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Abstract 
 

Invasive candidiasis and aspergillosis are amongst major medical concerns with high mortality and 

morbidity in immunocompromised patients. Management of these infections is dependent on early and 

efficient antifungal therapy, as well as drug resistance monitoring. Decreased sensitivity of these 

pathogens to antifungal drugs during recent decades, rapid detection of drug resistance in pathogenic 

fungi is highly recomended. Generally, identification of drug resistance associated mutations requires 

complicated and expensive methods such as DNA sequencing. However, nowadays application of 

accurate, fast and highly sensitive techniques, including Rolling Circle Amplification (RCA), PCR-RFLP, 

Real-Time PCR, and ARMS-PCR provide the possibility for detection of target sequence containing 

nucleotide polymorphisms even at the one base pair level. In this review we aimed to discuss the usage, 

advantages and disadvantages of these techniques in order to identify the mutations of the azole-resistant 

strains. 
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 شناسايي سريع موتاسيون هاي درتكنيك هاي مولكولي بر مروري 
 شايع پاتوژن  هايمنجر به مقاومت آزولي در قارچ

  
     1صادق خداويسي

    2شهرام محمودي  

    2افشاري كوچك آقا ستاره   

 
  3زهرا صالحي   

  4حميد بدلي      2محمد كرد

  

  چكيده
هـايي بـا مـرگ و ميـر بـالا در       منجر بـه عفونـت  يك معضل بهداشتي   كانديديازيس و آسپرژيلوزيس تهاجمي به عنوان       

 درمـان،  موقـع  به شروع به وابسته ها، بيماري اين آميز  موفقيت درمان مديريت. شوند بيماران مستعد با ضعف سيستم ايمني مي      
 ايـن  از وسـيعي  يفط حساسيت كاهش به توجه با. باشد  مي هاي دارويي  مقاومت و شناسايي  قارچي ضد مؤثر داروي انتخاب
 هـاي  گونـه  در دارويـي  مقاومـت  هاي منجر بـه    موتاسيون سريع شناسايي هاي اخير،  ضد قارچي در طول دهه     داروهاي به ها پاتوژن
دارويـي   مقاومـت  عمدتاً مطالعات صورت گرفته جهت شناسايي موتاسيون هاي منجر بـه          . است اهميت پاتوژن واجد  قارچي

 هرچنـد كـه امـروزه اسـتفاده از       . باشـد   و يا تعيين تـوالي مـي       PCRزارهاي گران قيمت از جمله      هاي پيچيده و اب    نيازمند روش 
 و RCA( ،PCR-RFLP ،Real-Time PCR (چرخـان  اي دايـره  تكثيـر  هاي دقيق، سريع و با حساسيت بـالا از جملـه   تكنيك

ARMS-PCRفـراهم   بـاز  جفـت  يـك  حـد  در نوكلئوتيـدي را حتـي   هـاي  پلـي مورفيـسم   شـامل  هدف توالي رديابي  جهت
 هـا در جهـت شناسـايي        در مقاله مروري حاضر سعي شده اسـت كـه نحـوه اسـتفاده، مزايـا و معايـب ايـن تكنيـك                       .آورد مي

  .مورد بحث قرار گيرد هاي مقاوم به داروهاي آزولي هاي احتمالي ايزوله موتاسيون
  

  موتاسيون، روش هاي مولكولي، مقاومت دارويي: واژه هاي كليدي
  

  همقدم
 سيـستم  نقـص  بـا  عمـدتاً افـراد    قـارچي  هاي عفونت

حاصل شـده    هاي پيشرفت را مبتلا كرده و با وجود      ايمني
 بـسياري  مير و مرگ ي تشخيص و درمان، عامل     زمينه در
 فـرد  ايمني سيستم  وضعيت .)1(باشند مستعد مي  بيماران از
هـر   .دارد مهمـي  ها نقـش   اين عفونت  بروز و پيشرفت در

 فـرد  ايمنـي  سيـستم  وضعيت توجهي قابل طور به كه چند
شـروع درمـان ضـد       امـا  اسـت،  بيماري روند كننده تعيين

 .)2(باشـد  قارچي موثر، در كنترل عفونت بـسيار مهـم مـي          
 بـه  شـروع  بـه  وابسته بيماري اين آميز  موفقيت درمان مديريت

 عــدم و قــارچي ضــد مــؤثر داروي خابـانتــ ان،ـدرمــ وقعـمــ
له ـها از جم ـ    امروزه تري آزول   .دـباش  مي آن به قارچ مقاومت

پوسـاكونازول   و ازلـونـوريك ازول،ـونـراكـازول، ايت ـونـفلوك
ــوان   ــه عن ــان ب ــشنهادي در درم ــسي و پروفيلا داروي پي ك

   هابيماران مبتلا به تظاهرات باليني مختلف ناشي از قارچ
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 بيمـاران  هـاي كانديـدا و آسـپرژيلوس در        از جمله گونـه   
 .)3(شـوند  مي استفاده ها عفونت اين به مستعد زمينه داراي

 دمتيلاز- α 14لانوسترول   آنزيم عامل مهار  آزولي تركيبات
 تبــديل از بــوده و  قــارچيP-450 ســيتوكروم بــه وابــسته

 .)3(آورد مـي  عمـل  به جلوگيري ارگوسترول به لانوسترول
 )پوساكونازول و وريكونازول ايتراكونازول،( ها آزول تري
و  هاي آسـپرژيلوس   گونه عليه آزمايشگاهي مطالعات در

 از خـوبي  هـاي كانديـدا فعاليـت      فلوكونازول عليـه گونـه    
 هـاي  درمـان  عنـوان  بـه  حاضـر  حال در و داده نشان خود
 .)4(باشند مي مطرح پروفيلاكسي و مديريت براي اول خط

 ها به عنوان يك فاكتور محدودكننده      آزول مقاومت به تري  
هـر  . در حصول نتايج درماني مناسب مطـرح شـده اسـت          

 آسپرژيلوس فوميگاتوس چند مقاومت به ايتراكونازول در      
هايي از كاليفرنيـا گـزارش       در ايزوله  1980 دهه   در اواخر 

 هـاي  ايزولـه  در اكتـسابي  مقاومـت  قبـل  هـاي  دهه .)5(شد
 هـا  آزول تري به نسبت فوميگاتوس آسپرژيلوس كلينيكي

 شكـست  امـروزه  كـه  حـالي  در شـد،  مـي  ديـده  ندرت به
 هـاي  ايزولـه  فراوانـي  و شـود  يم ـ گزارش وفور به درمان
ــاوم ــه  مق ــپرژيلوساز جمل ــاتوس آس ــدين در فوميگ  چن
  .)6(است يافته افزايش كشور

Martinez    و همكــاران در ايــالات متحــده بــراي 
مورد بررسي مقـادير     آسپرژيلوس فوميگاتوس هاي   ايزوله
mg/L8 MIC≥ ــه25 از 13 را در ــد52 ( ايزولـ در )  درصـ

ــاني  ــا 2002فاصــله زم ــد كــه در  2009 ت  گــزارش كردن
 كه  2001 تا   1987هاي   مقايسه با مطالعه ي مشابه در سال      

)  درصــد10( ايزولــه 126 از 13ايــن حالــت فقــط در   
 .)7(داد مشاهده شده بود، شيوع بسيار بالاتري را نشان مـي  

ــم ــين در  ه ــداد   Detroitچن ــشي در تع ــيري افزاي ــز س  ني
 بـالا   MICبا مقـادير     آسپرژيلوس فوميگاتوس هاي   ايزوله

 .)8( گــزارش شــده اســت2009 تــا 2003در بــازه زمــاني 
هـاي   عفونـت ررسي علـل افـزايش مقاومـت آزولـي در           ب

باشـد، زيـرا گـسترش        ر مهمـي مـي     موضـوع بـسيا    قارچي
 اخـتلال ايجـاد     ها اين عفونت تواند در كنترل      مقاومت مي 

 نحــوه دقيــق شــكل گيــري و تكامــل مكانيــسم .)9(نمايــد

لي مشخص نشده است، ولي شواهد زيـادي        مقاومت آزو 
كـشاورزي   هاي آزولي مورد اسـتفاده در      كش  نقش قارچ 

 اسـاس   .)10(دهـد   را در ارتباط با اين مكانيـسم نـشان مـي          
هاي كلينيكي   ها در ايزوله   آزول مولكولي مقاومت به تري   
ي در چنـدين   ا هاي نقطـه    جهش آسپرژيلوس فوميگاتوس 

باشد كه ايـن قطعـه كدكننـده          مي cyp51Aكدون از ژن    
با وجود اين، مكانيسم    . باشد دمتيلاز مي -α-14 لانسترول

 جفـت   34ديگري شامل يك توالي تكـراري دنبـال هـم           
 L98Hدر ناحيه پروموتـور بـا جـايگزيني         ) TR34(بازي  

)TR34/L98H ( درcyp51Aــه ــه   در ايزول هــاي مقــاوم ب
طــي، افــراد بــدون درمــان و نيــز بيمــاران تــري آزول محي
 13 از تـر  ، كـم  2006 اواخـر  تا .)11(باشد تحت درمان مي  

 6 جايگـاه  در شـوند،  مي مقاوم فنوتيپ موجب كه جهش
هـا   ايـن جايگـاه   . انـد  شـده  شناسـايي  ژن اين از اسيدآمينه

 و Asn22, Gly54, Leu98, Gly138, Met220شـامل  
Gly448 تـر مطالعـات انجـام شـده بـر        بيش .)12(باشند  مي

آســـپرژيلوس هـــاي محيطـــي و كلينيكـــي  روي ايزولـــه
 در هلند، اسـتراليا، دانمـارك، هنـد، چـين و            فوميگاتوس

هـا در ناحيـه      ترين موتاسـيون   دهد كه بيش   ايران نشان مي  
TR/L98H ژن cyp51A در .)13 -15(اتفــاق افتــاده اســت 

 فعاليـت  مهـار  و اتـصال  بـا  هاي كانديـدا، آزول هـا      گونه
 در كليـدي  آنـزيم  ،)Erg11p (دمتيلاز-α 14 لانوسترول

 انجـام  را خـود  فعاليـت  قـارچ  ارگوسـترول  بيوسنتز مسير
ــي ــد م ــدين. دهن ــسم چن ــه مقاومــت مكاني ــا آزول ب  در ه

 هـا  مكانيـسم  ايـن . اسـت  شده توصيف آلبيكنس كانديدا
 ماننـد  دارو جريـان  پمـپ  هاي ژن انبي افزايش از عبارتند

MDR1، CDR1 و CDR2، ــويض ــيد تعـ ــه اسـ  در آمينـ
 احتمـالاً  و ERG11 ژن در جهش ،Erg11p هدف آنزيم
 هــر درايــن اســت كــه  مهــم نكتــه .ERG11 بــالاي بيــان

ــه، ــت ايزول ــن مقاوم ــت ممك ــه اس ــت ب ــي عل  از تركيب
 اسـيد  تعـويض  60 از بـيش  تاكنون، .)16(باشد ها مكانيسم

 آزول بـه  مقـاوم  ايزولـه  30 حداقل در Erg11p در آمينه
ــايي ــرح و شناس ــده داده ش ــت ش  اســت ممكــن .)17(اس
  سـهم  .باشـد  متفـاوت  هـا  آزول بـين  آمينـه  اسـيد  تعويض
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 از. اســت نامــشخص هنــوز مقاومــت در ERG11 جهــش
 ديپلوئيـد  ، آلبيكـنس  كانديـدا  هـاي  گونـه  اكثر كه جا آن

 صــورت بــه اســت ممكــن نوكلئوتيــدي جهــش هــستند،
 هتروزيگـوت  عنوان به يا و) آلل دو هر در (هموزيگوت

 ها بـا   جهش از نوع هر بين هرابط. دهد رخ) آلل يك در(
 ايـن  بـا  .)18(اسـت  نشده مشخص خوبي به مقاوم فنوتيپ
ــال، ــات ح ــشان مطالع ــي ن ــد م ــي ده ــسممو پل ــك رفي  ت

 و حـساسيت  در ERG11 ژن در) هـا  SNP (نوكلئوتيدي
ــت ــذار مقاوم ــت تاثيرگ ــا.)19(اس ــه  ب ــه توج ــاهش ب  ك
 داروهـاي  بـه  هـا  پـاتوژن  ايـن  از وسـيعي  طيف حساسيت

 بــراي گونــه حــد در هــا آن ســريع شناســايي ضــدقارچي،
 بـه  توجه با .)20(است اهميت واجد بيماران باليني مديريت

 نقـص  هـاي  بيمـاري  وفور عوامل قارچي در دنيا، افزايش     
 هـا  آن از ناشي و مير  مرگ بروز و اخير دهه دو در ايمني

ــزارش و ــاي گ ــدد ه ــت متع ــاهش و مقاوم  حــساسيت ك
 بـه  دارويـي  مقاومـت  ايـران، اهميـت بررسـي      در دارويي

 هــاي موتاســيون و در نهايــت شناســايي آزولــي تركيبــات
 هـا در   هاي كدكننده اين مقاومـت     ژن وير بر شده ايجاد
مختلف در راستاي گـزينش درمـان        هاي روش ها با  قارچ

 مرسـوم  هـاي   روش .شـود  موثر بيش از پـيش نمايـان مـي        
 در باشـند،  مي مثبت كشت نيازمند مقاومت رديابي جهت
 ايـن  و شـده  منفـي  هـا  كـشت  از زيـادي  تعـداد  كـه  حالي

 مقـدار  بـه  را هـا  مقاومـت  رديـابي  بـراي  ما توانايي موضوع
 و همكـاران،    Spiessدر مطالعـه     .كنـد  مي محدود زيادي
 منظـور  بـه  كـشت  بـر  مبتنـي  غير مولكولي، رويكرد يك

 بـاليني  مقاومـت  بـه  منجـر  كليـدي  هـاي  جهـش  تشخيص
 طور به فوميگاتوس آسپرژيلوس cyp51A ژن در آزولي
 ايـن  شـد كـه در     مطـرح  مربوطـه  بـاليني  نمونـه  از مستقيم
 بافتي هاي نمونه برونكوآلوئولار لاواژ و   يعما نمونه روش
 بـار  زيـرا  هـستند،  كاربردي و مناسب خون نمونه از بيش

 درمـان  تحـت  خـوني  بيمـاران  در ويـژه  بـه  ها، آن قارچي
در چند   .)21(است تر بيش قارچي، ضد داروهاي با شديد

  زيـادي در جهـت     كارهاي علمي    ها و راه   روشسال اخير   
  

   درمان صـحيح     جهت هاي ايجاد شده   شناسايي موتاسيون 
ــشات و  ــه آزماي ــاكــاهش هزين ــزايش دقــت همــراه ب  ، اف

زيـاد ابـداع شـده      پـذيري    سرعت و در عين حال انعطاف     
 بـه  توان ها مي  از جمله اين روش   ). 1ه  جدول شمار (است  

 DNA و Real time مثـل  PCR بـه  وابسته هاي تكنيك

sequencing كرد كه با وجود مزاياي فوق الذكر،        اشاره
هايي از جمله هزينه بالا، زمان بر بـودن          داراي محدوديت 

ــراوان مـــي  ــا .)22 ،16(باشـــند و نيـــاز بـــه تجهيـــزات فـ  بـ
 شده در علم ژنتيك راه كارهايي در      حاصلهاي   پيشرفت
گرفتــه اســت كــه توســط آن   روي محققــين قــرار پــيش
هـاي بـسيار بلنـدي در امـر تـسريع كنتـرل              اند قدم  توانسته

خوشـبختانه بـا ايجـاد      . بيماري بردارنـد  كيفي و تشخيص    
هـايي    محققـين بـه روش  ،هاي ژني و پروتئيني    پايگاه داده 
نفورماتيـك  ااند كه به كمك علم نـو پـاي بيو          دست يافته 

تـر از    اختـصاصي  و   سريع هايي بسيار دقيق،   توان روش  مي
  گـران قيمـت     علاوه بر  هاي متداول مولكولي كه    تكنيك

 در علـوم    هـستند را   نيـز     متخـصص  منـد نيـروي   نيازبودن  
هـاي مولكـولي     در ادامـه روش   . نـد تشخيصي ارائـه نمود   

 جهـت  در هـا  تكنيـك  ايـن  معايـب  و مزايا استفاده، مورد
هاي پـاتوژن شـايع      قارچ احتمالي هاي موتاسيون شناسايي

 داروهــاي بــه مقــاوم از جملــه آســپرژيلوس و كانديــداي
 بـا  لابا اختصاصيت و حساسيت با تر، كم زمان در آزولي

  .گيرد مي قرار بحث مورد هزينه ترين كم
  

  )RCA(1 چرخان اي دايره تكنيك تكثير
هايي كه امروزه توسط محققين بـسيار        يكي از روش  

 .هاي ايزوترمال است    روش ،مورد توجه قرار گرفته است    
 تكثيـر  ،در اين روش بدون نياز بـه اعمـال تنـاوب دمـايي      

DNA تكثير  ،ها كنيك اين ت   جمله از. دشو پذير مي   امكان 
 دهـه  اواسـط  در كـه باشـد    مـي  (RCA) اي چرخـان   دايره

 يدليل اختصاصيت فوق العاده بالا    ه   ب شد و  كشف 1990
 از  در اين تكنيك  . استقرار گرفته   آن بسيار مورد توجه     

يك پروب بسته بـراي شناسـايي منطقـه خاصـي از ژنـوم              
                                                 
1. Rolling Circle Amplification 
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 چرخــان تكثيــر بــر RCA اســاس .)23(شــود اســتفاده مــي
DNA ــا حلقــوي كوتــاه اي رشــته تــك  پليمــراز DNA ب
طـور كـه      همـان  .)24(است ثابت حرارت درجه در خاص

 RCA  نشان داده شده است، واكـنش      1  شماره تصويردر  
 تاس ـ دمـا  هم آنزيمي سنتز از متعددي هاي سيكل شامل

 وار دايـره  طـور  بـه  پليمـراز  DNA وسـيله  بـه  پرايمـر  كـه 
 DNA حـول  مـداوم  طور به پروسه اين و شود مي هيبريد
 تكرار بارها و بارها) نوكلئوتيدي ده چند (پروب حلقوي
 خطـي  كينتيـك  فرايند يك اين .)23(يابد مي ادامه و شده
 تـوالي  هـزار  چنـد  تـا  ساعت يك در راحتي به كه است،
 حلقـوي ) الگو (اصلي DNA يك  از 1هم سر پشت مكمل

 معمـولاً  تكثيـري  محـصولات  اين. شود مي سنتز كوچك
ــوده طــول نظــر از وســيعي توزيــع داراي  تــصاوير در و ب

ــورز ــر الكتروف ــورت  ژل روي ب ــه ص ــمير ب ــي اس  از پهن
DNA ــاي ــا ه ــولي وزن ب ــالا مولك ــده ب ــي دي ــوند م . ش

 ممكـن  DNA توالي از آمده دست به طولاني تكرارهاي
 شناسـايي  براي سيگنال كننده تقويت يك عنوان به تاس
 ديگـر  و خـاص  نوكلئيـك  اسـيدهاي  بـالاي  حساسيت با

 و ژنتيــك تــشخيص در مهــم بيولــوژيكي هــاي مولكــول
 ســهولت بــالا و كــارآيي دليــل  بــه.باشــد پروتئــوميكس

 هـاي  روش ميـان  در ،RCA بـر  مبتنـي  هاي تست استفاده،
 سـاير  بـا  قايـسه م در را خاصي جايگاه مولكولي تشخيص
 .)23(دادند اختصاص خود به دمايي تك تكثير هاي روش

 اتصال در بسته قالب يك تكنيك اين در اين كه  دليل به
ــه ــوالي تكثيــر امكــان شــود، مــي ايجــاد هــدف ب ــر ت  غي

ــصاصي ــه نزديــك را اخت ــي صــفر ب ــاند م تكنيــك  .رس
 شناسايي براي اي العاده خارق ويژگي از RCA مولكولي
ــوالي ــا DNA خــاص هــاي ت ــين هــم و RNA ي ــراي چن  ب

 برخـوردار  RNA يـا  DNA از غيـر  مولكولي نشانگرهاي
 بـه صـورت    گونـه  چندين تعيين امكان در نتيجه . باشد مي

 و نوكلئوتيـدي  تـك  هـاي  جهـش  شناسايي نيز و همزمان
 اساس بر  شناسايي .آورد مي فراهم را خاص هاي ژن آنتي

RCA شـناخته  خـوب  تكـرار پـذيري    بـا  روشي عنوان به 
                                                 
1. Tandem Repeats 

 سـطح  در تكثيـري  اشـتباهات  ،PCR با مقايسه و در  شده
 بـالايي  حـساسيت  چنين نتيجه،  در .دهد مي رخ تري پايين
 شناسايي نيز و ژن يك هاي كپي تعداد كمي تعيين امكان
 -ژن آنتــي هــاي كمــپلكس افتــراق كپــي، تــك هــاي ژن

 را منفـرد  هـاي  سـلول  در mRNA بيان سطح و بادي آنتي
 بـه  مقـاوم  ايزولـه  30 حـداقل   در .)25 ،23(آورد مـي  فراهم
 ERG11p  ژن در آمينـه  اسـيد  تعـويض  60 از بيش آزول

 تعـويض  اسـت  و ممكن  شده است  داده شرح و شناسايي
 حــال، ايــن  بــا.باشــد متفــاوت هــا آزول بــين آمينــه اســيد

 نوكلئوتيدي تك مورفيسم اند كه پلي   داده نشان مطالعات
)SNP ــا ــساسيت در ERG11 ژن در) هـ ــت و حـ  مقاومـ

  .)28-26(است تاثيرگذار
 

  
 

  ).RCA )23 فرآيندهاي از شكل شماتيك: 1  شمارهتصوير
  

كوچــك  DNA. اســت مــراز پلــي DNA نمــاد پيكــان نــوك
 مولكول بسيار پايدار   قطعات  نوكلئوتيد و  100 تر از  حلقوي با سايز كم   

dsDNA سايز در  اين با RCA  ،پـروب   فقـط قـسمتي از     استفاده شده
ــوي ــي حلق ــد م ــود    توان ــت ش ــان جف ــر زم ــي  . در ه ــكل هندس ش
  . مشابه كمان استRCAهاي حاصل شده در  كمپلكس

)A (واكنش RCA    بر روي DNA     بـا   كوچك حلقـوي آزاد و 
 اگر هدف استفاده شـده بـراي        .شود انجام مي  يك پرايمر  از استفاده

محصولات تكثير به طور   باشد،DNA مولكول RCAشروع واكنش 
 رجـوع شـود بـه شـكل        (شـوند  هدف متصل مـي   هاي   ثابتي به مولكول  

 محـصولات  اين هدف هاي متصل شده به سطح،      براي ).D شماتيك
   .جامد ثابت مي شوند فاز روي بر

)B(   اسـاس  بر تشخيص تكثير پروب RCA حلقـوي   محـل  در
  (غير مرتبط هدف پرايمر يك خطي و اليگونوكلئوتيد پروب شدن

L-RCA يا اتصال-RCA.( توپولوژيـك  ارتبـاط  مـوارد،  از برخي  در 
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 ممكـن  مـاركر  هـدف يـا    DNAحلقوي كوچك و محل      DNA بين
بـراي ادامـه     حلقـوي  پروب. شدگذار با  تاثير حلقوي تكثير است در 

   . هدف جدا شودDNAهيبريديزيشن بايد از 
)C(اوليــه  مراحــل double-primed RCA .واكــنش، ايــن در 
 شـده  اسـتفاده   اسـت،  RCA اصـلي  مكمل محـصول   دوم، كه  پرايمر
 جـايگزين  رشـته  پليمراز براي سـنتز    DNA اين جا، حضور   در. است

   .است ضروري
)D( . پيشرفت در واكنش RCA براي توليد dsDNA  با همكـاري 

   .شود  انجام ميDNA و شكاف PNAهاي  شروع كننده
)E (در immuno-RCA، انتهــاي 5ــه  پرايمــر ــورتريــك  ب  ريپ
يـك آناليـت ثابـت     شود كه به صورت انتخـابي بـه    مي متصل بادي آنتي

   .شود شده بر يك سطح جامد متصل مي
 قابـل  روش به عنـوان   ،RCAروش   از استفاده اخيراً
 سـاده  جايگزيني به عنوان  بالا، ويژگي با و سريع اعتماد،
 معرفــي شــده هــا SNP تــشخيص در تــوالي تعيــين بــراي
 تـشخيص  براي خاص، طور به RCA  پروتكل .)30 ،29(است
 اي مجموعه در) ها SNP (نوكلئوتيدي تك مورفيسم پلي
ــا انــسان ژنــومي DNA از ــانوگرم، حــد در حــساسيت ب  ن

 بــسيار تـشخيص  كـه  طـوري  بــه .)31(تعريـف شـده اسـت   
 پـايين  بـسيار  فراواني در سوماتيك جهش كانون حساس

  .)32(است شده گزارش نيز
 نـشان داده شـده      2طور كه در تـصوير شـماره         همان

 و همكاران، پـروب اختـصاصي       Wang در مطالعه     است،
RCA    ژن  مورفيسم پلي اي ناحيه   براي بررسي جهش نقطه
  در ايـن مطالعـه بــراي  .)33(شــد طراحـي  ERG11 هـدف 
 فلورسـانس  سـيگنال  يـك  بررسـي،  مورد هاي نمونه تمام

RCA مـشاهده  كپـي  109 تـشخيص  حـساسيت  بـا  واضح 
 قابـل  راحتـي  بـه  سـيگنال  كپـي،  تعـداد  اين از تر كم شد؛

 هـايي  سيگنال فقط و نبود زمينه پس سيگنال از تشخيص
بـه   بودنـد،  گيـري  انـدازه  قابل زمينه پس از وضوح به كه
 RCA سـنجش  قابليـت . شـد  گرفته نظر در جهش انعنو

 تغييــرات چنــين هــم و هتروزيگــوت تــشخيص بــراي
 با مستقيم غير طور به ،ERG11 هتروزيگوت نوكلئوتيدي

 توانـايي  كه آزمايشي و استاندارد ايزوله هشت از استفاده
 وحــشي تايــپ در را خاصــي جهــش حــضور شناســايي
 در ايـن     .تگرف ـ قـرار  ارزيـابي  مـورد  كنـد،  مي شناسايي

 مخلـوطي  ،ERG11 شـده  شناخته جهش هر مطالعه براي 
 الگـوي ( الگوي داراي جهش و تايـپ وحـشي        دو هر از

 100 هــاي در غلظــت) كپــي 1011(جهــش  داراي هــدف
 2 ، درصـد  5 ، درصـد  10 ، درصد 20 ، درصد 50 ،درصد
 تايـپ  الگـوي  از زمينـه  پـس  يك در ، درصد 0 و درصد
 5 رقـت  تـا  هـا  ونـه نم همـه  مـورد  در. شـد  فراهم )وحشي
 بـالاي  RCA واضـح  سـيگنال  يك هدف، الگوي درصد
ايـن مطالعـه نـشان داد كـه نتـايج           . شد مشاهده زمينه پس

RCA كـم تـرين    بـا  آزمايشات تكرار و بوده تكرار  قابل 
 كـه  داد نـشان  در كـل نتـايج    . بـود  تغييـر  بـدون  يا و تغيير
را بـا    ERG11 هـاي  جهـش  شناسايي قابليت RCA روش

 حساسيت اين و ها دارد DNA از مخلوطي در الاحساسيت ب 
 تغييـرات  تـشخيص  در رفتـه  بـه كـار    حـساسيت  خوبي به

 اسـت  اختـصاصي  هتروزيگوت بـوده و بـسيار      نوكلئوتيد
و  )1:1جهـش    بـدون  ژن بـه  جهـش  بـا  هدف ژن نسبت(

ــر ــه اگ ــامل اي ايزول ــي ش ــسم پل ــل ERG11 مورفي  مكم
padlock ليسـيگنا  هـيچ  نباشـد،  نظر مورد خاص پروب 

بسياري از مطالعات ارتبـاط مـستقيمي     .)33(شود نمي ديده
 و مقاومت   cyp51Aاي خاص در     هاي نقطه  را بين جهش  

در  .)13(اند  نشان داده   فوميگاتوس سپرژيلوسآآزولي در   
 محــدوده ژنــي نزديــك و 2 ، فوميگــاتوسســپرژيلوسآ

ايـن دو   ) cyp51A,cyp51B(مرتبط به هـم وجـود دارد        
هـاي شـناخته شـده      سـكانس  درصـد 63محدوده ژني در    

 مطالعـات نـشان     .)34( يكسان هستند  cyp51راي پروتئين   ب
ت  پيوند محكم تري را با تركيبـا       cyp51Aداده است كه    

طور معمـول    كند و به    ايجاد مي  cyp51Bآزولي نسبت به    
. تــري نــسبت بــه تركيبــات آزولــي دارد حــساسيت بــيش

cyp51A    14 كدكننده آنزيمα-    باشـد كـه    مي دي متيلاز 
 در شـرايط    cyp51B و   اسـت براي رشد قـارچ ضـروري       

خاص رشد و بـا عملكـرد آلترنـاتيو، نقـش خـود را ايفـا                
  و طراحي  RCA بر اين اساس استفاده از روش        .)11(كند مي

هـاي رخ داده     بررسـي موتاسـيون    براي اختصاصي پروب
 وقـت،  اتـلاف  از جلـوگيري  بـراي  cyp51A ژنـي  ناحيه
 هـاي  سـوش  توسـط  بيمـاري  انتشار از جلوگيري و هزينه
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 و تـشخيص  زيـاد  هـاي  هزينـه  صرف نابجا، درمان مقاوم،
 بـه كـاهش     منجـر  كـه  دارو مصرف دوز كاهش و درمان

  .شود، بسيار ضروري است ها مي عوارض آن
  

  
  

 اساس بر اي نقطه جهش اختصاصي RCA پروب :2 شماره تصوير
  .)ERG11 )33 هدف ژن پلي مورفيسم ناحيه

  
ــامل  ــروب شـ ــاي  )1 :پـ ــك انتهـ ــسفريله؛-5 يـ   فـ

2( backbone پرايمرهـاي  بـراي  اتصال هاي محل  حاوي 
RCA) پرايمر RCA 1 ناحيـه   چنين هم و) ترتيب به ،2 و
 3 و 5  انتهـاي  .3 انتهـاي  يك) 3 و اختصاصي غير لينكر

 جهـت  در تـوالي هـدف    از 3 و 5 پروب، مكمل انتهاي  
  .آلبيكنس كانديدا واليمثال، ت براي باشد، مي معكوس

  

1تكنيك 
 PCR-RFLP  

ــه  ــاران، روشAhmadدر مطالعــ ــاده  و همكــ   ســ

PCR-RFLP هـــاي موتاســـيون ســـريع رديـــابي جهـــت 
TR34/L98H ژن در cyp51A  در ايــن .)35(شــد معرفـي 

 حامـل   آسپرژيلوس فوميگـاتوس  مطالعه استرين رفرانس    
 cyp51A 98سكانس وحشي در ناحيه پروموتور و كـدون         

 در  TR34/L98Hو نيز استرين حامل توالي جهش يافتـه         
 PCR بـراي تاييـد روش       98ناحيه ي پروموتور و كـدون       

آسپرژيلوس هاي   به منظور شناسايي ايزوله   . استفاده شدند 
ها استخراج و آماده شده       كليه ايزوله  DNA،  فوميگاتوس

 ريبوزومي با استفاده از پرايمرهاي      DNA از   ITSو ناحيه   
AFUF2 و AFUR2چنــين حــضور يــا   تكثيــر شــد و هــم

ي پروموتور از طريق تكثيـر        در ناحيه  TR34عدم حضور   
 AFCYPPR و AFCYPPFبــا اســتفاده از پرايمرهــاي   

هـــاي  ايزولـــه). 4تـــصوير شـــماره (مـــشخص گرديـــد 
                                                 
1. PCR restriction fragment length polymorphism 

ــاتوس  ــپرژيلوس فوميگـ ــاوي آسـ ــه TR34 حـ  در ناحيـ
 139بايست محـصولي بـه انـدازه          مي cyp51Aپروموتور  

هـاي حـاوي سـكانس       جفت بـاز و در حـالي كـه ايزولـه          
بايست  مي) هاي تكراري پشت سرهم    فاقد توالي (وحشي  

براي . )4شكل   ( جفت باز بدهند   105محصولي به اندازه    
ــا مو    ــشي ي ــوع وح ــوالي ن ــابي ت ــيون ردي  در L98Hتاس

cyp51A محـصول   آسپرژيلوس فوميگاتوس هاي    ايزوله ،
 واحـد آنـزيم     5تكثير شده پس از تخليص بـا اسـتفاده از           

AluI      هضم شده و به دنبال آن با الكتروفورز بـر روي ژل 
-PCR درصد از هم جـدا شـدند تـا الگوهـاي             2آگاروز  

RFLP  3طور كـه در تـصوير شـماره          همان.  حاصل شود 
 350ه شـده اسـت، در محـصولات تكثيـر شـده             نشان داد 

ســكانس نــوع وحــشي هــاي حــاوي  جفــت بــازي ايزولــه
)L98H (ناحيـــه  درآســـپرژيلوس فوميگـــاتوس cyp51A 

 71 و   90،  198هـاي     با انـدازه   DNAي    قطعه 3بايست   مي
 جفـت بـازي بـه عنـوان      189ي   با حفـظ قطعـه    (جفت باز   

هاي  در حالي كه ايزوله   . تشكيل دهد ) قطعه ي تشخيصي  
 نتايجي به صـورت     cyp51A در   L98Hحاوي جهش در    

 جفـت   279اي   بـا قطعـه   ( جفـت بـازي      71 و   279 قطعه   2
 بـر   .)35(نـشان خواهنـد داد    ) بازي به عنوان قطعه شاخص    

 هـاي  ايزولـه  از يـك  اساس يافته هاي ايـن مطالعـه، هـيچ        
ــپرژيلوس ــاتوس آس ــد فوميگ ــش فاق  TR34/L98H جه

 به  لازم .ندادند PCR-RFLP تست در كاذب مثبت نتايج
 مطالعه اين در شده توصيف PCR-RFLP كه است ذكر
 cyp51A ژن در L98H هـاي  جهـش  بررسـي  براي صرفا

  .است شده طراحي
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 پرايمرهـاي  با آمده به دست  PCR محصول آگاروز ژل :3 رهتصوير شما 
AFCYP98R و AFCYP98F فوميگــاتوس  آســپرژيلوس ايزولــه 7 از 

 8 از RFLP آمـده  بـه دسـت    الگـوي  و) A تـصوير ) (7 تا 1 هاي ستون(
 حـساس  ي ايزوله 6 و) 8 تا 1 هاي ستون (آزول تري به مقاوم ي ايزوله

). B تصوير (فوميگاتوس سپرژيلوسآ) 14 تا 9 هاي ستون (آزول تري به
 هـاي  جهـش  بـراي (بـازي    جفـت  289 شاخص قطعات قرارگيري محل

L98H (بازي جفت 189 و) وحشي كدون براي cyp51A98 (توسط 
 برخـي  در بـازي  جفـت  350 كوچك باندهاي. اند شده داده نشان فلش
 هـاي  آنـزيم  توسـط  نـشده  هـضم  PCR هـاي  محـصول  نـشانگر  ها ستون

 جفـت  100 سايز نشانگر M ستون شكل دو هر در. باشد مي محدودالاثر
 بـازي  جفـت  600 و 300 ،100 قطعات قرارگيري محل و باشد مي بازي

   .)35(اند  شده مشخص
 
 cyp51A ژن در ديگري هاي جهش كه آن جايي  از

 آسـپرژيلوس  در هـا  آزول تري به مقاومت عامل عنوان به
 اسـيون موت شناسـايي  عـدم  انـد،  شـده  معرفي فوميگاتوس

L98H روش با PCR-RFLP را هـا  آزول تري به مقاومت 
 ايزولــه چنــد وجــود احتمــال بنــابراين. كنــد نمــي منتفــي

 وجـود  هـا  آزول تـري  بـه  مقاوم فوميگاتوس آسپرژيلوس
 داده كـاذب  منفـي  نتايج PCR-RFLP روش در كه دارد
 كدون و پروموتور ناحيه وحشي نوع الگوي به صورت  و

 PCRروش مبتنـي بـر       .اند شده گزارش cyp51A ژن 98
توصيف شـده در ايـن مطالعـه داراي سـرعت بـالا بـراي               

ــوده، اجــراي TR34/L98Hهــاي  شناســايي موتاســيون  ب
 و PCRهــا ســاده بــوده و نيازمنــد تجهيــزات پايــه       آن

هـاي قـارچ     الكتروفورز است كه در خيلي از آزمايـشگاه       
  .شناسي وجود دارد

 روز قابــل 2 تـا  1هــا در مـدت   چنـين ايـن روش   هـم 
ي كـشت و پرسـنل،       انجام بوده و بـدون احتـساب هزينـه        

ايــن .  دلار بــراي هــر نمونــه نيــاز دارد5اي حــدود  هزينــه
 در  TR34/L98Hهـاي    روش در تعيين شـيوع موتاسـيون      

آسـپرژيلوس  هـاي بـاليني و محيطـي          ايزوله cyp51Aژن  
ــود  كمــكفوميگــاتوس كــاربرد ايــن . كننــده خواهنــد ب

هاي  چنين در شناسايي ساير مكانيسم     متواند ه  ها مي  روش
هـا   آزول تازه تعريـف شـده دخيـل در مقاومـت بـه تـري             

هـاي   در ايزوله ) TR46/Y121F/T289Aهاي   موتاسيون(
 نيز مفيـد واقـع      آسپرژيلوس فوميگاتوس باليني و محيطي    

 .)36(شود

  

  
  

ــا  PCRژل آگــاروز محــصول  :4تــصوير شــماره   بــه دســت آمــده ب
آســـپرژيلوس  ايزولـــه 8 از AFCYPPR و AFCYPPFپرايمرهـــاي 
 جفت  139محصول تكثير شده داراي طول تقريباً       ). 35(فوميگاتوس

 مـي باشـند، در      TR34 نشانگر حضور    6 و   5،  2،  1باز در ستون هاي     
 جفت بـاز در    105حالي كه محصول تكثير شده داراي طول تقريبي         

سـكانس تيـپ     (TR34 نـشانگر عـدم وجـود        8 و   7،  4،  3ستون هاي   
  .cyp51Aدر ناحيه پروموتور ) وحشي

  
   ARMS-PCR  تكنيك ARMS-PCR1  تكنيك

يك روش كاربردي و كم هزينـه جهـت بررسـي و            
از جملـه   . )37(باشـد  اي مـي   هاي نقطـه   شناسايي موتاسيون 

مزاياي اين روش كم هزينه بودن و عدم نياز به تجهيزات           
 طـي يـك مرحلـه       ARMS_PCRواكـنش   . فراوان است 

PCR  انجــام گرفتــه و متعاقبــاً بــا اســتفاده از الكتروفــورز 
ي كــار تفــسير  ه و نتيجــهمحــصول آن قابــل رويــت گــشت

هـاي   هدف از ايـن روش پيـدا كـردن واكـنش          . گردد مي
باشد و اين اختصاصيت با اسـتفاده از         اختصاصي آللي مي  

پرايمرهاي اختصاصي آللي كه حاوي نولكئوتيـد خـاص         
. )38(گـردد   خود هستند، حاصـل مـي      3́ هر آلل در انتهاي   

 الگو  DNA با    كاملاً 3صورت اگر پرايمر در ناحيه      بدين  
                                                 
1. Amplification Refractory Mutation System-PCR 
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تطبيق داشته و مكمل هم باشند، واكنش صـورت گرفتـه           
بنابراين بر اساس ايـن     . گردد  حاصل مي  PCRو محصول   

 توليـد شـده و يـا توليـد نـشده باشـد،              PCRكه محصول   
در ايــن .  هــدف را تعيــين كــردDNAتــوان ژنوتيــپ  مــي

ــه روش از پرايمرهــاي جهــش يافتــه و  طبيعــي در دو لول
اگر عمل پليمريزاسيون در لوله     . شود  جداگانه استفاده مي  

دهنده نبـود جهـش       حاوي پرايمر طبيعي انجام شود، نشان     
اي در باز مورد نظر است و اگر عمل پليمريزاسـيون             نقطه

دهنده   جهش يافته انجام شود، نشان      حاوي پرايمر   در لوله 
ايـن روش   .  است اي در باز مورد نظر      حضور جهش نقطه  

  .)39(هاي ديگري نيز دارد نام
  

  Real-Time PCRتكنيك
-mixed و همكــاران، روش Klaassenدر مطالعــه 

format real-time PCRهـاي  موتاسـيون  شناسايي  براي 
ــا آزول تـــــــري بـــــــه مقاومـــــــت عامـــــــل    و هـــــ

هــاي  در جايگــاه آزولــي تــري چندگانــه مقاومــت شــيوع
Gly54, Leu98, Gly138 و Met220 از ژن cyp51A 

بـه  فوميگـاتوس   آسـپرژيلوس  بـاليني  هـاي  ايزوله ميان در
ــد   ــرده ش ــار ب ــك . )40(ك ــن تكني ــك در اي ــت ي  از جف

 در فلورســنت بــا شــده نــشاندار پــروب يــك و پرايمرهــا
 همزمـان  تـشخيص  اجـازه  اي، رشـته  دو DNA تركيب با 
 شـده  تكثيـر  محـصول  هم چنين  و اختصاصي هاي جهش

 را كنـد  مـي  عمـل  داخلـي  تكثير كنترل يك عنوان به كه
 از تـصادفي  مجموعـه  يـك  روي بـر  روش ايـن . دهد مي

ــاليني ســويه 209  قــرار اســتفاده مــورد هلنــد سراســر از ب
 .شـد  مقايـسه  فنوتيپي دارويي حساسيت تست با و گرفت

 نشان داده شـده اسـت،       5شماره   همان طوركه در تصوير   
 DNAبا   اختصاصي پروب در اين تكنيك، هيبريداسيون   

 مولكـول  ايجـاد  به منجر ،)ssDNA (هدف اي رشته تك
از  پـس . شود مي) dsDNA (اي رشته دو DNA هيبريدي

 نـور  توسـط  فلورسـنت  رنگ ،dsDNA مولكول در تعبيه
 530~(روشني   سبز رنگ و برانگيخته) نانومتر 480 (آبي
nm (شـده  سـاطع  سـبز  نـور  از انـرژي . كنـد  مـي  ساطع را 

 عنـوان  بـه  شـده  شناخته فرايند يك توسط) ترنانوم 530(
 يــك بــه) FRET (فلورســانس رزونانــسي انــرژي انتقــال
 منتقـل  كنـد،  مـي  سـاطع  قرمـز  نور كه فلورسانس گيرنده

 افزايش حرارت درجه كه هنگامي). nm 640~ (شود مي
 اي رشته دو DNA هيبريدي مولكول اي اندازه تا يابد، مي

)dsDNA (سيگنال دادن دست از هب منجر و شده دناتوره 
 melting peaks ايجــاد موجــب و شــده نــانومتر 640 در
 يـك  كـه  انـد  شـده  طراحـي  طـوري  هـا  پـروب . شـود  مي

 درجه 65 در تقريباً melting peak عملكرد عالي هيبريد
 حـرارت  درجـه  در پروب با تطابق عدم. دارد گراد سانتي
 هـاي  واكنش. شد خواهد آشكار ذوب پيك توسط تر پايين

 از مخلــوطي و شــده انجــام نامتقــارن ســبك بــه تكثيــري
 اي رشـته  تـك  DNA و اي رشـته  دو DNA هاي مولكول
 از هـدف  dsDNA هـاي  مولكـول . مي شـود   ايجاد هدف
 تـشخيص  قابـل  نـانومتر  640 در كـه  رنگي حضور طريق
 پيـك  تـشكيل  بـا  ها آن  حضور .شوند مي شناسايي است،
 شـده  تائيـد  گـراد  سـانتي  درجه 85 حدود دماي در ذوب

 محــصولات بــراي اســت ممكــن حــرارت درجــه(اســت 
PCR محتـواي  يـا  و مختلـف  هـاي  اندازه با GC  مختلـف 

 طـور  بـه  PCR طول در تقارن عدم ميزان). باشد متفاوت
 تحـت  را هـدف  dsDNA و ssDNA بـين  نسبت مستقيم
 پرايمـر  نـسبت  شـامل  مطلوب شرايط. مي دهد  قرار تاثير

 بالا حد از بيش تقارن عدم رمقدا اگر. است 1:5 تا 1:1,5
 بـه  منجـر  كـه  (آيـد  مـي  دست به ضعيفي محصول است،
 تقارن عدم مقدار اگر ،)شده كلي هاي سيگنال كم ايجاد
 كـم  خيلـي  هـدف  ssDNA مقدار است، كم حد از بيش

ــد ــود خواه ــه (ب ــه منجــر ك ــيگنال ايجــاد ب ــاي س  كــم ه
) c و   b (5شـماره    تـصوير   در ).شود مي پروب اختصاصي

 پروب از استفاده ترتيب با  ، به Leu98جايگاه   براي نتايج
، نـشان داده    L98Hپـروب اختـصاصي      تيپ وحشي و يـا    

 ترتيب بـا   نتايج به ) e و   d( 5 شماره تصوير در. شده است 
 Met220 و Gly54 بـراي  تيپ وحـشي   پروب از استفاده
 مشاهده قابل وضوح مثال به  دو هر در. اند شده داده نشان
گيــري  شــكل بــه منجــر مختلــفهــاي  جهــش كــه اســت
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متفـاوت شـده اسـت، كـه         )ذوب(حرارتـي    هاي پروفايل
به تنهايي در هـر جايگـاه را         پروب يك از اجازه استفاده 

براي افتراق محصولات تيپ وحشي و محصولات شامل        
پيـك هـاي    . يكي از چندين موتاسيون مختلف، مي دهد      

 درجـه   75-80فرعي با شدت كـم نيـز در طيـف دمـايي             
شـدت   هـا بـه    ايـن پيـك   . شده اسـت   گراد مشاهده  سانتي

ــه ــسته ب ــروب واب ــشخيص غلظــت پ ــده جهــش ت ــا  دهن ه
نتيجـه ايجـاد     در اسـت  است و ممكن  ) f5 تصويرشماره(

، )g( 5 شــماره در تــصوير. ســاختارهاي ثانويــه باشــند  
 بـراي   meltingهـاي     و پيك  amplificationهاي   منحني

تكثيـر  .  نـشان داده شـده اسـت       cyp51Aناحيه پروموتور   
 منجـر بــه  cyp51A جفـت بــازي در پروموتـور   34قطعـه  

شــود كــه بــه آســاني قابــل   اي مــيPCRتوليــد محــصول 
 تيپ وحشي توسط نقطه ذوب با       PCRافتراق با محصول    

 درجـه   86گـراد در مقابـل        درجه سـانتي   88(افزايش دما   
هـاي منفـي     در اين تكنيـك كنتـرل     . شود مي) گراد سانتي

ــه   ــدون نمون ــهDNAب ــد   نقط ــشان ندادن ــي را ن   در .  ذوب

 و همكاران با استفاده از ايـن تكنيـك،         Klaassenمطالعه  
 آســپرژيلوس فوميگــاتوس نمونــه بــاليني 209 نمونــه از 4

 .)40( بودنـد  L98H  + TRشامل تركيب موتاسـيون هـاي       
هـاي    بـا روش real-time PCRبنابراين نتـايج ايـن روش   

. داشتند درصد مطابقت    100فنوتيپيك تشخيص مقاومت    
بيـان بـا     كمـي  هـاي   بررسي Melladoچنين در مطالعه     هم

 تــا بيــان افــزايش ،real-time PCR اســتفاده از تكنيــك
 سـوش  بـا  مقايـسه  در cyp51A ژن سـطح  در برابر هشت
  .)41(داد نشان را حساس

  روشمكــاران بــا اســتفاده از و هSpiessدر مطالعــه 
Nested PCR تغييرات تشخيص براي TR پروموتـور  در 

 PCR ديگر روش دو از بالاتري حساسيت ،cyp51A ژن
 هـاي ايـن مطالعـه، روش       بر اساس يافتـه    .)21(نشان داده شد    

 PCR صـورت  به M220 و L98H در ها جهش تشخيص
 تشخيص براي Nested PCR روش زيرا بود اي مرحله تك
  غيراختصاصي PCR محصولات ايجاد به منجر تغييرات اين

  

  
  

آزولـي در   مقاومـت  بـا  ارتبـاط  در اختـصاصي  اي نقطـه  يهـا  جهـش   بـراي شناسـايي  mixed-format real-time PCRاصول تكنيك جديد  :5تصوير شماره 
تشكيل  dsDNA هيبريدي مولكول  هدف، يكssDNA به مولكول پروب هيبريداسيون از روش پس اصول از تصويري(a):  .(40) آسپرژيلوس فوميگاتوس

ايـن  . شـود  مـي   اسـتفاده reporter تحريـك   كه برايبه خروج فلورسنت شده  منجرdsDNA مولكول اين  بهReso lightرنگ ) تحريك(برانگيختن . شود مي
از  اسـتفاده  با L98 در جهش  تشخيص (b):. دهد هدف را مي   اين در اختصاصي جهش هاي  چنين هم از محصول تكثير شده و     همزمان فرمت اجازه تشخيص  

 تشخيص جهش G54 :(e) در مختلف هاي  جهش تشخيصL98H .:(d) پروب اختصاصي از استفاده با L98H اختصاصي تشخيص: wild-type (c)يك پروب 
   ).بدون نياز به پروب(پروموتور  منطقه در tandem repeat polymorphism  تشخيص(g):پروب  غلظت  اثرM220 :(f)در  مختلف هاي
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 مروري

  Nested PCR تكنيك
 nested در روش. شـد  مـي  تـر  بيش حساسيت بدون

PCR    از يـك  هـاي بـاليني مـستقيم، هـيچ        بر روي نمونـه 
 100 زمـاني كـه    انـسان  ژنـومي  DNA بـا  پرايمرها جفت

 شـد،  استفاده منفي كنترل عنوان به DNA اين از نانوگرم
 محـصولات  دليـل،  به همين . ندادند نشان متقاطع واكنش

PCR از مخلوطي حاوي بيماران هاي نمونه DNA ژنومي 
 مـستقيم  طـور  بـه  تواننـد  مـي  آسپرژيلوس، DNA و انسان
 مــورد DNA تــوالي آنــاليز بــراي ژل از اســتخراج بــدون
 .ودش ـ زمان در جويي صرفه موجب و گرفته قرار استفاده

 از زيـادي  مقـدار  شـامل  بـاليني  هـاي  نمونه كه زماني تنها
DNA باشـد،  انـسان  ژنومي DNA  از آنـاليز،  بـراي  الگـو 
 از نـانوگرم  100 از بـيش  حـاوي  هـاي  نمونه PCR طريق
DNA د،مــوار ايــن در. شــود مــي گرفتــه انــسان PCR از 
L98H اضافي ضعيف هاي سيگنال به منجر اوقات گاهي 
 قبـل  آگارز ژل از PCR محصول استخراج نيازمند كه شده
هـاي ايـن      بر اسـاس يافتـه     .مي باشد  DNA توالي تعيين از

 ،PCR روش ايـن  بـا  بـاليني  هـاي  نمونـه  بررسـي  مطالعه با 
 شناسـايي  TR در تغييـر  بدون بيمار 5 در L98H تغييرات

 آزولـي  مقاومـت  موجـب  تنهـايي  بـه  L98H جهش. دشدن
ــود نمـــي ــار در .شـ  در L98H جهـــش ،ALL داراي بيمـ
 تـشخيص  مغـز  بيوپـسي  نمونـه  در TR تغييرات با تركيب
 .)21(شد داده

  
1MALDI-TOF MS  

   حـد  را تـا   ها اين تكنيك قادر است ميكروارگانيسم    
  

 قـادر بـه شناسـايي      اسـت  حتـي ممكـن    و شناسـايي  گونه
 MALDI-TOF MS .ميكروبـي نيـز باشـد    ضـد  مقاومت
 ميكروارگانيـسم  يـك  پـروتئين  انگشت نگـاري   بر متكي
ايـن روش    به وسيله  ميكروارگانيسم يك شناسايي. است
 مرجـع  طيـف  با آن پروتئين فينگرپرينت مقايسه اساس بر
 ايـن  .)42(است ها ايزوله از متشكل اي داده پايگاه يك در

 بررسـي  بـراي  ابـزار  يـك  عنـوان  بـه  چنين هم تكنولوژي

                                                 
1. Matrix-assisted laser desorption ionization–time of flight 

 هـاي  گونه و ها باكتري برابر در دارويي حساسيت تست
 كـه  شده مشاهده  قبلاً .)43 -48(است شده ارزيابي كانديدا
 با ها سويه كه هنگامي كانديدا هاي گونه پروتئين تركيب

 كـرد  خواهـد  تغييـر  شوند، مي مواجه قارچ ضد داروهاي
 بـه  پاسـخ  در جبرانـي  از پاسـخ   بخـشي  اسـت  ممكـن  كه

ــست محــيط ــه .باشــد زي    و همكــاران، Saracli در مطالع
 و تاگلابرا كانديدا سويه 35 ،آلبيكنس كانديدا سويه 35
ــويه  37 ــداسـ ــا تروپيكـــاليس كانديـ ــازول،  بـ فلوكونـ

بــا غلظــت هــاي مختلــف  پــسوكونازول يــا وريكونــازول
 پـسوكونازول  و وريكونـازول  ، µg/ml 64فلوكونـازول  (

µg/ml 16(، ــا يــك همــراه فاقــد دارو، مواجــه  كنتــرل ب
 MALDI-TOF MS در اين مطالعه از روش .)47(كردند

، )CCI (همبـستگي  ها براي ايجاد ضـريب      غلظت اين در
هــاي   گرفت و غلظـت    قرار استفاده مورد براي هر ايزوله  

هــاي ميــاني و  غلظــت زتــر ا پــايين ،CCIميــاني و بــالايي 
شـده   بنـدي  طبقـه  مقـاوم  عنـوان  به هايي كه  بالايي استرين 

ــا نتــايج بــه دســت آمــده از   ايــن ســپس. بودنــد نتــايج، ب
 CLSI M27-A3 تكنيـك  هـا بـا   آن MICهايي كه  نمونه
 يـا  حـساس   به عنوان  )AFST (قارچ ضد حساسيت تست

نتـايج ايـن مطالعـه      . بودند، مقايسه شد   شده مقاوم شناخته 
 بنـدي  طبقـه  بـه  قـادر  MALDI-TOF MSنـشان داد كـه   

ــساسيت ــري آزول ح ــه برابــر در ت ــا  هم . بــود ســويه ه
  و3/54 بـين  MALDI-TOF MS تكرارپذيري سـنجش 

ــاوت درصـــد 9/82 ــود متفـ ــرين و بـ ــراي بهتـ ــه بـ  نتيجـ
 پـسوكونازول عليـه    و آلبيكنس كانديداعليه   فلوكونازول
ــا كانديــدا ــودگلابرات  كــه دهــد مــي نــشان نتــايج ايــن.  ب

MALDI-TOF MS همزمـان  براي بررسـي  است ممكن 
 هـاي  عنوان گونـه   ها به  آن بندي طبقه و كانديدا هاي گونه

آزول  تـري  قـارچ  داروي ضد  برابر در مقاوم يا و حساس
 تـري  بـيش   هرچند كه مطالعـات    .استفاده قرار گيرد   مورد
 نيـاز  روش مـورد   تكرارپذيري ايـن   بهبود و اصلاح براي

ــت ــماره   .)47(اسـ ــدول شـ ــايص و  1در جـ ــا، نقـ  مزايـ
كمبودهـــاي هركـــدام از روش هـــاي شناســـايي ســـريع 

Archive of SID

www.SID.ir

http://www.sid.ir


   وني موتاسيي در شناساي مولكولي هاكيتكن
 

  1396 ، ارديبهشت 148     دوره بيست و هفتم، شماره مجله دانشگاه علوم پزشكي مازندران                                                                                198

زولي به اختصار آمـده     موتاسيون هاي منجر به مقاومت آ     
  .است

  بحث
 ري مرگ و م   ي مهاجم عامل اصل   ي قارچ يها عفونت

 فــشرده يهــا ي درمــانيمي تحــت شــي ســرطانمــارانيدر ب
 تـاخير   لي ـبا توجه به افزايش مرگ و ميـر بـه دل          . باشد يم

، شـروع  مـستعد عفونـت  خـصوص در بيمـاران    ه  درمان ب ـ 
 ي ضـرور  ماراني ب ني در ا  عيدرمان ضد قارچي مناسب و سر     

با توجه بـه    . شود ي م ريباشد و باعث كاهش مرگ و م       يم
مـان  راين كـه آزول هـا از جملـه داروهـاي حيـاتي در د              

هـا   هاي قارچي هـستند، پيـدايش مقاومـت بـه آن           عفونت
لـذا درك   . سزايي بر نتايج درماني خواهد داشـت       تاثير به 
 چنـين  هـم  و عوامـل  ايـن  برابـر  در مقاومت هاي مكانيسم

 ضروري بيمار مديريت درمان براي ومتمقا تشخيص سريع
 از از عوامـل   تركيبـي  دليل به اغلب آزولي است و مقاومت  

ايجـاد   ژنـي  جهش جريان و  هاي پمپ بيان افزايش جمله
تواننـد منجـر بـه       هـاي متفـاوت مـي      موتاسـيون . شـوند  مي

بنابراين، شناسـايي   . هاي حساسيتي متفاوت شوند    پروفايل
آزول و نيــز شناســايي  ريهــاي مقــاوم بــه تــ ســريع ايزولــه

چنين  اي در مديريت بهينه بيمار و هم       هاي زمينه  موتاسيون
اي برخـوردار    هاي اپيدميولوژيكال از اهميت ويژه     بررسي

 از اسـتفاده  بـا  مقاومـت  مـستقيم  رديابي توانايي. باشند مي
ــده درمــان امكــان مولكــولي، هــاي روش  بــراي آل اي

 تنهـا  نه اساس اين بر. آورد مي فراهم را بيماران تك تك
ــان از ــاي درم ــر ه ــوثر غي ــوگيري م ــي جل ــود، م  بلكــه ش

بــه  نيــز تركيبــي درمــان ماننــد جــايگزين هــاي اســتراتژي
 قابـل  ميكروبيولوژيـك  هـاي  شـاخص  بـا  مستقيم صورت
 هاي شاخص براي مناسب جايگزيني كه باشند مي بررسي
 كـه  هـستند  جـايگزيني  بيوماركرهاي يا و باليني نامناسب

شناسايي سريع مقاومت   . شوند مي استفاده اضرح حال در
هاي بـا كـشت منفـي توانـايي بـالاي            ها در نمونه   به آزول 

PCR          هـاي    در مقايسه با كشت را به منظور بررسي گونـه
 كليــدي در SNPبنــابراين رديــابي . قــارچي نمايــان كــرد

تر  كننده بوده و نيز بسيار حساس      شناسايي مقاومت كمك  
 ها،  SNPه منفي اين بررسي براي      باشد، نتيج  از كشت مي  

هـاي   بـه كـارگيري روش    . كند وجود مقاومت را رد نمي    
 بـالين  و اپيـدميولوژيكي  بـه عنـوان رابـط      مولكولي سريع
شـود   ها مطرح مـي    آزول برابر در مقاومت تشخيص براي

 تـوجهي  قابل طور به قارچي ضد درمان دهد مي كه اجازه 
اي قـارچي كـشنده    ه ـ بيماران مبتلا به عفونـت     تر در  سريع

 سـريع  و مـستقيم  تـشخيص  ايـن،  بر علاوه. صورت گيرد 
 بين زـتماي ازهـي، اج ـژن راتــتغيي لـدلي آزولي به  مقاومت
دهد زيرا تمـام     آزولي را مي   مقاومت متنوع هاي مكانيسم
. باشـد  در ژن نمي   تغييرات از ناشي آزولي مقاومت موارد

شناســـايي  جهـــت گرفتـــه صـــورت مطالعـــات عمـــدتاً
  يـاز نظر عمل يـداروي اومتـمق به رـمنج ايـه موتاسيون

  
 ي قارچي در گونه هاي منجر به مقاومت آزولي هاوني موتاسعي سريي شناسايها  هركدام از روشي و كمبودهاصي نقا،ايمزا: 1جدول شماره 

   شايعپاتوژن
 تكنيك هاي مولكولي  اساس روش مزايا و معايب

 و كارآيي اختصاصي، حساسيت غير توالي عدم تكثير و اختصاصيت فوق العاده بالا
 خوب  بالا، كم هزينه وسريع، تكرار پذيري

 )RCA(چرخان  اي دايره تكثير ثابت حرارت درجه در خاص پليمراز DNA با حلقوي كوتاه اي رشته تك DNA چرخان تكثير

ده و داراي بالا، زمان بر بو پذيري سرعت بالا، اجراي ساده و كم هزينه بودن، تكرار
  .كاذب مي باشد منفي نتايج

ر هضـم الگـو توسـط اندونوكلئازهـايمبتنـ  و يي شناسـاي هاـگاهي جاـكيهر كه ياختصاصـي  بـ
  .برش خـاص خود را دارند

PCR-RFLP  

  پرايمرهاي جهش يافته و طبيعي در دو لوله جداگانه از استفاده  باايتشخيص موتاسيون هاي نقطه  حساسيت نسبتا بالااز نظر اقتصادي مقرون به صرفه و عدم نياز به تجهيزات فراوان، 
 

ARMS-PCR 

 با شده نشاندار پروب پرايمر و جفت اختصاصي با كمك يك هاي همزمان جهش تشخيص cyp51A ژن سطح بيان در كمي هاي بررسي
  اي رشته دو DNA تركيب با فلورسنت در

Real-Time PCR 

اـندن تكثاستفاده  بالااختصاصيت حساسيت بالا،    ت كاذبلا محصوو ي اختصاصري غرياز دو جفت پرايمر جهت به حداقل رسـ
 

Nested PCR 

اي  داده پايگاه در مرجع طيف با ميكروارگانيسم و مقايسه آن يك پروتئين فينگرپرينت بر متكي تكرارپذيري متوسط
 ها ايزوله از متشكل

MALDI-TOF MS 
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 مروري

 قيمت گران هاي پروب و جهيزاتت سخت بوده و نيازمند   
 ي  بــالقوهيهــا  ژنيابي ـارز بــه منظــورامـروزه   .باشــد مـي 
هـاي جديـد      استفاده از روش   ،ييمقاومت دارو   در ليدخ

 كـنس يلبآ دايكاند ي برا microarray يزهاي آنال از جمله 
هرچند كـه بررسـي ارزش   مطالعاتي در حال انجام است،      

ر و اطلاعــات تــ هــا نيازمنــد بــه مطالعــات بــيش ايــن روش
هاي مولكولي سـاده     روش. باشد تر در اين زمينه مي     كامل

توانــد در شناســايي ســريع  شــده در ايــن مقالــه مــيتعريــف 
هـاي   هـاي آزولـي ايزولـه       منجر به مقاومت   هاي موتاسيون

باليني به منظور مديريت بهتر مبتلايـان در كـشورهاي در           
بــالاي ايــن  پتانــسيل. حــال توســعه كمــك كننــده باشــد

 ابـزار  يك به عنوان  ها روش اين شود مي باعث ها كنيكت
ماركرهـاي   شناسـايي  و خـاص  هـاي  گونـه  رديـابي  براي

 ايـن  بنابراين انتظار مـي رود    . شود شناخته آزول مقاومت
 و حـساس  بسيار شناسايي هاي روش به زودي  تكنولوژي
 متخصــصين و آزمايــشگاهي محققــين بــراي را كــارآيي

 هـاي  آناليـت  سـنجش  تـسهيل  تـسريع و   منظـور  بـه  باليني
  .آورد فراهم مختلف
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