاه علوم پزشكي مازندران، قارچ

هـا ايجـاد    وست متنوعي موسوم به درماتوفيـت     هاي كراتين د   قارچ وسيلهعفونت پوست، مو يا ناخن است كه        ) كچلي(ز  فيتودرماتو :زمينه و هدف  

هاي آزمايشگاهي معمول بـراي تعيـين       روش. شيوع دارند  و در تمام نواحي ايران نيز        هاي شايعي هستند  عفونت در سرتاسر جهان     ،هاكچلي. شودمي

.  استضروريتري اي معتبرتر و سريعهروشيافتن  و به قدر كافي دقيق و اختصاصي نيست و لذا استهاي مختلف زمان بر هويت درماتوفيت

هـاي ميكروسـكوپيك و     جـه بـه خـصوصيت     جداسـازي  و بـا تو      هـاي درمـاتوفيتي     قـارچ از بيماران مبتلا به كچلي پوست، مو يا ناخن           : روش اجرا 

آن گـاه ناحيـه   . شـد  اسـتخراج و تخلـيص  conical grinderها بـا روش   ژنومي قارچDNA. ها مورد شناسايي قرار گرفتنداكروسكوپيك كلنيم

ITS1-5.8s-ITS2    مربوط به DNA هـا موسـوم بـه     ها بـا اسـتفاده از پرايمرهـاي همگـاني قـارچ            درماتوفيتITS1 و ITS4   و بـه روش واكـنش 

.  مورد هضم اندونوكلئازي قرار گرفتEcoRII آنزيم به كمك  تقويت و تكثير و سپس (PCR)پليمراز ايزنجيره

الگـوي  .   جفـت بـاز مـشاهده شـد         650-750ها يك باند به اندازه حـدود          در هر كدام از ايزوله      PCRهايفورز، محصول پس از الكترو   : يافته ها 

زاي شـايع شـامل   هاي بيمـاري  ، شناسايي و افتراق درماتوفيت   EcoRII  با آنزيم     PCRهايك حاصل از هضم اندونوكلئازي محصول     الكتروفورتي

، منتاگروفيتس، تونسورانس، ويولاسئوم، وروكوزوم، شوئن لايني، ميكروسپوروم كانيس، ژيپسئوم و اپيـدرموفيتون       تريكوفيتون روبروم، اينترديجيتال  

.كردپذير فلوكوزوم را امكان

هـاي  تواند در آزمايشگاه به وابزاري سريع و معتبر باشدهاي مهم   براي افتراق درماتوفيت   ،PCR-REرسد كه اين پروفيل     به نظر مي   : نتيجه گيري 

. اپيدميولوژيك در مقياس وسيع به كار رودهايهشناسي براي اهداف تشخيصي و نيز مطالعمرجع قارچ

PCR-restriction enzyme ، EcoRIIدرماتوفيت، شناسايي،  : واژه هاي كليدي

228-219): 3(10دوره ؛ 1386پاييزفصلنامه بيماري هاي پوست 3/12/85:     پذيرش13/10/85: وصول مقاله 

مقدمه 

هستند) كپكي(اي هاي رشته گروهي از قارچ،هادرماتوفيت

پوست، مو و ناخن انسان و ) شاخي(دار هاي كراتينكه در بافت

هاي  و با ترشح آنزيمشوندمي مستقر جانورانبسياري از 

 به عنوان منبع تغذيه ،، از كراتين)مثل كراتيناز(پروتئوليتيك 

- پاسخ، الاستازنظيرهايي ژنها با توليد آنتيآن.  كنندميتفاده اس

، هاي التهابي ميزبان را برانگيخته و بسته به ميزان واكنش ميزبان

 عامل، محل آناتوميكي درگيري و Strainويرولانس گونه يا 

 دانشگاه علوم پزشكي تهران،تگروه انگل شناسي و قارچ شناسي دانشكده بهداش-سيدحسين ميرهنديدكتر : مؤلف مسوول 

mirhendi@tums.ac.ir: پست الكترونيك 
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هـاي متنـوعي را    موضعي محل درگيري، بيماري   عوامل محيطي و    

،ها در پوست و موي سر و صـورت        درماتوفيت). 1(كنندايجاد مي 

 كچلـي بـدن،     ،كچلي سر و صورت، در پوست بـدون مـوي بـدن           

هـاي پـا و     كچلي كشاله ران، كچلي پا و كچلي دست و در نـاخن           

هـا  از    گاهي نيـز درماتوفيـت    . كنندميدست، كچلي ناخن ايجاد     

تر زنـده، يعنـي درم را       و نواحي عميق  روند  ميسطح اپيدرم فراتر    

 كچلـي عميـق، كريـون،       هـايي نظيـر   مشخـصه  و   كنندميگرفتار  

هاي بيماري) هاكچلي(درماتوفيتوزها  . وردآگرانولوما را به بار مي    

اي جهان، حتي كشورهاي توسعه يافتـه ايجـاد      شايعي را در همه ج    

- در ايران نيز كچلي مو، پوست و ناخن از جمله عفونـت            كندمي

).2(هستندهاي شايع در درماتولوژي 

 و مجموعاً در    هستند گونه   40 متشكل از حدود     ،هادرماتوفيت

، ميكروســـپوروم و اپيـــدرموفيتون جـــاي  جـــنس ترايكوفيتـــون3

هـا خـاك    جايگاه طبيعي زندگي بعضي از درماتوفيـت      . گيرندمي

جـانوران هـاي اجبـاري     بعـضي پارازيـت   ) هـا خاك دوست  (است

هـاي شـاخي    هـاي بافـت   و بعضي نيـز پارازيـت     ) هاحيوان دوست (

و از فـردي بـه فـرد ديگـر سـرايت            ) هـا انسان دوست  (استانسان  

.كنندمي

ها تا سطح گونـه، از نقطـه نظـر تـشخيص            سايي درماتوفيت شنا

تـر و مـؤثرتر بيمـاري، از        آزمايشگاهي و براي درمـان هـر چـه بـه          

هاي انتشار  لحاظ اپيدميولوژيك و اكولوژيك به منظور درك راه       

گيري از هاي انتقال و پيش و سرايت بيماري و آن گاه قطع زنجيره       

يتي بــومي هــر منطقــه و بيمــاري و نيــز شناســايي عوامــل درمــاتوف 

.وتاكسونومي حايز اهميت استشناسيخره ازنقطه نظر زيستبالا

هـاي درمـاتوفيتي بـر اسـاس        هاي سـنتي شناسـايي گونـه      روش

خـصوصيت پـشت و    (هاي مرفولوژيـك ماكروسـكوپيك      ويژگي

و ) روي كلني از لحاظ رنگ، شـكل، بافـت، توپـوگرافي و غيـره             

و عناصــر زايـــشي  هــا   رشـــتههــاي ويژگــي (ميكروســكوپيك  

ــدازه، شــكل و نحــوه درماتوفيــت ــه خــصوص ان  آرايــش يهــا ب

هـا اسـتوار بـوده      هاي  برداشت شده از كلني     در نمونه ) هايدينكو

ــت ــصوصيت  . اس ــي خ ــر آن بررس ــلاوه ب ــيميايي و  ع ــاي بيوش ه

اي، هاي تغذيه بررسي وجود اوره آز، نيازمندي     مانندفيزيولوژيك  

يي ســوراخ كــردن مــو در   هــاي بــرنج، توانــا  رشــد روي دانــه 

هـاي كـشت    آزمايشگاه، بررسي تحمل حرارتي، استفاده از محيط      

 ، Pablum Cerael ، Oatmeal agarنظيــراختــصاصي 

Rice grain ، Christensen's urea agar ، 

Lactritmel agar ، Littman oxgall agar، 

Peptone agar  درصـد يـك ،Sabouraud's dextrose 

agar with NaCl5درصد ، Niger seed medium 8 ، 

 BCP-milkهـا،  گانـه افتـراق ترايكوفيتـون   هـاي هفـت  محـيط 

solids-glucose agarــه ــالاخره مطالع ــه    و ب ــوط ب ــاي مرب ه

هـا بـه كـار      هـا بـراي شناسـايي گونـه       توليدمثل جنسي درماتوفيـت   

شان، رغم ارزش قابل توجه   مزبور به هاي  روش). 3(رفته است مي

شناسـي   گير و هزينه بر و اصولاً مـستلزم كـادر قـارچ       عموماً وقت 

ها بسيار متنـوع و مختلـف و    ضمن اين كه اين روش    . هستندمتبحر  

هـاي  ه و نهايتاً درصـد قابـل تـوجهي از ايزول ـ     است غيردقيق   گاهي

. د ماندمشكوك باقي خواهدرماتوفيتي با هويت مبهم و

 بـر   هـاي مبتنـي   ن روي روش  اهـاي اخيـر توجـه محقق ـ      در سال 

هـا    قـارچ DNAهاي خاصـي از      مولكول هايها و تشابه  اختلاف

هـاي پايـدار و     هـا تفـاوت   در اين روش  ). 4-8(معطوف شده است  

هـاي    منـدرج در ژن    DNAاختصاصي موجود در توالي قطعـات       

مورد به طور مستقيم و غيرمستقيم      ها  ها و از جمله درماتوفيت    قارچ

 ترتيب ارگانيسم مورد نظر تـا       سنجش و آناليز قرار گرفته و به اين       

دست يابي بشر بـه     . شودسطح گونه و حتي زيرگونه شناسايي مي      

  مورد نظر در لولـه آزمـايش از طريـق            DNAتكنولوژي قطعات   

هـاي  ، اهميـت و ارزش روش     (PCR)اي پليمـراز    واكنش زنجيره 

.تر كرده استمولكولي را بيش

ITS1 قطعـات   بـا مطالعـه و آنـاليز كـامپيوتري        اين تحقيق در  

(Internal Transcribed Spacer 1) ، ITS2 و قطعه ژني 

5.8s          موجود در ژن مسوول كد كـردن  RNA    ژن (  ريبـوزومي
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هاجهت شناسايي درماتوفيت /         PCR-restriction enzyme 221 روش

و آن گاه درك نواحي مشابه و متفـاوت ايـن       ) rDNAموسوم به   

اقـدام    تنها با يك جفت پرايمر PCRقطعه، به تكثير آن از طريق      

 و بـا  يـك آنـزيم بـا اثـر محـدود         اه با استفاده از تنهـا        و آن گ   شده

هـاي  توجه به الگوي حاصل از پليمرفيـسم حاصـل از تـأثير آنـزيم      

  و بررسي وزن قطعات (restriction enzymes)محدودالاثر 

حاصله با استفاده از الكتروفورز، به شناسايي و افتراق آن دسـته از              

. كه در ايران و جهـان شـايع هـستند         اقدام شده است    ها  درماتوفيت

رسد كه معرفي اين روش و اسـتفاده از آن در شناسـايي            به نظر مي  

هــا كـه بــراي اولـين بــار در ايــران   هــاي عامـل كچلــي درماتوفيـت 

تر و فراگيرتر   هاي هر چه دقيق   ، راه را براي بررسي    صورت گرفت 

. كندها در ايران هموارتر مرتبط با انتشار و اپيدميولوژي آن

روش اجرا 

هـا و   صيف خـواص مرفولوژيـك درماتوفيـت      اين مطالعه با تو   

هـا بـه منظـور      هاي كامپيوتري اسـيدهاي نوكلئيـك آن      تحليل داده 

بـه اجـرا درآمـده      هـا،   اندازي روشي معتبـر بـراي شناسـايي آن        راه

.استتحليلي - توصيفيايمطالعه اين مطالعه لذا . است

هـاي درمـاتوفيتي شـامل      قـارچ : هاي مورد مطالعـه     درماتوفيت

 منتــاگروفيتس  ،(T. rubrum)هــاي روبــروم   يكوفيتــون ترا

(T. mentagrophytes)،اينترديجيتــــــــال 

(T. interdigital) تونـــسورانس ،(T. tonsurans) ،

ــئوم  ــوزوم،(T. violaceium)ويولاســـ  وروكـــ

(T. verrucosum)،    شـوئن لاينـي (T. schoenleinii) ،

ــپوروم ــاني ميكروسـ ــاي كـ ــسئوم و(T. canis)س هـ  ژيپـ

(M. gypseum)ــوزوم و ــدرموفيتون فلوكــــ  اپيــــ

(E. floccosum)هاي گرفتـه شـده از بيمـاران    ، از كشت نمونه

ــي  ــه كچل ــتلا ب ــه   مب ــده ب ــه كنن ــاخن مراجع ــو و ن ــاي پوســت، م ه

هاي علوم پزشـكي مازنـدران      شناسي دانشگاه هاي قارچ آزمايشگاه

ها با توجه به مرفولوژي ميكروسـكوپي  اين قارچ. شدو تهران جدا   

هـاي  ها و در صورت لزوم استفاده از تـست        و ماكروسكوپي كلني  

بيوشيميايي يا فيزيولوژيك از جمله تست اوره آز مورد شناسـايي           

هـــاي مـــورد مطالعـــه روي محـــيط درماتوفيـــت. قـــرار گرفتنـــد

500حاوي  ) درصد5/1(، آگار )درصد1(، پپتون   )درصد2(گلوكز

هـاي  در ليتر سيكلوهگزاميد پاسـاژ داده شـد و ميـسليوم       گرم  ميلي

ليتـري منتقـل و تـا موقـع      ميلي 5/1هاي   برداشت و به تيوپ    حاصله

. شدداري  نگه-20  در فريزر DNA استخراج برايلزوم 

تـــوالي : آنـــاليز كـــامپيوتري تـــوالي نوكلئوتيـــدهاي هـــدف 

-ITS1 مربــوط بــه ناحيــه DNAهــاي نوكلئوتيــدهاي مولكــول

5.8S-ITS2 واقـــع در ژن  DNA   ريبـــوزومي، متعلـــق بـــه  

Strainهــا، موجــود در بانــك ژن هــاي متعــددي از درماتوفيــت

(GenBank)   ــت ــبكه اينترنــــ ــي در شــــ ــل دسترســــ   قابــــ

(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/)     با اسـتفاده ، 

ــرم ــاي از ن ــواحي  Genetyx  و DNASISافزاره ــث ن  از حي

مـورد بررسـي و    اً مشابه و نواحي متفاوت      كاملاً مشابه، نواحي نسبت   

هـاي مـورد مطالعـه و شـماره دسترسـي           گونـه . قرار گرفتند مطالعه  

هـا در   هاي مربوط بـه هـر كـدام از گونـه          اينترنتي مرتبط با استرين   

. درج شده است1جدول شماره 

  و مـشترك     (Conserved)هـاي محافظـت شـده       از قسمت 

جفـت پرايمـر يونيورسـال      هاي مورد مطالعـه يـك       بين درماتوفيت 

 ITS1-5'-TCC GTA GGT GAAدرماتوفيتي با سكانس 

CCT GCG G-3'   بــــه عنــــوان پرايمــــر رفــــت و  

ITS4-5'-TCC TCC GCT TAT TGA TAT G-3'
. شدبه عنوان پرايمر برگشت انتخاب 

هـاي    در گونـه    (Variable)با مطالعه دقيق نـواحي متفـاوت        

الذكر حـدود  از نرم افزارهاي فوقمختلف درماتوفيتي و با استفاده  

ــا اثــر محــدود آنــزيم 600  مــورد (Restriction enzyme)ب

  به عنـوان    EcoRIIآزمون كامپيوتري قرار گرفت و نهايتاً آنزيم        

محـل بـرش ايـن      . ها انتخـاب شـد    آنزيم مناسب براي افتراق گونه    

. استCCWGGآنزيم 
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-ITS1-5.8S مربوط به توالي ناحيه (GenBank)  بانك ژن (Accession numbers)هاي دسترسي  شماره-1جدول شماره 

ITS2هاي مختلف، استفاده شده در اين تحقيق درماتوفيت

هاي دسترسي مورد استفادهشمارهگونه درماتوفيت

,AJ853746ترايكوفيتون روبروم AM049995, AB194245, Z97993, U18352, AJ270808, AJ270807

 ,AJ876479, AJ876478, Z98001, Z98000, Z97999, Z97998, Z97997, Z97996, AJ876479روفيتسترايكوفيتون منتاگ
AJ876478, Z97995, Z97994

 ,AJ853747, AB214318, AB166667, AB166665, AB166664, AB66663, AB094675ترايكوفيتون تونسورنس
AB094674, AB094659, AB094658, Z98008, Z98007, Z98006, Z98005

Z98002, Z98003, Z98004, AB058851ترايكوفيتون وروكوزوم

AB194246, AM049998, AJ270811ترايكوفيتون ويولاسئوم

AJ853757, Z98010, Z98011ترايكوفيتون شوئن لايني

 ,AB193649, AB193632, AB193630, AB193612, AB193611, AB193610, AJ000619ميكروسپوروم كانيس
AJ000618, AJ000617

AJ970150, AJ970141, AJ853774, AB193675, AB193671ميكروسپوروم ژيپسئوم

AJ853758,AJ000629اپيدرموفيتون فلوكوزوم

هـاي  ليومس ميكروليتـر از مي ـ    10-20حدود   : DNAاستخراج  

هـاي مـورد    هـاي درماتوفيـت   برداشت شده از هـر كـدام از كلنـي         

 ميكروليتـر   350يتري اپندرف منتقـل و       ميلي ل  5/1مطالعه به تيوب    

ــز  ــافر ليــ ــولار (بــ ــي مــ ــولار  Trisده ميلــ ــي مــ ــك ميلــ ، يــ

[pH=8]EDTA      صد ميلي مولار ، NaCI     دو درصد تريتون ، 

X-100     و يك درصد SDS (    نمونه با اسـتفاده  . شدبه آن اضافه

 IEDA Japan ، Conical(از دستگاه خردكننـده مخروطـي   

grinder (     و پـس از سـانتريفوژ در         خـرد  طي حدود يك دقيقـه 

 دقيقه، مايع رويي به تيـوب جديـد منتقـل و            5 به مدت    5000دور  

. بـه آن افـزوده شـد   ) 1:1(كلروفـرم  -حجم مساوي از مخلوط فنل    

پس از ورتكس و سانتريفوژ، مايع رويـي بـا اسـتفاده از كلروفـرم                

مجدداً استخراج و فاز آبي رويي به تيـوب جديـد منتقـل و حجـم            

 مـولار   3 ايزوپروپانول و يك دهم حجم استات سـديم          مساوي از 

(pH=5.2)     20ها به مـدت ده دقيقـه در         نمونه. شد به آن اضافه-

15 بـه مـدت   12000درجه سانتي گراد انكوبـه و آن گـاه در دور    

 و   درجـه شـست    70، رسوب حاصله بـا الكـل        شددقيقه سانتريفوژ   

ديونيزه حـل  ميكروليتر آب مقطر 50و رسوب نهايي در  يافت  شو  

.شدداري  نگه-20 لازم در فريزر زمان گرديده و تا 

DNAيـك ميكروليتـر    : (PCR)اي پليمراز   واكنش زنجيره 

هــر كــدام از  پيكومــول از 20هــا، اســتخراج شــده از درماتوفيــت

G،T،A ميكرومولار از هر كدام از نوكلئوتيـدهاي         10پرايمرها،  

 ميكروليتـر  5 وTaq DNA Polymerase واحـد  C ،25/1و 

 به حجم لازم از آب مقطر تا رسـيدن بـه حجـم نهـايي              PCRبافر  

 و در دسـتگاه ترمـال   شد ميكروليتر اضافه و مخلوط 50واكنش به   

قـرار داده  ) سـاخت اسـتراليا  (Corbett Researchسيكلر مدل 

گـراد   درجه سـانتي   94:   عبارت بود از    PCRبرنامه حرارتي   . شد

45گـراد بـه مـدت        درجه سانتي  94 دقيقه يك سيكل،   5به مدت   

 درجـه سـانتي     72 ثانيـه و     45 درجه سانتي گراد به مـدت        58ثانيه،  

 درجـه سـانتي    72گراد به مدت يك دقيقه، در سي سيكل و نهايتاً           

  در   PCRهـاي در صورت لزوم محصول   .  دقيقه 7گراد به مدت    

.گرديدداري ميفريزر يا يخچال نگه

ــصول  ــدونوكلئازي مح ــضم ان ــاه ــر  : PCRيه ده ميكروليت

 واحـد آنـزيم   5 ميكروليتر بـافر مربـوط،       5/1  با    PCRازمحصول  

EcoRII              و حجم لازم از آب مقطر تا رسيدن به حجـم واكـنش  
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هاجهت شناسايي درماتوفيت /         PCR-restriction enzyme 223 روش

 ميكروليتري مخلـوط و     200 ميكروليتر در يك تيوب      15نهايي به   

.  درجه سانتي گراد انكوبه شد37 ساعت در حرارت 2به مدت 

DNAهـاي  ور قابل رؤيت كردن مولكول   به منظ : الكتروفورز

 و هــضم DNA ،PCR اســتخراج هــايهــر كــدام از محــصول

هاي مربوط به اسـتخراج در      نمونه(اندونوكلئازي، روي ژل آگارز     

هـاي   درصـد و نمونـه  5/1  در ژل  PCRهـاي   درصد، نمونـه  1ژل  

RE ــد2  در ژل ــدت  )  درص ــه م ــراري   30-60ب ــا برق ــه و ب  دقيق

ژل آگـارز در    . شـد  ولت الكتروفورز    100دل  اختلاف پتانسيل معا  

به مـدت ده    )  ميكروگرم در ميلي ليتر    5/0(محلول اتيديوم بروميد    

 و پـس از دوبــار شــست و شـو بــا آب مقطــر   شــدور دقيقـه غوطــه 

Uvitec  با استفاده از تـرانس ايلومينـاتور مـدل            DNAباندهاي  

د مــورUvidocبــا اســتفاده از مــورد معاينــه و در صــورت لــزوم 

.گرفتعكس برداري ديجيتالي  قرار مي

يافته ها 
تمـام  : هـاي درمـاتوفيتي   هـاي نوكلئوتيـدي گونـه     آناليز تـوالي  

كـه بـه ناحيـه محافظـت     (هاي درماتوفيتي در ابتداي سكانس     گونه

ــق اســت18Sشــده  ــاي ســكانس )متعل ــه  (، در انته ــه ناحي ــه ب ك

ه كـه ب ـ  (و در اواسـط سـكانس       ) متعلق اسـت  28Sمحافظت شده   

هـاي  و در گونـه   تقريباً مشابه بـوده     ) متعلق است 5.8Sناحيه ژني   

اختلاف ناچيزي ديده شد، ولي در نـواحي غيركـد دهـي            مختلف  

ITS1 و  ITS2 بــا وجــود تــشابه زيــاد، تعــداد قابــل تــوجهي از  

 و بـه عبـارت   اسـت هـاي مختلـف متفـاوت    بازهاي آلـي در گونـه    

 بـراي  هـا همين اخـتلاف . شوداي ديده ميحظهديگر نوع قابل ملا 

.انتخاب آنزيم مناسب كافي به نظر رسيد

: هــا بــراي افتــراق درماتوفيــت،  مناســبPCR-REطراحــي 

هـا بـه    هـاي درماتوفيـت   ها مربوط به هر كدام از گونه      تمامي توالي 

مـورد هـضم انـدونوكلئازي تـك تـك         ) ديجيتـالي (طور مجـازي    

ــزيم ــدودالاثر  آن ــاي مح ــرار (Restriction enzymes)ه  ق

هـيچ  ها  ها در همه يا بعضي از درماتوفيت      بسياري از آنزيم  . گرفت

هــا در آنهــا نيـز گرچــه  بـسياري از آنــزيم . نداشــتندمحـل برشــي  

هـــا در هـــاي بـــرش زيـــادي داشـــتند ولـــي ايـــن محـــل محـــل

 افتـراق   بـراي هاي مختلف آن قدر متفـاوت نبـود كـه           درماتوفيت

ها از لحـاظ    ي از آنزيم  تنها تعداد معدود  . ها كمك كننده باشد   آن

 آن ITS2 و ITS1 در نــواحي (Cutting Site)محــل بــرش 

 افتــراق و شناســايي بــرايهــا قــدر متنــوع بودنــد كــه بتــوان از آن

هـا، نهايتـاً آنـزيم     آنـزيم ياز بـين همـه  . درماتوفيت سـود جـست    

EcoRIIبراي اين منظور برگزيده شد   .

-ITS1-5.8S، طول قطعات مربوط به قطعه       2جدول شماره   

ITS2 هـاي مهـم درمـاتوفيتي كـه بـا           هر كدام از گونـه     مرتبط با

اند و نيز قطعـات حاصـل از        توجه به پرايمر مورد نظر انتخاب شده      

  در مـورد  EcoRIIهضم اندونوكلئازي پس از استفاده از آنـزيم   

شـود  چـه ملاحظـه مـي   چنـان . دهدها را نشان ميهر كدام از گونه  

هــاي مــورد مطالعــه داراي وزن درماتوفيــت  در تمــام ITSناحيــه 

، ولـي   اسـت )  جفـت بـاز    758 تا   670بين  (مولكولي تقريباً يكسان    

، برحـسب محـل بـرش آنـزيم،         EcoRIIپس از بـرش بـا آنـزيم         

ــي  ــه دســت م ــاوتي ب ــات متف ــدقطع ــاوت. آي ــن تف هــاي طــولي اي

.استPCR-REها با روش ها مبناي افتراق گونهمولكول

  مربوط بـه     PCRهايكتروفورز محصول  ال ،1تصوير شماره   

چنان چه  . دهدهاي پاتوژن را نشان مي    هاي شايع درماتوفيت  گونه

 و  اسـت  جفـت بـاز      700شود اندازه قطعات در حدود      ملاحظه مي 

ــكانس    ــامپيوتري س ــاليز ك ــه از آن ــه ك ــا آن چ ــدرج در  ب ــاي من ه

GenBank كاملاً تطابق دارد) 2جدول شماره (  به دست آمد.

  مربوط به    DNAهاي  ، الكتروفورز محصول  2شماره  تصوير  

هاي با آنـزيم    ها پس از هضم محصول    هاي شايع درماتوفيت  گونه

چنــان چــه مــشاهده . دهــد  را نــشان مــيEcoRIIانــدونوكلئازي 

ي بانـدها و شـكل كلـي و الگـوي هـر كـدام از                شود، انـدازه  مي

دازه ها طوري است كه با كمي دقت و بـا در نظـر داشـتن ان ـ               گونه

تـوان گونـه درماتوفيـت را بـاز         مي) 2جدول شماره   (دقيق قطعات   

ــناخت ــوي . ش ــه PCR-REالگ ــورد گون ــون   در م ي تريكوفيت

روبروم و تريكوفيتون ويولاسئوم بسيار شـبيه بـه يكـديگر اسـت و      

.ها دقت كردبايستي براي افتراق آن
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ITS2 و ITS1هاي درماتوفيتي با پرايمرهاي ام از گونه هر كدITSي مربوط به ناحيه DNA اندازه قطعات -2جدول شماره 

شود ترايكوفيتون منتاگروفيتس همان طور كه ملاحظه مي. EcoRIIقبل و بعد از هضم اندونوكلئازي با آنزيم محدودالاثر 

.باشد متفاوت ميRE الگوي 2 الگو و ميكروسپوروم كانيس داراي 6داراي 

اندازه محصولات پس از برش با  حسب جفت بازاندازه مولكول برگونه درماتوفيت

آنزيم بر حسب جفت باز

692164،368،65،95ترايكوفيتون روبروم

ترايكوفيتون منتاگروفيتس

626

707

705

700

705

714

182،247،124،50،14،9

428،124،50،105

180،247،124،50،104

179،360،20،141

428،124،50،103

554،20،45،95

68353،102،251،124،50،103ون تونسورنسترايكوفيت

670164،368،20،45،73ترايكوفيتون ويولاسئوم

685406،124،52،103ترايكوفيتون شوئن لايني

676517،20،139ترايكوفيتون وروكوزوم

758209،361،20،168اپيدرموفيتون فلوكوزوم

666179،289،33،19،146ميكروسپوروم ژيپسئوم

737روم كانيسميكروسپو
441،165،131

441،165،28،103

هاي شايع با استفاده  ي درماتوفيتrDNA در ITSهاي ناحيه  حاصل از تكثير مولكول PCRهاي الكتروفورز محصول-1تصوير شماره 
. ينترديجيتال تريكوفيتونتريكوفيتون ا:  به ترتيب عبارتند از 1-10هاي نمونه.  درصد5/1 روي آگارز ITS4 و ITS1از پرايمرهاي 

 تريكوفيتون وروكوزوم، تريكوفيتون روبروم، تريكوفيتون تونسورانس، ،منتاگروفيتس، ميكروسپوروم كانيس، اپيدرموفيتون فلوكوزوم
 جفت بازي100 مولكولي ر  ماركMي، نمونه ويولاسئوم و تريكوفيتون شوئن لاينميكروسپوروم ژيپسئوم، تريكوفيتون 
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هاجهت شناسايي درماتوفيت /         PCR-restriction enzyme 225 روش

 درصد پس از هضم محصولات با 2ها روي آگارز هاي شايع درماتوفيت  گونهITS  قطعه PCRهاي الكتروفورز محصول-2اره تصوير شم
 واريته جفت بازي، تريكوفيتون منتاگروفيتس100ماركرمولكولي :  از چپ به راست به ترتيب عبارتند از1-10هاي  ، نمونهEcoRIIآنزيم 

تاگروفيتس واريته اينترديجيتال، تريكوفيتون منتاگروفيتس واريته ديگر، تريكوفيتون شوئن لايني، منتاگروفيتس، تريكوفيتون من
ومپسئيكروسپوروم كانيس و ميكروسپوروم ژاپيدرموفيتون فلوكوزوم، تريكوفيتون روبروم، تريكوفيتون تونسورانس، مي

بحث

هـا بـر    شناسايي، طبقه بنـدي و تاكـسونومي سـنتي درماتوفيـت          

خـلاف  هـا و  كپـك  و هم چون ساير      استها  س مرفولوژي آن  اسا

نقــش چنــداني  در ايـن خــصوص  ،مخمرهـا، فيزيولــوژي و تغذيــه 

هـاي متعـددي    مطالعهPCRپس از ابداع تكنولوژي . نداشته است 

.  شـد  اجـرا هـا بـا اسـتفاده از ايـن تكنيـك            براي افتراق درماتوفيت  

از جمله  RAPD-PCRاستفاده از پرايمرهاي تصادفي در روش       

 وي و همكـاران Liu). 9و10(كردها اسـت  ترين اين روي  قديمي

 گونـه درماتوفيـت   25 پرايمر تصادفي بـراي افتـراق   4با استفاده از  

هـاي  ايـن روش اشـكال    ). 8(معرفي كردند RAPDيك الگوي   

خاص خود نظير كم بـودن قابليـت تكـرار و مـشكل بـودن آنـاليز                 

ترين تكنيك بـراي شناسـايي      جديدترين و معتبر  . نتايج را داراست  

(Sequencing)هــــا اســــتفاده از تعيــــين تــــوالي ارگانيــــسم

رغـم  پرواضح است كه ايـن كـار بـه          .  است DNAهاي  مولكول

 و لـذا تنهـا      اسـت گير و پرهزينه       معمولاً وقت  ،دقت و اعتبار عالي   

از جملـه   . توان قطعات با اندازه كوچك را تعيين تـوالي كـرد          مي

ــات  ــسياDNAقطع ــداف تاكــسونوميك،    ب ــراي اه ــا ارزش ب ر ب

ــولي،   ــدميولوژي مولكـ ــك و  اپيـ ــوزومي DNAفيلوژنيـ ي ريبـ

(rDNA)  هاي مختلفـي اسـت كـه       اين ناحيه داراي بخش   .   است

ــي 18S ، 28S ، 5.8Sماننـــدبعـــضي  (Coding)  در رمزدهـ

 بـه عنـوان    IGS و   ITS1   ، ITS2نظيـر نقش داشته و بعضي نيـز       

ها هنوز مـشخص     و نقش ژني آن    هستندها مطرح فضاانداز بين ژن  

بــا ايــن وجــود قطعــات مزبــور بــه عنــوان ابــزار). 11(نــشده اســت

. دارنــدارزش بــالايي  تاكــسونومي هــايمولكــولي بــراي مطالعــه

ها و در مـورد بـسياري     در بسياري مطالعهITS2 و  ITS1نواحي  

.  تعيين تـوالي شـده اسـت       )12-14(ها  ها از جمله درماتوفيت   قارچ

، ژن كيتين سنتاز نيز براي ايـن اهـداف بـه كـار              rDNAوه بر   علا

 اشـاره شـد، تعيـين تـوالي بـه           در فـوق  همان طـور كـه      . رفته است 
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هاي روتين كلينيكي   واسطه هزينه بالا و وقت مورد نياز براي تست        

بـراي   و لـذا هنـوز     نيـست هاي اپيدميولوژيك مفيـد     و براي مطالعه  

 معتبر و سريع و ساده احـساس        نياز به روش  ها  شناسايي درماتوفيت 

 تعيـين  ها كه تا حـدود زيـادي معايـب   ين روشاز جمله ا  . كندمي

PCR-RE بلكه بعضي محاسن آن را دارا اسـت،  ندارد،توالي را  

براي طراحـي   . است كه در مطالعه حاضر از آن استفاده شده است         

هـا در   هـا، تنـوع تـوالي       به منظور افتراق گونه     PCR-REسيستيم  

 وجـود   ، ديگـر  يهاي مختلف ضـروري و مهـم ولـي از طرف ـ          گونه

 وابـسته بـه يـك گونـه خـاص نـامطلوب و              هـاي strainتنوع بين   

ايبـــه عبـــارت ديگـــر تنـــوع بـــين گونـــه      . مـــزاحم اســـت 

(inter-species variation) مطلـــوب ولـــي تنـــوع درون 

لـذا  . اسـت   نـامطلوب  (inter-species variation)اي گونه

ها نيز مورد بررسـي قـرار       اي درماتوفيت  گونه لازم بود تنوع درون   

ــرد ــرم    . گي ــي از ن ــك يك ــه كم ــار ب ــن ك ــج در  اي ــاي راي افزاره

.  پـذيرفت  صـورت تحقيـق     در اين     (DNASIS)بيوانفورماتيك  

نه تـوالي مربـوط بـه       بختابه جز ترايكوفيتون منتاگروفيتس، خوش    

. ه قدر كافي ثابت و غيرمتغير بودها بساير گونه

ــژوهش حا ــه  در پ ــر مجموع ــراي ITS1-5.8S-ITS2ض   ب

به عنـوان قطعـه   PCR-REها در يك سيستم   بررسي درماتوفيت 

علت اين انتخاب اين اسـت      . مورد استفاده قرار گرفته است    هدف  

و صل   مت ـ28S و 18Sهـاي  كه اين مجموعه در دو طرف بـه ژن    

ي و در تقريبـاً همـه    هـستند قطعات مزبـور بـسيار محافظـت شـده          

انـد و لـذا بـراي انتخـاب يـك جفـت پرايمـر            ها مـشابه  درماتوفيت

. انـد موسومITS4 و   ITS1اين پرايمرها به    . نداهمگاني مناسب   

  داراي نــواحي متغيــر  ITS2 وITS1از ســوي ديگــر نــواحي   

مناسـب  هـايي    كه براي انتخـاب آنـزيم يـا آنـزيم          هستند) واريابل(

بــا PCR-REسيــستم ). 11(انــدهــا مناســببــراي افتــراق گونــه

هاي ديگـري هـم بـه كـار رفتـه        در مطالعهITSاستفاده از نواحي    

Mochizukiهـاي  تـوان بـه مقالـه   هـا مـي   از جملـه آن    است كه 

منتهـــا در مطالعـــه حاضـــر . اشـــاره كـــرد) 6 (Jacksonو ) 15(

 از بيمـاران جـدا      تريبيشهاي رايج در ايران كه با فراواني        گونه

بـراي جداسـازي   ه حاضـر   در مطالع ـ . شـد شوند، مدنظر گرفتـه     مي

DNA     از روش سريع اما با كيفيت بالاتر استفاده شـد بـه طـوري

  با موفقيت و با كميـت و  DNAكه اكثريت قريب به اتفاق مورد  

حـسن ايـن روش يكـي       . شـد كيفيت مطلوب استخراج و تخليص      

سرعت عمل به خاطر حذف بسياري از مراحل معمول اسـتخراج،           

زمان كـردن بـسياري      به خاطر هم    و ديگري صرفه اقتصادي    است

.مراحل متعدد در يك مرحله است

 بـراي   با اثر محدود  هاي  در اين مطالعه هم چنين انتخاب آنزيم      

بــر اســاس تــوالي   بــه طــور آگاهانــه و PCRشكــستن محــصول 

براي انتخـاب   ها   مطالعه  از در بسياري . نوكلئوتيدها صورت گرفت  

كننـد، يعنــي  تفاده مــيمعمـولاً از روش آزمــون و خطـا اس ـ  آنـزيم  

هـاي  هـاي متفـاوت را عمـلاً بـراي بـرش محـصول       ليستي از آنزيم  

PCR    گيرند تا سرانجام آنزيم نسبتاً مطلوبي بـه دسـت            به كار مي

هـا  آيد ولي در مطالعه حاضر با استخراج حجم زيادي از سـكانس        

. شـد  انتخاب EcoRII آنزيم،هاي مختلف در رابطه با درماتوفيت   

هـاي مختلـف طـوري        را در درماتوفيـت     ITSطعـات   اين آنزيم ق  

 در   درصـد  2دهد كه پس از الكتروفورز روي ژل آگارز         برش مي 

  بـه دسـت و       DNA، اوزان مختلفي از     ها  مورد هر كدام از نمونه    

دهـد و لـذا       مناسـبي ارايـه مـي       PCR-REدر مجموع الگوهـاي     

دول ج ـ(د  وشميها برگزيده   همين آنزيم براي افتراق درماتوفيت    

).2 و تصوير شماره 2شماره 

هـاي مختلـف منـدرج      از ژن هاي ديگر   در مطالعه ،نويسندگان

ــستم rDNAدر  ــراي DNA bases-PCR-RE  و از سي  و ب

اند كـه  دههاي پاتوژن استفاده كري از قارچهاي ديگرافتراق گروه 

، )16(هـاي شـايع كانديـدا       توان به افتـراق گونـه     ها مي از جمله آن  

ــ ــراق تم ــهافت ــزيا ام گون ــده مالاس ــناخته ش ــاي ش ــراق) 17(ه و افت

C. albicans از C. dubliniensis) 18(  كـه از   اشـاره كـرد 

العـاده بـه هـم شـبيه        نقطه نظـر فيزيولوژيـك و مرفولوژيـك فـوق         

. هستند
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هـا در كـشور مـا بـه خـصوص در ميـدان              استفاده از اين روش   

موفــق  و لــذا اجــراي اســتشناســي پزشــكي تقريبــاً جديــد قــارچ

 و  هـا تواند در حـل بعـضي از معـضل        هايي از اين دست مي    طرح

 بهداشتي، پزشكي و اپيـدميولوژيك كـشور راه گـشا       هايپرسش

. باشد

References

1-Kwong-Chung KJ, Bennett JE (eds). Medical mycology. Philadelphia: Lea and Febiger, 1992.

2-Khosravi AR, Aghamirian MR, Mahmoudi M. Dermatophytoses in Iran. Mycoses. 1994; 37: 43-48. 

3-Weitzman I, Summerbell RC. The dermatophytes. Clin Microbiol Rev 1995; 8: 240-59.

4-Graser Y, el-Fari M, Presber W, et al. Identification of common dermatophytes (Trichophyton, Microsporum, 

Epidermophyton) using polymerase chain reactions. Br J Dermatol 1998; 138: 576-82.

5-He G, Li J, Ding J, Tan Z. Identification of common species of dermatophytes by PCR-RELP. Immunol 2001; 45: 

209-16. 

6-Jackson CJ, Barton RC, Evans EG. Species identification and strain differentiation of dermatophyte fungi by 

analysis of ribosomal-DNA intergenic spacer regions. J Clin Microbiol 1999; 37: 931-36. 

7-Leclerc MC, Philippe H, Gueho E. Phylogeny of dermatophytes and dimorphic fungi based on large subunit 

ribosomal RNA sequence comparisons. J Med Vet Mycol 1994; 32: 331-41.

8-Liu D, Coloe S, Baird R, Pedersen J. Application of PCR to the identification of dermatophyte fungi. J Med 

Microbiol 2000; 49: 493-97. 

9-Mochizuki T, Sugie N, Uehara M. Random amplification of polymorphic DNA is useful for the differentiation of 

several anthropophilic dermatophytes. Mycoses 1997; 40: 405-9. 

10-Zhong Z, Li R, Li D, Wang D. Typing of common dermatophytes by random amplification of polymorphic DNA.

Jpn J Med Mycol 1997; 38: 239-46.

11-Iwen PC, Hinrichs SH, Rupp ME. Utilization of the internal transcribed  spacer regions as molecular targets to 

detect and identify human fungal pathogens. Med Mycol 2002; 40: 87-109.

12-Makimura K, Tamura Y, Mochizuki T, et al. Phylogenetic classification and species identification of dermatophyte 

strains based on DNA sequences of nuclear ribosomal internal transcribed spacer 1 resions, J Clin Microbiol 1999; 

37: 920-24. 

13-Makimura K, Tamura Y, Murakami A, et al. Cluster analysis of human and animal pathogenic Microsporum 

species and their teleomorphic states, Arthroderma species, based on the DNA sequences of nuclear ribosomal 

internal transcribed spacer 1. Microbiol Immunol 2001; 45: 209-16.

14-Yoshida E, Makimura K, Mirhendi H, et al. Rapid identification of Trichophyton tonsurans by specific PCR based 

on DNA sequences of nuclear ribosomal internal transcribed spacer (ITS)1 region. J Dermatol Sci 2006; 42: 225-30.

15-Mochizuki T, Tanabe H, Kawasaki M, et al. Rapid identification of Trichophyton tonsurans by PCR-RFLP 

analysis of ribosomal DNA regions. J Dermatol Sci 2003; 32: 25-32.

16-Mirhendi H, Makimura K, Khoramizadeh M, Yamaguchi H. A one-enzyme PCR-RFLP assay for identification of 

six medically important Candida species. Jap J Med Mycolog 2006; 47: 225-29. 

Archive of SID

www.SID.ir



1386پاييز، 3 شماره 10هاي پوست، دوره فصلنامه بيماري/  228

17-Mirhendi H, Makimura K, Zomorodian K, et al. A simple PCR-RFLP method for identification and differentiation 

of 11 Malassezia species. J Microbiol Methods 2005; 61: 281-84. 

18-Mirhendi H, Makimura K, Zomorodian K, et al. Differentiation of Candida albicans and Candida dubliniensis 

using a single- enzyme PCR-RFLP method. Jpn J Infect Dis 2005; 58: 235-37. 

 

Archive of SID

www.SID.ir


