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در برابر  منتاگروفایتیس ترایکوفایتونهاي عیین تنوع ژنتیکی و حساسیت جدایهت
ي اتانولی بنسرخاثرات ضدقارچی عصاره

5علیرضا خسرويو  4اله شکري، حجت3، مینو سلطانی*2زاده، عقیل شریف1خضرلوسعید رزاقی

26/8/95: تاریخ پذیرش25/12/94:  تاریخ دریافت

خلاصه
هاي پروتئولیتیک مانند کراتیناز به اپیدرم آنزیم تولیدبا ها قادرند آن. ها با خواص کراتینوفیلیک هستند یک گروه از قارچها درماتوفیت

هاي  این گونه بر اساس ویژگی. استجهانی گونه درماتوفیتی شایع  یکروفایتیس منتاگ ترایکوفایتون. برندشاخی تهاجم  يبه ویژه لایه
ها به و حساسیت آن ترایکوفایتون منتاگروفایتیسبالینی  يجدایه 20ژنتیکی  تنوعدر این مطالعه .داردیهاي مختلفواریتهژنتیکی
– RAPDها با روش ژنتیکی جدایهتنوع .شدندارزیابی بنسرخ گیاه اتانولی يعصاره PCRپرایمر  4با استفاده ازOPN16،A08 ،

OPD18  وR28استاندارد با روش بنسرخ ي به عصاره ترایکوفایتون منتاگروفایتیسهايحساسیت جدایه ،سپس .سنجش شد
حالیدر ،)MIC :mg/ml3/20میانگین(بودند mg/ml3/49وmg/ml1/6ها بینجدایهMICمقادیر.شدتعیینمیکرودایلوشن براث 

واکنش  در تکثیر شده DNAقطعه  MFC:mg/ml6/40( .28میانگین(بودند 3/49وmg/ml6/24ها بینجدایه MFCمقادیرکه 
RAPD-PCR قطعات ترین بیش. ندبه دست آمدDNA پرایمرمربوط به ) باند9(شده تکثیرOPD18پرایمر . بودندR28ترین کم

بر منتاگروفایتیسترایکوفایتوني جدایه 20گروه اصلی را بین  3شده  دندروگرام ترسیم.را نشان داد) باند5(تکثیر شده  DNAقطعات 
 2در گروه ) درصد 75(منتاگروفایتیسترایکوفایتونهاي اکثر جدایه. شناسایی کرد درصد 65ي ژنتیکی پرایمرها در فاصله تماماساس 
ترایکوفایتون هاي  که تمام ژنوتیپ شدگیري  نتیجه. مشاهده شدجدایه  2تشابه ژنتیکی فقط بین  درصد100و  گرفتندقرار 

ممکن است از اهمیت  ترایکوفایتون منتاگروفایتیسبین حساسیت ضدقارچی و ژنوتیپ  ارتباط.بودندبنسرخ حساس به  منتاگروفایتیس
.تري براي اثبات این یافته ضروري هستند درمانی برخوردار باشد و مطالعات گسترده يبالقوه

بنسرختنوع ژنتیکی، حساسیت ضد قارچی، ،ترایکوفایتون منتاگروفایتیسدرماتوفیت، :کلیديکلمات 

مقدمه
 3ها هستند که شامل ها گروهی از قارچدرماتوفیت.

-می میکروسپورومو  یتونااپیدرموف، ترایکوفایتونجنس 

ها توانایی کلونیزه شدن در این دسته از قارچ. باشند
، ترایکوفایتونجنس  .را دارا هستند آن میپوست و ضما

درماتوفیتی است که از خاك، بدن انسان و یا حیوانات 
قادر به هضم کراتین بوده و به  این قارچ.شودجدا می

عوامل ایجاد عفونت مو، کند و از داخل پوست نفوذ می
باشدها و حیوانات مختلف میپوست و ناخن در انسان

دامپزشکی، دانشگاه تهران يقارچ شناسی، دانشکدهي کارشناسی ارشد آموختهدانش1
دامپزشکی، دانشگاه تهران ي، دانشکدهاستادیار گروه میکروبیولوژي*2
دامپزشکی، دانشگاه تهران يقارچ شناسی، دانشکدهي دکتراي آموختهدانش3
هاي نوین آملي دامپزشکی، دانشگاه تخصصی فناوريگروه پاتوبیولوژي، دانشکدهدانشیار 4
دامپزشکی، دانشگاه تهران يگروه میکروبیولوژي، دانشکده استاد5

)Khosravi 2008( .ترایکوفایتون يگونه ،در این جنس
گرا انسان ي ، درماتوفیتی است که هم گونهمنتاگروفایتیس
دوست آن شامل انواع حیوان. گرا داردو هم حیوان

بوده  اياریناسهو  ومکیانکوئین، منتاگروفایتیسهاي واریته
.است اینتردیجیتاليدوست شامل واریتهو نوع انسان

ایجاد ضایعات در انسان عموماً  منتاگروفایتیسيواریته
نمایدالتهابی کچلی سر، بدن، ناخن، ریش و سبیل می

)Khosravi 2009(.

E-mail: asharifzadeh@ut.ac.ir)مسئول ينویسنده(
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ها موجب بهبودي و  بیوتیک اگرچه مصرف آنتی
 ، لیکنگرددبرطرف شدن عوامل عفونی و عفونت می

هاي مقاوم همین امر باعث پدیدار شدن میکروارگانیسم
شده و از طرف دیگر ضعف و ناتوانی بیمار را به همراه 

هاي اخیر تحقیق در مورد داروهاي گیاهی در سال. دندار
گیاهان منظور استفاده از  سرعت افزایش یافته و به به

تنگاتنگی بین گیاه  يرابطه ها، دارویی در درمان بیماري
دانان و میکروب شناسان ایجاد  شناسان، داروسازان، شیمی

,Martinez-Rossi et al. 2008(شده است Sharifzadeh 

and Shokri 2016( .بنسرخگیاه)Allium ( گیاهی است
هاي که داراي استفاده )Lilacea(لالهي خانوادهق به متعل

Alliumيونهگ. متعدد غذایی و دارویی است jesdianum

Boiss  بنسرخکه در زبان محلی به نام بوسر، سرپا یا
برگ  2- 3شود گیاهی است پیازي و پایا، داراي خوانده می

این . رویدکه در ارتفاعات غرب و جنوب غرب ایران می
براي درمان دردهاي شکمی، روماتیسم، گیاه به طور سنتی 

شوداستفراغ، سنگ کلیه و سرماخوردگی استفاده می
)Amiri 2007(.

ضرورتاً بر اساس هابندي مرسوم درماتوفیت طبقه
خصوصیات مورفولوژي میکروسکوپی و تا حدي 

ولی  .باشدمی هاآن ايخصوصیات فیزیولوژي و تغذیه
جستجوي این صفات عموماً کار آزمایشگاهی طولانی 
مدتی را لازم دارد و به علت مشترك بودن یک سري 

اي همورفیسم در میان گونهصفات فنوتیپی و تنوع و پلی
شناسایی اختصاصی نبوده و نسبتاً این ،درماتوفیت

هاي قارچی در بیان صفات غیرحساس است، زیرا سویه
هاي متنوع  امروزه روش. کنندیر میفنوتیپی مکرراً تغی

مثل (هاي سنتی  مولکولی پیشرفت کرده و جایگزین روش
روش .شده است) هاي میکروسکوپی و کشتتشخیص

 Restriction Enzyme(آنالیز آنزیمی محدودکننده

Analysis(DNA اي تفاوت بین گونه میتوکندري
)Intraspecies(ازمنتاگروفایتیس ترایکوفایتونهايجدایه

 Mirzahoseini(معلوم کند را نواحی مختلف جغرافیایی

et al. 2009(.اتفاقی تکثیرروشکهحالیدرDNAپلی- 

 ،Random Amplified Polymorphic=RAPD)(مورفیک 
 ترایکوفایتون هايجدایهبینموجودهتروژنیسیتی

Kanbe(دهدرا نشان می منتاگروفایتیس در. )2008
يواریته 2کهاستشدهمعلومشدهانجاممطالعات

یک پرایمر ازاستفادهبامنتاگروفایتیس ترایکوفایتون
RAPD شوندمیمتمایزدیگرهماز)Kim et al. 2001(.
اطلاعاتشده،مشاهدهاختصاصیباندهايبراساس

مختلف هايواریتهژنتیکیساختارنسبت بهارزشمندي
به  RAPD-PCRاز .  حاصل شده استهاترایکوفایتون

منظور تشخیص  در مطالعات اپیدمیولوژیک به کرات
در مواردي  .استفاده شده است نیز هاي بیمارستانیعفونت

، در )فرد یا شیئ(موقع عامل از منبع عفونت  تشخیص به
 .کندجلوگیري از شیوع بیماري نقش بسیار حیاتی ایفا می

گونه یا جنس در ارتباط با یکدر مواردي که این آزمایش 
باندهاي ایجاد شده معرف جنس یا  شود، میانجام  قارچی
توان از این لذا با توجه به اشکال متفاوت می ،بودهگونه 

و  نمودها جهت نشان دادن ارتباط فیلوژنیک استفاده داده
 Alipour(دادصورت درخت فیلوژنیک نشان آن را به

and Mozafari 2013(.روش به لحاظ قدرت تفریق  این
منظور تفریق ها به گیري در همه دتوانپذیري بالا، می

نظر به  .قرار گیرداستفاده  مورد هاي بسیار مشابه سویه
پذیري سهولت، سرعت، حساسیت بالا و قدرت تفریق

ها و براي مطالعات بالا، استفاده از این روش در آزمایشگاه
در همین .باشدمهم می قارچیاپیدمیولوژیکی و پایش 

تنوع ژنتیکی و اختلافات داخل  يمطالعه دلیلراستا به 
به بررسی  ،ترایکوفایتون منتاگروفایتیساي قارچ گونه

 اگروفایتیسترایکوفایتون منتهاي جدایه مولکولیتایپینگ 
ي و اثر عصارهRAPD-PCRجدا شده در ایران به روش 

.پرداخته شدها آنبر بنسرخ
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کارمواد و روش 
بالینی يجدایه20این پژوهش جمعاً بر روي 

شده  تهیه) جدا شده از گاو(فایتیسترایکوفایتون منتاگرو
 1393ماهفروردینشناسی دانشگاه تهران از از مرکز قارچ

.صورت گرفت 1393ماهآذرتا 
کوهسفیديمنطقهمتري2200ارتفاعازبنسرخگیاه

يدانشکدههرباریومدرگیاه. گردیدآوري جمعآبادخرم
در وجداگیاههايبرگ .شدکدگذاريکشاورزي لرستان

هاي خشک شده  برگ. معرض هواي جاري خشک شدند
از g50سپس .شدند پودرآسیاب برقی يبه وسیله

 80اتانول  ml300بشر حاوي در شده پودرهاي  برگ
بار  2محتویات بشر .قرار داده شد ساعت 72به درصد

بعد . شدهم زده میه اي بزن شیشهدر هر روز توسط هم
محتویات ظرف توسط  ،از گذشت مدت زمان مذکور

 دستگاه بهکاغذ صافی فیلتر شد و محلول به دست آمده 
عمل تقطیر در .منتقل گردید روتاري تبخیر در خلاء

 4بعد از گذشت حدود .انجام گرفت oC40خلاء با دماي 
-oC4ه تا زمان استفاده در به دست آمد يعصاره ،ساعت

Hasanein and Gomar(نگهداري شد  2014(.
 پوتیتوهاي قارچی مورد آزمایش در محیط جدایه

کشت داده شده و در  )مرك، آلمان(دکستروز آگار
هفته  2به مدت  oC30دار، در دمايانکوباتور یخچال

سرم  از محلول ml5،هفته 2بعد از . انکوبه شدند
به روي محیط  80تویین µl10حاوي فیزیولوژي نرمال

سطح  کاملاًدار اضافه و با سوآپ استریل آگار شیب
سوسپانسیون .شو داده شدوشست هاي قارچی کلنی

کامل ورتکس  طوربهثانیه  15به مدت  حاصل قارچی
آزمایشگاه قرار  دردقیقه  10تا  5و سپس به مدت  گردید

و اسپورها در محلول  شده نشینها تهتا میسیلیوم شد داده
در ادامه غلظت سوسپانسیون با استفاده از . باقی بماند

و  گردید قرائتnm530موجطولاسپکتروفتومتر در 
برابر  ترایکوفایتون منتاگروفایتیسقارچ  جذب نوريمیزان 

برابر با تهیه شد تا غلظت سوسپانسیون 17/0-15/0

conidia/ml106×5-2 آوردندستبهبراي. به دست آید 
مقطرآببا کمکconidia/ml105×5-2غلظت نهایی

حاصل به  سوسپانسیونشد و تهیه1:10رقتاستریل
حساسیتآزمونانجامبراينهاییعنوان سوسپانسیون 

Yang(استفاده گردیددارویی et al. 2009( .
ml،بنسرخي آوردن وزن خشک عصاره به دستبراي 

.آمد به دستmg/ml3/49وزنو شداز آن خشک  1
ي  حداقل غلظت مهارکننده براي سنجش مطالعهدر این 

 براث میکرودایلوشن استاندارد از روش) MIC(رشد 
-در این روش از میکروپلیت. )CLSI 2008(استفاده شد

 کشت همراه محیطخانه ته صاف استریل به  96هاي 
مرك، ()RPMI1640(1640انیستیتو حافظه رزول پارك 

غلظتی که از رشد قارچ  ترین پایین. استفاده گردید) آلمان
ضدقارچی در نظر  يماده MICعنوان بهنمودجلوگیري 

هاي ابتدا به هر یک از گوده MICبراي تعیین . شدگرفته 
درصد 2از محیط µl100خانه به میزان 96پلیت 

RPMI1640 بنسرخي اضافه شد، سپس از محلول عصاره
 µl100رقت به میزان 5در  دو تایی هاي سریالیرقت

ها به یک از گودهبعد به هر. براي هر چاهک تهیه شد
از سوسپانسیون استاندارد شده اضافه  µl100میزان ثابت

شود که با  µl200نموده تا حجم نهایی محلول برابر با
 µl100يگوده. آن متفاوت است يعصارههاي غلظت

کنترل  عنوان بهقارچی  سوسپانسیونµl100محیط و
بهبنسرخي حاوي محیط کشت و عصاره يمثبت و گوده

ها در این پلیت. نددر نظر گرفته شدکنترل منفی عنوان
بعد از . ساعت انکوبه شدند 48به مدت  oC35دماي

هم به  هامیکروپلیت قارچی در، رشد گذشت این زمان
با قرائت چشمی و هم توسط دستگاه الایزا ریدر صورت
ترین کم MFC.شد بررسیnm540موجطولدر جذب 
 از درصد 9/99غلظت که در آن از عصاره است غلظتی 

، با MFCبراي تعیین . ها از بین رفته باشندمیکروارگانیسم
MICهاي قبل از گوده و MICاستفاده از سمپلر، از گوده 

 پوتیتوروي محیط  برمیکرولیتر برداشت و µl50مقدار

www.SID.ir

www.sid.ir


Arc
hive

 of
 S

ID

. .. هاي تعیین تنوع ژنتیکی و حساسیت جدایه

139659، پاییز 3مجله دامپزشکی ایران، دوره سیزدهم، شماره 

گزاري و حداقل گرمخانهدکستروز آگار به مدت یک هفته 
.عصاره مشخص گردید يغلظت کشنده

هاي قارچی، از جدایه DNAبراي استخراج و تخلیص 
به طور جداگانه در  ترایکوفایتون منتاگروفایتیسهايسویه
دکستروز  از محیط کشت آبگوشت سابورو ml50حجم

در داخل  oC30در حرارت  هفته 2به مدت ) مرك، آلمان(
کشت داده  rpm150دستگاه شیکر انکوباتور با سرعت 

یک میکروتیوبکلنی قارچی به  g3/0-2/0مقدار. شدند
ml2ياندازه منتقل و بر روي آن بهµl300 اي پرل شیشه

و قرار داده   - 20دقیقه درون فریزر  15افزوده و به مدت 
 µl500سپس مقدار. شدبعد به مدت یک دقیقه ورتکس 

400(کنندهاز بافر لیز mM Tris-HCl, pH 8.0; 60 mM 

EDTA;150 mM NaCl; 1% [SDS]; 40 mg/ml 
proteinase K ( دقیقه در  10و به مدت به نمونه افزوده
دوباره به مدت یک دقیقه . ي گردیدداردماي اتاق نگه
ساعت در حرارت  1ها به مدت نمونه  .شدورتکس انجام 

oC60 انکوبه شدند و سپسµl100 به  از سدیم پرکلرات
 oC60دقیقه در حرارت 15اضافه و به مدت  سوسپانسیون

ها بر روي یخ،پس از قرار دادن لوله. انکوبه گردید
µl500  از کلروفرم سرد وµl500  از فنل کلروفرم ایزوآمیل
)pH=8, 24:24:1 (و در نهایتµl500  کلروفرم افزوده

 درصد 95اتانول سرد  µl1000سپس با اضافه کردن. شد
 70با اتانول سرد DNAو دو نوبت شستشو رسوب

و سپس ، رسوب روي کاغذهاي مخصوص خشکدرصد
 ياز آب مقطر استریل به صورت معلق در لوله µl200در

Yang(گردیداپندورف میکروسانتریفیوژ حل  et al. 

2009(.
ذکر شده در پرایمر  4از RAPD-PCRجهت آزمون 

زیست طراحی شده توسط شرکت تکاپو که 1جدول 
ابتدا حجم هر واکنش به میزان .است، استفاده گردید

µl20 هر واکنش حاوي.تعیین شدDNA قارچی)µl2(، 
، کلرید منیزیوم )µl5/2(10×بافر ، )µl13(آب مقطر 

)µl75/0( ،dNTP)µl5/0( پرایمر ،)µl1( وTaqDNA

با شرایط زیر انجام  PCRواکنش. بود )µl25/0(پلیمراز 

 يمرحله در oC94دقیقه در 4یک سیکل به مدت:شد
در  oC94ثانیه در 30سیکل به مدت  44واسرشت اولیه، 

 oC36ثانیه در 45سیکل به مدت  44واسرشت،  يمرحله
 oC72ثانیه در 75سیکل به مدت  44اتصال،  يدر مرحله
دقیقه  5همانندسازي و یک سیکل به مدت  يدر مرحله

در هر آزمایش یک . بسط نهایی يدر مرحله oC72در
قطعات . به عنوان کنترل منفی استفاده شد DNAلوله فاقد 

DNAشرکت (درصد 2آگاروز  حاصل بر روي ژل
mA701×TBEساعت در ولتاژ 1به مدت ) سیناژن، ایران

)89.2 mmol/l Tris ،89 mmol/l  0.5اسید بوریک و

mmol/l EDTA (باسپس . و جدا شد قرار داده شده 
0.5(رنگ اتیدیوم بروماید  μg/ml (آمیزي انجام شدرنگ .

زیر نور فرابنفش مورد مشاهده و  PCRدر نهایت محصول 
جهت  )ایرانکیاژن، (bp100از مارکر . شدبرداري عکس

گر مورد استفاده و به عنوان نشانباندها يتعیین اندازه
Yang(قرار گرفت et al. 2009(.

انتخابیپرایمر  4نوکلئوتیدي  توالی:1جدول
نام پرایمرتوالی نوکلئوتیدي

GTG ACG TAG GA08
GAG AGC CAA COPD18
ATG GAT CCG CR28
CGC TGC TTC COPN16

هاي مربوط به آزمایش حساسیت  تحلیل دادهجهت
باوفیشردقیقوکايدومتوانهاي آزمونازضدقارچی
 05/0داري  معنیسطحاستفاده شد و SPSSافزار کمک نرم

 ي وزنآنالیز محصولات بر پایه.شدگرفتهدر نظر
ها در ژل الکتروفورز بررسی  مولکولی باندها و حرکت آن

به این ترتیب که باندهاي ایجاد شده در هر نمونه به .شد
در جداول ماتریس وارد شد و با  1و  0صورت اعداد  

، جدول ضریب NTSYS V. 2. 02ياستفاده از برنامه
هاي مورد بررسی تشابه و دندروگرام مربوط به نمونه

.ترسیم شد
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نتایج
هاي تحت مطالعه جدایه MFCو MICنتایج مربوط به 

 MICمیزان .شان داده شده استن 3و  2جداول در 
و میانگین آن در  mg/ml3/49تا mg/ml1/6ها بین جدایه

لیاحدر. ست آمدد هبmg/ml5/12±3/20هابین جدایه
و 3/49تا  mg/ml6/24ها بینجدایه MFCکه میزان

هاي  تفاوت .محاسبه شدmg/ml4/12±6/40میانگین آن
، 7، 5هاي شماره  بین جدایه MICاز نظر  دار آماريیمعن
 ترایکوفایتون منتاگروفایتیسهاي  با سایر جدایه 16و  15

).>05/0p(مشاهده گردید 

 بر بنسرخي عصاره MFCو  MICمقادیر: 2جدول 
)TM(منتاگروفایتیس ترایکوفایتونهاي جدایه

MFC (mg/ml)MIC (mg/ml)جدایه قارچی
3/496/24TM1

3/493/49TM2

3/496/24TM3

6/243/12TM4

6/241/6TM5

3/496/24TM6

6/241/6TM7

3/493/12TM8

3/493/12TM9

3/493/12TM10

3/496/24TM11

3/496/24TM12

3/496/24TM13

6/243/12TM14

6/241/6TM15

6/241/6TM16

6/246/24TM17

3/496/24TM18

3/493/49TM19

3/496/24TM20

نشان داده شده است به  1گونه که در تصویر همان
ترایکوفایتون هاي یید تشخیص جدایهأمنظور ت

وزن . استفاده گردید CHS1از پرایمر  منتاگروفایتیس
در این .بود bp450ولی باند مورد نظر در این آزمون مولک

 ,OPN16پرایمر 3، پرایمر استفاده شده4بینمطالعه از 

A08  وOPD18  باندهاي واضح و تکرارپذیر را از خود
 )c(2گونه که در تصویراما همان). 2تصویر(نشان دادند 

تري باندهاي تعداد کم R28پرایمرنشان داده شده است، 
با انجام واکنش .واضح و تکرارپذیر را از خود نشان داد

RAPD-PCR  قطعه  28در کلDNAدست بهشدهتکثیر
مربوط به ) عدد 9(شده ترین تعداد قطعه تکثیربیش. آمد

مربوط به ) عدد 5(ترین تعداد و کم OPD18پرایمر 
).4جدول(بود  R28پرایمر
بالینی  يجدایه 20یتنوع ژنتیک يمنظور محاسبهبه

ژنتیکی  ياز ماتریس فاصله ترایکوفایتون منتاگروفایتیس
ترین در کم 15و  12هاي شماره نمونه. استفاده شد

نسبت به هم و ) درصد 100شباهت (ژنتیکی  يفاصله
شباهت (ژنتیکی  يدر دورترین فاصله 18و  1هاي نمونه

پس از انتقال  .نسبت به هم قرار داشتند) درصد 3/33
ژنتیکی،  يهاي مولکولی و ساخت ماتریس فاصلهداده

و نهایتاً  پرایمرهاماتریس ضریب تشابه براي هر یک از 
-درختچه(رسم و سپس دندروگرام پرایمرهابراي مجموع 

آمد  به دست UPGMAبا استفاده از روش  )ژنتیکی ي
بر شدهمیدندروگرام ترس. )3و تصویر  6و  5ولاجد(
 3، درصد65در فاصله ژنتیکی  پرایمرهاساس مجموع ا

ترایکوفایتون يجدایه 20گروه اصلی را بین 
خود به دو زیر  Iگروه  .مشخص کرد منتاگروفایتیس

و7هاي شامل جدایه bو  1شماره  يشامل جدایه aگروه 
 ’aبه دو زیر گروه IIکه گروه تقسیم شد، در حالی 20

 ’bو 16و  19، 14، 10، 9، 3هاي شماره شامل جدایه
 18و 17، 15، 12، 11، 6، 8، 5، 4هاي شامل جدایه

بود  13و 2هاي شمارهشامل جدایه IIIگروه . تقسیم شد
).3تصویر (
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.CHS1با استفاده از پرایمر ترایکوفایتون منتاگروفایتیسهاي تشخیصی برخی از جدایه PCR: 1تصویر 
)M :مارکر ،C-  کنترل منفی وC+ کنترل مثبت.(

RAPD-PCR.ها با استفاده از روشالگوي مولکولی جدایه  :2تصویر

)A : پرایمرOPD18 ،B :پرایمرOPN16 ،C :پرایمرR28  وD : پرایمرA08.(

هاي مورد بررسیدر نمونه منتاگروفایتیس ترایکوفایتونبر  بنسرخي عصاره MFCو  MICفراوانی نسبی و مطلق  :3جدول 
)MFC(حداقل غلظت کشنده قارچ )MIC(حداقل غلظت مهار رشد

)mg/ml(ها غلظت
(%)فراوانی نسبی  فراوانی مطلق (%)فراوانی نسبی  فراوانی مطلق

65 13 10 2 3/49
35 7 45 9 6/24
0 0 25 5 3/12
0 0 20 4 1/6

100 20 100 20 مجموع

www.SID.ir

www.sid.ir


Arc
hive

 of
 S

ID

زاده و همکارانخضرلو، عقیل شریفسعید رزاقی

 1396 پاییز، 3مجله دامپزشکی ایران، دوره سیزدهم، شماره       62

توسط پرایمرهاي مورد مطالعه DNAي  تعداد و فراوانی نسبی قطعات تکثیر شده: 4جدول 
)%( فراوانی نسبیتعداد باندهاي ایجاد شدهپرایمرتوالی پرایمرکد ردیف

1OPN16CGC TGC TTC C642/21
2R28ATG GAT CCG C585/17
3A08GTG ACG TAG G859/28
4OPD18GAG AGC CAA C914/32

28100مجموع

درصد 65بر اساس دندروگرام آغازگرها در فاصله ژنتیکی  منتاگروفایتیس ترایکوفایتوني جدایه 20هاي اصلی گروه: 5جدول 
بیشترین میزان تشابه ژنتیکیهاي جدایهشمارههاي اصلیگروه

ǀ1 ،7 ،207  80(  20و ( %

ǀǀ

3 ،9 ،10 ،14
19 ،16 ،4 ،5 ،8 ،6
11 ،12 ،15 ،17 ،18

% ) 100(  15و  12

ǀǀǀ2 ،132  66(  13و ( %

RAPDي الگوي مبنا بر سیتیمنتاگروفا تونیکوفایتراي هاهیجدا تشابه سیماتر: 6 جدول
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ماتریس جاکارد و الگوي بر اساس  RAPD-PCRبا روش  منتاگروفایتیس ترایکوفایتوني نمونه 20بندي الگوي خوشه :3تصویر 
.(A08, OPD18, OPN16, R28)پرایمر4و استفاده از UPGMAبندي خوشه

بحث
ترین عوامل از اصلی ترایکوفایتون منتاگروفایتیس    

به خصوص گاو و  عفونت درماتوفیتی در حیوانات
ضد درماتوفیتی  ثرؤم تعداد داروهاي.باشدمی گوسفند

این مسئله انتخاب پروتکل .دنباشبسیار محدود می
از . ناپذیر ساخته است درمانی مؤثر و مناسب را اجتناب

آنجایی که اکثر داروهاي ضدقارچ شناخته شده به دلیل 
هاي پستانداران با سلولهاي قارچ سلول تشابه ساختاري

ویژه در جانبی گسترده به آثارداراي  )هایوکاریوت(
استفاده از  لذا باشند،مصرف مکرر و طولانی مدت می

مهار در  توانند با منشاء گیاهی می طبیعیترکیبات ضدقارچ 
باشندحائز اهمیت فراوان  زارشد عوامل قارچی بیماري

)2004, Kauffman et al. 2011.aletMercy(.  در همین
بر بنسرخي عصاره ضدقارچ آثارتحقیق حاضر  در رابطه
با استفاده از  ترایکوفایتون منتاگروفایتیسهايجدایه روي

در  .مورد ارزیابی قرار گرفتروش میکرودایلوشن براث 
-از جدایه درصد 45در بنسرخي عصاره MICاین مطالعه 

 65اتانولی این گیاه در  يعصاره MFCو  mg/ml6/24ها
در مطالعات . محاسبه شد mg/ml3/49هااز جدایه درصد

این  مختلف هايضدقارچ اسانس و عصاره آثارمختلفی 

همچون  ها هاي مختلف درماتوفیت در برابر گونهگیاه 
و ترایکوفایتون منتاگروفایتیس،ترایکوفایتون روبروم
مورد بررسی قرار گرفت که نتایج میکروسپوروم کنیس

2007Amiri,(باشدنتایج این مطالعه می همسو باها آن

2014. aletMercyAala et al. 2010, ( . محققین مختلف
اسانس و  ينشان دادند که مواد اصلی تشکیل دهنده

هاي این جنس گیاهی شامل دي آلیل دي گونه يعصاره
سولفید و دي آلیل تري سولفید است، از طرفی مشخص 

ي آلیل تري دداراي میزان بیشهایی که شده است که گونه
تري دارندقارچی بیشدي سولفید هستند اثرات ضد

)Amiri 2007(.
ترایکوفایتون هاي در این مطالعه تنوع ژنتیکی جدایه

مورد مطالعه قرار  RAPD-PCRبا روش  منتاگروفایتیس
هاي مختلف یک گونه قارچی جا که، جدایهاز آن. گرفت

 ،وز فاکتورهاي حدت، توانایی تهاجمتوانند از نظر برمی
زایی و همچنین حساسیت یا مقاومت به ترکیبات  بیماري

هاي مولکولی لذا روش ،ضد قارچی متفاوت باشند
بندي مختلف به منظور ارزیابی تنوع ژنتیکی و طبقه

ها به یکی از این روش .ها ابداع شدفیلوژنیک در قارچ

www.SID.ir

www.sid.ir


Arc
hive

 of
 S

ID

زاده و همکارانخضرلو، عقیل شریفسعید رزاقی

1396پاییز، 3مجله دامپزشکی ایران، دوره سیزدهم، شماره 64

ترین یکی از شایع کهکارگیري مارکرهاي مولکولی است 
روش . باشدمی RAPDها، مارکرهاي مولکولی آن

RAPD-PCR عنوان یک روش دقیق و آسان جهت به
هاي مختلف شناخته شده شناسایی تنوع ژنتیکی بین جدایه

این روش داراي مزایاي بسیاري است که از آن  .است
، عدم نیاز به DNAتوان به بکارگیري مقادیر کم جمله می

 .تر بودن آن اشاره کردو سریعی پرایمر اختصاصیطراح
بندي انجام شده به روش در این مطالعه در گروه

UPGMA 3به  ترایکوفایتون منتاگروفایتیسهاي جدایه 
هاي بندي شدند و گروهتقسیم IIIو  I ،IIگروه اصلی 

از . گرفتندزیر گروه را در بر می 2هر یک  I ،IIاصلی 
قرار  IIهاي تحت مطالعه در گروه اصلی طرفی اکثر جدایه

 2تنها شامل  IIIو گروه ) جدایه15-درصد 75(داشتند 
و همکاران در سال Khosravi.  بود 13و  2جدایه شماره 

عنوان یک روش مناسب را به RAPD-PCR، روش 2012
هاي و آسان جهت شناسایی و تایپینگ سریع گونه

معرفی  منتاگروفایتیسترایکوفایتون درماتوفیت مخصوصاً 
از  ترایکوفایتون منتاگروفایتیسکردند و با جداسازي 

گسترش این  يحیوانات اگزوتیک مانند ایگوآنا، دامنه
شده توجیه کرده و اظهار  تر از موارد شناساییگونه را بیش

 ،داشتند که با توجه به گستردگی میزبانی این قارچ
ر حیوانات ضروري است که با رعایت نکات بهداشتی د

. خانگی و اگزوتیک از بروز موارد زئونوز جلوگیري شود
Mirhendiبر  اي، در مطالعه2009همکاران در سال  و

و  ترایکوفایتون منتاگروفایتیسروي شناسایی و افتراق 
هاي هزینهرغم که علینشان دادند ترایکوفایتون روبروم

ت و از قاطعی، این روش DNAهاي مبتنی بر  بالاتر روش
ترایکوفایتون سرعت بسیار بالاتري جهت افتراق 

ترایکوفایتون ها مخصوصاً از سایر گونه منتاگروفایتیس
، در 2007در سال  Marionو Emilie. دارد روبروم
جدا شده  هايترایکوفایتون منتاگروفایتیساي روي مطالعه

در بین  که ندنشان دادهاي انسانی و حیوانی از نمونه
یک ارتباط  ،هاي مختلفجدا شده از میزبان هاينمونه
MnSODي آنزیمژنومی ویژه توالیداري از لحاظ  معنی

بندي و کار مناسبی جهت دستهتواند راهکه میوجود دارد 
. باشد ترایکوفایتونهاي مختلف تاکسونومی گونه

Yazdanparastبا استفاده از 2009همکاران در سال و ،
جدا  رایکوفایتون منتاگروفایتیستي هاي چندگانهسوش

به  کنندهشده از بیماران مبتلا به درماتوفیتوزیس مراجعه 
بیمارستان دانشگاه علوم پزشکی ایران به کمک روش 

RAPD-PCR ،وهاي مختلف را ارزیابی تفاوت سوش 
ترایکوفایتون هاي نشان دادند که پراکندگی واریته

و این توزیع  مودهناز الگوي معینی پیروي  منتاگروفایتیس
با مطالعات قبلی مخصوصاً مطالعاتی که در کشور 

-RAPDو روش  داردانگلستان انجام شده شباهت زیادي 

PCR  قادر است به بسیاري از سؤالات و مشکلات موجود
.هاي درماتوفیتی پاسخ دهدي درمان بیماريدر زمینه

Spesso با استفاده از روش 2013و همکاران در سال ،
RAPD-PCR  ي بالینی نمونه 34تنوع ژنتیکی
 بیمار 38از جدا شده منتاگروفایتیسترایکوفایتون

 هاکنند که این گونهرا ارزیابی کرده و بیان می آرژانتینی
که در اغلب  مشابهی داشتند نسبتاً مورفیسمالگوي پلی

کند که این مطالعه تأکید می. ها تکرار شده بودندجدایه
RAPD-PCR تواند یک روش کاربردي موفق جهت یم

 Spesso(باشد ترایکوفایتونهاي تعیین تنوع ژنتیکی گونه

et al. 2013.(Mochizuki 1997و همکاران در سال ،
با  ترایکوفایتون منتاگروفایتیسطی تحقیقی بر روي 

 10پرایمر  5و توسط  RAPD-PCRاستفاده از روش 
ها را از هم تفکیک  نطور واضح آنوکلئوتیدي توانستند به

 نیاي اندکی هم مابمورفیسم داخل گونهپلی. نمایند
ترایکوفایتوناینتردیجیتالي هاي واریتهجدایه

وي و همکارانش طی .ه استدیده شد منتاگروفایتیس
توسط پرایمري با ) 1997(تحقیقی دیگر در همان سال 

ʹ5توالی  الیگونوکلئوتیدي تصادفی  - GAGCCCGACT 

- راحتی نشان دادند که به RAPD-PCRتوسط روش  ʹ3
يواریته(ترایکوفایتون منتاگروفایتیسيتوان دو واریتهمی

را توسط الگوهاي ) منتاگروفایتیسيو واریته اینتردیجیتال
شان، از هم تفکیک  DNAمشخص و متفاوت باندهاي 
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به علت دقت و سرعت  نمایندمیپیشنهاد  محققین. نمود
عنوان یک توان بهمی RAPD-PCRروش، از  بالاي این

دقیق آزمایشگاهی در تشخیص درماتوفیتوزیس  يوسیله
.)Kanbe 2008(انسان استفاده کرد

 4و با  RAPD-PCRدر این تحقیق، تایپینگ به روش 
و با هدف ارزیابی  OPN16و  A08 ،R28 ،OPD18پرایمر 

ترایکوفایتون بالینی يجدایه 20تنوع ژنتیکی بر روي
پروفایل  10انجام گرفت و با هر دو پرایمر  منتاگروفایتیس

هاي در گروهبنسرخگیاه  MICمیانگین .شناسایی گردید
که حالیدر ،بود mg/ml4/18فیلوژنیک اول و دوم معادل

در گروه سوم معادلبنسرخگیاه  MICمیانگین 
mg/ml9/36 نتایج نشان داد که اثر. محاسبه گردید 
هاي فیلوژنیکی اول و هبر روي گروبنسرخگیاه  يعصاره

این  يکه در گروه سوم عصارهدر حالی ،دوم مشابه است
-RAPDدر روش . تري کارآمد استگیاه با غلظت بیش

PCR که پرایمرها تصادفی بوده و بر مبناي به دلیل آن
هدف طراحی نگردیده است در صورتی که  توالی

تواند مشاهده شوند این تفاوت می الگوهاي ما متفاوت
البته لازم به ذکر است که گفته شود . قابل استناد باشد

گرها و  بسیار حساس به واکنش RAPD-PCRآزمون 
رسد در صورت تنظیم به نظر می. شرایط واکنش است

شاید . بودن شرایط، این روش تکرارپذیري خواهد داشت
ها، مون در پژوهشهاي تکرارناپذیري این آزیکی از علت

نامناسب، کالیبره پیپت نمودن عدم تنظیم دقیق واکنشگرها، 
. نبودن ترموسایکلر و حتی خود شخص محقق باشد

 RAPD-PCRگیري کرد آزمون  توان نتیجهبنابراین می
اجرا و معمول در کشوري  هرچند یک روش ساده، قابل

اپیدمیولوژیک و مانند ایران و قابل استفاده در مطالعات 
داشتن باشد ولی ثابت نگهگیري میپایش و تعقیب همه

گرها در این آزمون از اصول کار شرایط دما، زمان، واکنش
باشد که همه باشد و در صورتی نتایج قابل ارزش میمی

شود این روش، در توصیه می.این شرایط رعایت گردد
بررسی هاي مختلف اعم از بیمار و سالم مورد جمعیت

تر و بهتر مشخص قرار گیرد تا اهمیت این روش، بیش
هاي ساده، در مراکز  بنابراین انجام این آزمون. گردد

همچنین استفاده . گردد ها توصیه می درمانی و بیمارستان
عنوان از گیاهان دارویی در کنار داروهاي شیمیایی به

هاي دارویی و  مکمل درمان، جهت جلوگیري از مقاومت
در انتها پیشنهاد .گردد هاي درمانی توصیه می میل دورهتک
ترایکوفایتون هاي جدایه ي ازترشود تعداد بیشمی

تر و با تعداد با استفاده از پرایمرهاي متنوع منتاگروفایتیس
مورد بررسی قرار DNAتر الگوي به دست آمده از بیش
به یک الگوي  RAPD-PCRروش  باد تا بتوان نگیر

هاي تیپیک و آتیپیک و همچنین براي نمونه اختصاصی
بر  ترایکوفایتون منتاگروفایتیسهايجدایهیک از براي هر
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Abstract 
Dermatophytes are a group of fungi with keratinophilic properties. They are able to invade 

epidermis, especially stratum corneum, by the production of proteolytic enzymes such as 
keratinase. Trichophyton mentagrophytes (T. mentagrophytes) is a common cosmopolitan 
dermatophyte species. This species has different varieties based on genetic characteristics. In 
this study genetic diversity of 20 clinical isolates of T. mentagrophytes and their susceptibility 
to ethanolic extract of Allium jesdianum (A. jesdianum) were evaluated.   Genetic diversity of 
the isolates was assessed by Random Amplified Polymorphic DNA (RAPD) method using 4
primers including OPN16, A08, OPD18 and R28. Then, susceptibility of T. mentagrophytes
isolates to A. jesdianum extract was determined by standard microdilution broth method. The 
MIC values of the isolates were between 6.1 and 49.3 mg/ml (mean MIC: 20.3 mg/ml), 
whereas the MFC values of the isolates were between 24.6 and 49.3 mg/ml (mean MFC: 40.6
mg/ml). Twenty eight propagated DNA fragments were achieved in RAPD-PCR reaction. The 
most propagated DNA fragments (9 bands) were related to the OPD18 primer. The R28
primer showed the least propagated DNA fragments (5 bands). Drawn dendrogram identified 
3 main groups among 20 T. mentagrophytes isolates according to all primers in 65% genetic 
distance. Most of T. mentagrophytes isolates (75%) were placed in group 2 and 100%
genetical similarity was only seen between 2 isolates. It was concluded that all T. 
mentagrophytes genotypes were susceptible to A. jesdianum. The correlation between 
antifungal susceptibility and T. mentagrophytes genotype may be of potential therapeutic 
significance and larger studies are needed to prove this finding.

Key words: Dermatophyte, Trichophyton mentagrophytes, Antifungal susceptibility, Genetic 
variation, Allium jesdianum
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