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Abstract 
Objective: Erythrasma is a chronic superficial infection of the intertriginous areas. Most 
laboratories use methylene blue stain and 10% KOH smear to identify Corynebacterium 
minutissimum (C. minutissimum) by direct observation of filamentous bacilli. 
Occasionally atypical forms can be seen that create problems in diagnosis. This study 
aims to use the polymerase chain reaction (PCR) method in order to definitively identify 
C. minutissimum as an agent of erythrasma. 
Methods: This research was performed during 2013 on 100 skin scrapings suspicious for 
erythrasma which were obtained from various medical mycology laboratories in Tehran. 
Samples were tested by three methods - direct examination, culture and PCR. DNA was 
extracted by the modified phenol-chloroform method after which PCR was performed 
using designed primers. We sequenced some of the PCR products. The sensitivity and 
specificity of the PCR method was compared to the direct and culture examinations. 
Results: Of the 100 samples, there were 25 positive samples according to PCR analysis, 
13 positive by direct examination and 23 that cultured positive. DNA sequencing results 
showed the presence of C. minutissimum. The PCR method in comparison with direct 
examination had a sensitivity of 100% and a specificity of 86.2%. The study also showed 
that the PCR method in comparison with culture had a sensitivity of 100% and a 
specificity of 97.4%. 
Conclusion: This study showed that the PCR method in comparison with the direct 
method and culture had a higher sensitivity in the detection of C. minutissimum. The 
present PCR method confirmed all typical and some of the atypical forms of C. 
minutissimum which indicated the importance of this method in the definitive diagnosis of 
erythrasma. 
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شناسايي مولكولي كورينه باكتريوم مينوتيسيموم در ضايعات پوستي 
 PCR مشكوك به اريتراسما به روش
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  01/02/93 :مقاله پذيرش  05/11/92 :مقاله دريافت
  چكيده

در حـال حاضـر عــامل اريتراسـما را بـه روش معمـول       . دار بدن است مزمن نواحي چين اريتراسما عفونت سطحي :هدف
اي دراز تشـخيص   هاي رشته درصد از طريق مشاهده باسيل 10آميزي بلودومتيلن يا با پتاس  صورت رنگ  آزمايش مستقيم به

شود كـه تشـخيص بيمـاري را دچـار      در مواردي در بيماران مشكوك به اريتراسما، اشكال غير معمول مشاهده مي. دهند مي
منظور تشـخيص قطعـي كورينـه بـاكتريوم مينوتيسـيموم عامـل        به PCRهدف از اين مطالعه، معرفي روش . كند مشكل مي

 .است بيماري اريتراسما

 تراشه پوستي مشكوك به اريتراسـما، از  100انجام شد، تعداد  91-92هاي  در اين مطالعه كه در طول سال :ها مواد و روش
 PCRها به سه روش آزمايش مسـتقيم، كشـت و روش    آوري شد، نمونه شناسي پزشكي در تهران جمع هاي قارچ آزمايشگاه
بـا آغازگرهـاي طراحـي شـده انجـام       PCRبه روش فنل كلروفرم تغيير يافته استخراج شـد و واكـنش    DNA. بررسي شد

بـا آزمـايش    PCRاسـيت و اختصاصـيت روش   همچنـين حس . تعيين توالي شد PCRگرفت، سپس تعدادي از محصولات 
  .مستقيم و كشت مقايسه شد

نمونه  23نمونه توسط آزمايش مستقيم و  13و  PCRنمونه توسط  25نمونه، تعداد  100در اين تحقيق، از تعداد كل  :نتايج
حساسـيت  . تأييد نمود نتيجه تعيين توالي وجود اين باكتري را. توسط كشت از نظر كورينه باكتريوم مينوتيسيموم مثبت شد

همچنـين حساسـيت و   . درصد بـود  2/86درصد و  100ترتيب  در مقايسه با آزمايش مستقيم به PCRو اختصاصيت روش 
  .درصد محاسبه شد 4/97درصد و  100ترتيب  اختصاصيت اين روش در مقايسه با كشت به

قيم و كشـت، حساسـيت بـالاتري در شناسـايي     ، در مقايسه با روش مسـت PCRاين مطالعه نشان داد كه روش  :گيري نتيجه
هايي كه داراي اشكال معمول و شاخص اين باكتري  كورينه باكتريوم مينوتيسيموم دارد، روش مولكولي حاضر تمامي نمونه

هاي داراي اشكال غير معمول را تأييد و برخي را تأييد ننمود كه معرف اهميـت روش   بود را تأييد نمود، اما برخي از نمونه
  . مولكولي در تشخيص بيماري و نياز به اين روش در تشخيص اريتراسما ست

  
  PCRاريتراسما، كورينه باكتريوم مينوتيسيموم،  :كليدواژگان
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  PCR شناسايي مولكولي كورينه باكتريوم مينوتيسيموم به روش
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  مقدمه
ــيموم  ــاكتريوم مينوتيسـ ــه بـ   Corynebacterium( كورينـ

minutissimum(    باسيل گرم مثبت، بدون اسـپور، هـوازي يـا ،
عامــل بيمــاري اريتراســما    هــوازي اختيــاري اســت و   بــي

)Erythrasma ( بيمـاري اريتراسـما عفونـت مـزمن     . ]1[است
دار بدن مانند  طبقه شاخي پوست بوده كه اغلب در نواحي چين

صـورت   بغل، كشاله ران، ناف، زير سينه و لاي انگشتان بـه  زير
 ـهاي مسطح قرمز يا قرمز مسي  لكه اي، خشـك، بـدون    ا قهـوه ي

بوده ولي بـا خـارش خفيـف همـراه      وزيكول، التهاب و ترشح
. اسـت ران  هـاي كشـاله   ترين محـل عفونـت چـين    شايع. است

بيماري بيشـتر در مـردان و در نـواحي گـرم و مرطـوب ديـده       
  .]3، 2[ شود مي

بيمـاري در اروپـا بيشـتر از    . اين بيماري انتشار جهاني دارد
خصوص نواحي جنوبي  هآمريكا بوده و در ايران در اكثر مناطق ب

عدم رعايت بهداشت فردي، ازدياد رطوبـت منجـر   . ود داردوج
اين بيمـاري ممكـن اسـت بـا     . دشو م بيماري مييبه تشديد علا

 آ جرب، شپشك عانه، كچلي كشاله ران، درماتيت تماسي و تينـه 
چـون بيمـاران   . اشـتباه شـود   )Tinea Versicolor( ورسـيكالر 

د مـزمن  دهنـد، اغلـب مـوار    اهميت زيادي به بيمـاري خود نمـي 
عفونت بين انگشتان پا معمولاً به درمان . شود بيماري مشـاهده مي

 عامل بيماري ممكن اسـت همـراه بـا اسـتافيلوكوك    . استمقاوم 
)Staphylococcus( و ســــودوموناس )Pseudomonas(  يــــا

ــت ــا درماتوفي ــه    )Dermatophytes( ه ــود و در نتيج ــده ش دي
عوامــل هــاي ديگــر كــه توســط ســاير  تشــخيص آن از عفونــت

  .]2[است شود، دشوار  باكتريايي و قارچي ايجاد مي
هـاي   كه درمان بيماري اريتراسما بـا بيمـاري   با توجه به اين

ــابراين   ــايي متفــاوت اســت، بن قــارچي و ديگــر عوامــل باكتري
در حـال حاضـر در   . داردتشخيص صحيح اين بيماري اهميـت  

ما از تشـخيص عــامل بيمـاري اريتراس ـ    برايها  اكثر آزمايشگاه
ــه   ــتقيم ب ــايش مس ــول آزم ــگ   روش معم ــورت رن ــزي  ص آمي

شــود و در  اســتفاده مــي )Bleu de méthylène( بلـودومتيلن 
  آميـزي و بـا پتـاس     هاي تخصصي اغلب بدون رنـگ  آزمايشگاه

اقدام به شناسايي كورينـه بـاكتريوم مينوتيسـيموم از     درصد 10
 اي هـاي رشـته   باسـيل (معمول و شاخص طريق مشاهده اشكال 

در مــواردي در آزمــايش مســتقيم از طريــق . نماينــد مــي) دراز
مـاران مشـكوك بـه    يهاي پوستي ب آميزي بلودومتيلن تراشه رنگ

هـاي معمـولي، كوتـاه و     باسـيل [غير معمـول  اريتراسما، اشكال 
ــد يديفترو ــد مانن ــي  ])Diphtheroid( ي ــاهده م ــه   مش ــود ك ش
يـز در  بعضي از متخصصـين را ن  هاي آزمايشگاه و حتي تكنسين

 ـو در ارا نمايـد  مـي تشخيص دچار مشـكل   ه گـزارش جـواب   ي
  . كند صحيح به پزشك مشكلاتي را فراهم مي

جداسازي عامل بيماري  برايروش استفاده از محيط كشت 
و بـا توجـه بـه سـابقه اسـتفاده از      است معمول نبوده  اريتراسما

توسط مختلف هاي  بيوتيك هاي كشت بافت همراه با آنتي محيط
رون بـه  ها آسـان و مق ـ  محيط تهيه اين محققين در خارجبرخي 
هاي ساده، سريع  هاي مولكولي روش روش ].6-4[نيست صرفه 

هـا   تـري در تشـخيص ميكروارگانيسـم    و در عين حال حسـاس 
هـا   مطالعات مولكولي انجام شده روي كورينـه بـاكتريوم   .است

هـاي كورينـه    روي ديگـر گونـه   PCR-RFLPاغلب بـه روش  
ــاكتريوم ــه بـ ــوزيس    بـ ــاكتريوم توبركولـ ــه بـ ــژه كورينـ  ويـ

)Corynebacterium tuberculosis( صــورت گرفتــه اســت 
 روشـي بر اين اساس هدف اصلي اين مطالعه طراحـي   ؛]7-13[

طـور سـريع و دقيـق باعـث      است كه بتواند بـه  PCRبر اساس 
و از گزارش مـوارد   ودشناسايي كورينه باكتريوم مينوتيسيموم ش

  . ب جلوگيري نمايدمنفي و مثبت كاذ
  

  ها مواد و روش
  گيري نمونه

، تعـداد  91-92هـاي   سال در طولماه  6 در اين مطالعه طي
نمونه تراشه از ضايعات پوستي مشكوك بـه اريتراسـما، از    100

شناسـي   هاي تخصصي قـارچ  بيماران مراجعه كننده به آزمايشگاه
ــران  ــاني ته ــتي و درم ــز بهداش ــور،  ( مراك ــامل آزمايشــگاه ن ش

شناسي دانشكده بهداشـت   و واحد قارچ) عج.. (يمارستان بقيه اب
  .دشآوري  جمع )دانشگاه علوم پزشكي تهران
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 و همكاران مريم محمدي تشكري
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  آزمايش مستقيم و كشت
آميزي بلودومتيلن  رنگمعمول در آزمايش مستقيم از روش 

 هـاي مـولر هينتـون آگـار     كشـت از محـيط   بـراي  د،ش ـاستفاده 
)Mueller Hinton Agar( سـيلين،   تيك پنـي بيو با و بدون آنتي

حـاوي  ) Pai Media(و پـاي مـديا    )Blood Agar( بلاد آگار
د، از شاستفاده  )Nitrofurantoin( بيوتيك نيتروفورانتوئين آنتي

عنوان يك محـيط عمـومي، از محـيط     محيط مولرهينتون آگار به
عنـوان   عنوان يك محيط غني و از محيط پاي مديا به بلاد آگار به

  . دشها استفاده  ه باكتريوممحيط انتخابي كورين
  

  PCRروش مولكولي 
ــه در روش مولكــولي از پوســته ــاي نمون ــرداري شــده،  ه ب

 دستي فنل كلروفـرم مطـابق بورهـان    به روش DNA استخراج
)Burhan(  البته با تغييراتي انجـام گرفـت كـه     ]14[و همكاران

  .صورت خلاصه آمده است در زير به
  

  DNAاستخراج 
اســتريل  5/1وســته بــه ميكروتيــوب ابتــدا مقــدار كمــي پ

ميكروليتر آب مقطر ديونيزه اسـتريل افـزوده شـد،     300حاوي
 .دش ـدقيقه انكوبـه   30مدت  بهگراد  درجه سانتي 65سپس در 
 K و پروتئينـاز  DNA بافر اسـتخراج  ميكروليتر 300در ادامه 

ــزان ( ــه مي ــر 5ب ــزوده و) ميكروليت ــه ورتكــس  اف ــك دقيق   ي

 

)Vortex( دقيقـه،   30مـدت   ن محلول حاصل بهجوشاند. دش
 10مـدت   بـه  12000افزودن فنل اشباع و سـانتريفوژ بـا دور   

 CIدر ادامـه نمونـه بـا محلـول      .دقيقه مراحل ديگر كار بـود 
بـه تيـوب جديـد منتقـل و      يـي شستشو داده شد، محلـول رو 

سرد افزوده و  درصد 100مولار و سپس اتانل  3استات سديم 
پــس از . دشــنگهــداري  گــراد تيدرجــه ســان - 20در فريــزر 

به رسـوب حاصـل   درصد  70، الكل 12000سانتريفوژ با دور 
نهايت رسوب حاصـل در  در د و شاضافه و مجدد سانتريفوژ 

  . دشحل ) TE )Tris-EDTA Bufferبافر 
متعـدد و تغييـر متغيرهـاي     هاي اين بررسي طي آزمايش در

 ـ تـا  دش ـمختلف اعم از مدت زمان واكـنش تـلاش    ل روش فن
  .شودكلروفرم معمول بهينه 

  

  )Primer(آغازگر طراحي 
ــي   ــن بررس ــازگردر اي ــاكتريوم   آغ ــه ب ــي كورين اختصاص

با اسـتفاده از   Minoo-R & Minoo-Fهاي  مينوتيسيموم با نام
بـراي   Oligo Analyzer و MEGA5.03افزاري  دو برنامه نرم

بـاكتري كورينـه    rpoBبـازي ژن   جفـت  659 ناحيه ژني قطعـه 
آغازگرهـاي  د، همچنـين از  ش ـيوم مينوتيسـيموم طراحـي   باكتر

BetF  وBetR  بازي ژن بتا اكتـين   جفت 204براي تكثير قطعه
ژن  House Keepingعنـوان   هـاي بـاليني بـه    موجود در نمونه

  .)1جدول (استفاده شد 

  رهاي مورد استفاده در اين مطالعهآغازگتوالي  1 جدول
  

 توالي رآغازگ
Minoo F 5'- AGG CCC CGA ACG GTG AGA TG -3'  
Minoo R 5'- ACC GGA GGC GTC GGT CAC G -3'  

BetF 5'-CTC AGG AGG AGC AAT GAT CTTG-3  
BetR 5'-CTG GGC  ATG  GAG TCC TGT GG-3  

  
 PCRواكنش 

ميكروليتر و مطابق برنامـه زيـر    25در حجم  PCRواكنش 
اد گـر  درجـه سـانتي   94صورت گرفت، واسرشـت ابتـدايي در   

ــه ــدت  ب ــه 5م ــپس دقيق ــت 35 و س ــه 94( دور واسرش  درج
 ،)ثانيـه  30، گـراد  سانتي درجه 61( ، اتصال)ثانيه 30، گراد سانتي

و در ادامه گسـترش  ) ، يك دقيقهگراد سانتي درجه 72( گسترش
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  .انجام شد) دقيقه 7، گراد سانتي درجه 72( نهايي
  

  تعيين توالي
هـاي   نمونـه مربـوط بـه    PCRدر اين مطالعـه محصـولات   

از روي ژل  كره )Bioneer(بيونير  توسط كيت 25و  24شماره 
پيشـگام   ايراني زيسـت فـن آوري   شركتاز طريق  استخراج و

  .دش به كشور كره ارسال تعيين تواليبراي 
  

  ها روش بررسي حساسيت و اختصاصيت
در مقايسـه   PCRحساسيت و اختصاصيت روش مولكولي 

اسيت و اختصاصيت اين روش با آزمايش مستقيم، همچنين حس
) Altman & Bland( در مقايسه با كشت مطابق آلتمند و بلاند

ايـن  طلايـي   لازم بـه ذكـر اسـت اسـتاندارد    . ]15[ دشمحاسبه 
در آزمايش مستقيم بود  اي دراز هاي رشته مطالعه مشاهده باسيل

  كورينــه بــاكتريوم معمــول و شــاخص  كــه در حقيقــت اشــكال
  

  .استمينوتيسيموم 
  

  نتايج
 25(نمونه  25نمونه، تعداد  100در اين تحقيق از تعداد كل 

توسـط آزمـايش   ) درصد 13(نمونه  13و  PCRتوسط ) درصد
توسط كشـت از نظـر كورينـه    ) درصد 23( نمونه 23مستقيم و 

منظـره   1شـكل  ). 2جـدول  ( باكتريوم مينوتيسيموم مثبـت شـد  
ــيموم را در    ــاكتريوم مينوتيسـ ــه بـ ــكوپي كورينـ لام ميكروسـ

در ايـن بررسـي    .دهـد  آميزي شده با بلودومتيلن نشان مـي  رنگ
هاي كشت مـولر هينتـون    كورينه باكتريوم مينوتيسيموم از محيط

سيلين و محيط بلاد آگـار جـدا    بيوتيك پني آگار با و بدون آنتي
ين يبيوتيـك نيتروفورانتـو   د اما از محيط پاي مديا حاوي آنتيشن

ينه باكتريوم مينوتيسـيموم را در  ني كوروكل 2در شكل . جدا شد
ين يبيوتيـك نيتروفورانتـو   محيط كشت پـاي مـديا حـاوي آنتـي    

  .كنيد مشاهده مي

  در بررسي حاضر PCR، كشت و )ميزي بلودومتيلنآ رنگ( مشخصات بيماران مبتلا به اريتراسما همراه با نتايج آزمايش مستقيم 2جدول 
  

 PCR  كشت تقيمآزمايش مس محل ضايعه شغل جنس سن  كد  رديف
1  4E 34 كشاله ران نانوا مذكر +  +  +  
2  5E 52 كشاله ران ورزشكار مذكر +  +  +  
3  6E 51 بين انگشتان پا كارمند مذكر  +  +  +  
4  7 E  27 بين انگشتان پا كارمند مذكر  +  +  +  
5  8E 66 كشاله ران دارخانه مونث +  +  +  
6  9E 66 زير بغل دارخانه مونث +  +  +  
7  13 E  33 كشاله ران آزاد مذكر +  +  +  
8  16 E  50 بين انگشتان پا بازنشسته مونث  +  +  +  
9  21 E  50 بين انگشتان پا دارخانه مونث  -  -  +  
10  24 E  64 زير بغل بازنشسته مونث -  +  +  
11  1-24 E 64 كشاله ران بازنشسته مونث -  +  +  
12  31 E  43 كشاله ران آزاد مذكر +  +  +  
13  52 E  34 كشاله ران بازنشسته ونثم -  +  +  
14  59 E  20 كشاله ران دانشجو مذكر +  +  +  
15  62 E  56 بين انگشتان پا دارخانه مونث  +  +  +  
16  74 E  64 بين انگشتان پا دارخانه مونث  -  +  +  
17  82 E  61 بين انگشتان پا دارخانه مونث  -  +  +  
18  84 E  51 بين انگشتان پا دارخانه مونث  -  +  +  
19  85 E  71 كشاله ران دارخانه مونث -  -  +  
20  87 E  56 بين انگشتان دست بازنشسته مذكر  -  +  +  
21  88 E  20 كشاله ران نجار مذكر -  +  +  
22  92 E  33 كشاله ران عمرانمهندس مذكر -  +  +  
23  98 E  40 كشاله ران دارخانه مونث -  +  +  
24  99 E  30 كشاله ران كارمند مذكر +  +  +  
25  100 E 25 كشاله ران نظامي مذكر +  +  +  
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آميـزي   منظره ميكروسكوپي كورينه باكتريوم مينوتيسيموم در لام رنگ 1شكل 
  ×100شده با بلودومتيلن با بزرگنمايي 

  

  
  

ني كورينه باكتريوم مينوتيسيموم در محيط كشت پاي مديا حاوي وكل 2شكل 
 ينيبيوتيك نيتروفورانتو آنتي

  
مشخصات بيماران مثبت از نظر اريتراسما را نشان  2جدول 

كنيد اكثر موارد مثبت مربوط بـه   طور كه ملاحظه مي همان .دهد مي
 PCRحساسيت و اختصاصـيت روش مولكـولي   . استكشاله ران 

 درصد 2/86و  درصد 100ترتيب  در مقايسه با آزمايش مستقيم به
يسه بـا  همچنين حساسيت و اختصاصيت اين روش در مقا. بود

  . دشمحاسبه  درصد 4/97و  درصد 100ب يترت كشت به
 Duplex PCR و PCR ژل الكتروفورز محصولات نتايج

ــاليني مثبــت  ــه ب ــا ) 25و  24رديــف (دو نمون هــاي آغازگرب
ر بتا اكتين در آغازگاختصاصي كورينه باكتريوم مينوتيسيموم و 

بـازي معـرف كورينـه     جفـت  659آمـده اسـت، بانـد     3شكل 
بـازي نشـان    جفـت  204يوم مينوتيسيموم اسـت و بانـد   باكتر

. ژن اسـت  House Keepingعنـوان   دهنده ژن بتا اكتـين بـه  

نتايج تعيين توالي معرف وجود كورينه باكتريوم مينوتيسـيموم  
  ).3 جدول( بود

  

  
  

هـاي   نمونـه  Duplex PCR و  PCRنتايج ژل الكتروفورز محصولات 3شكل
 چاهـك  ،)جفت بازي DNA Ladder 100(ر نشانگ) 1 چاهك: باليني پوسته

رهـاي اختصاصـي   آغازگبا  24پوسته باليني رديف  )3 كنترل منفي، چاهك )2
 نمونه پوسـته بـاليني   PCR محصول )4 كورينه باكتريوم مينوتيسيموم، چاهك

 بـا  24 نمونه پوسته باليني PCR محصول )5 رهاي بتا اكتين، چاهكآغازگبا  24
بـا جفـت    25 پوسـته بـاليني   )6 چاهـك  تا اكتـين، رهاي اختصاصي و بآغازگ
بـا   25 نمونه پوسته بـاليني  PCR محصول )7 رهاي اختصاصي، چاهكآغازگ

بـا   25بـاليني  نمونه پوسـته  PCR محصول )8 بتا اكتين، چاهك آغازگرجفت 
  رهاي اختصاصي و بتا اكتينآغازگ

  
 يمومبـاكتريوم مينوتيس ـ  حاصـل از كورينـه   rpoBژن   تـوالي قطعـه   3 جدول

 رهـاي اختصاصـي جـنس كورينـه    آغازگاستخراج شده از بررسي حاضـر بـا   
  )Minoo R & F( باكتريوم مينوتيسيموم

  
GGGCGAGCTCATCCAGAACCAGGTCCGCGTGGGCCTG
TCCCGTATGGAGCGCGTCGTGCGCGAGCGCATGACTAC
TCAGGATGCAGAGTCGATTACCCCGACCTCCCTGATTA
ACGTCCGTCCGGTTTCTGCTGCCATTCGCGAGTTCTTCG
GTACCTCCCAGCTCTCGCAGTTCATGGACCAGAACAAC
TCCCTGTCTGGTCTGACCCACAAGCGCCGTCTGTCCGC
GCTGGGCCCGGGTGGTCTGTCCCGTGAACGTGCTGGCA
TTGAGGTGCGAGACGTTCACGCTTCGCACTACGGCCGC
ATGTGCCCGATTGAGACCCCTGAGGGTCCGAACATTGG
TCTGATCGGTTCGCTGGCGTCCTACGCTCGCGTCAATG
CTTTCGGCTTCATCGAGACCCCGTACCGCAAGGTTGTG
GACGGCAAGGTCACCGACCAGGTGGAGTACCTCACCG
CCGATGAAGAGGATCGCTACGCCATCGCGCAGGCCGA
GGTGGAGAAGGATGCCGACGGCACCCTGACCGGCGAC
CGCATCGAGGTCCGCCTCAAGGACGGCGATATCGGC 
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  بحث
دار بـدن   بيماري اريتراسما بيماري پوسـتي نـواحي چـين   

است كه طي مطالعاتي كه در ايـران و خـارج در كشـورهايي    
تـا   13چون اسپانيا و تركيه انجام شده است شيوع بيمـاري را  

اهميـت  دهنـده   اند كه نشـان  گزارش نموده درصد 40بيش از 
 اسـاس  تشخيص اين بيماري بـر . ]18- 16[ اين بيماري است

كورينــه بــاكتريوم  معمــول و شــاخص  مشــاهده اشــكال  
آميزي بلودومتيلن صورت  مينوتيسيموم است كه به روش رنگ

آنچه باعث شد مطالعـه حاضـر انجـام گيـرد وجـود       .گيرد مي
كـه در   اسـت  مشكلاتي در تشخيص بـود، تجربـه نشـان داده   

آميزي بلودومتيلن عناصـر   مواردي در آزمايش مستقيم با رنگ
هـاي   شود كـه تكنسـين   يد مانند ديده ميياي ديفتروه و باسيل

 ـشناسـي را نيـز در ارا   آزمايشگاه و حتي متخصصـين قـارچ   ه ي
به همين دليـل سـه روش   . كند جواب صحيح دچار مشكل مي

نمونـه   100آزمايش مستقيم، كشـت و روش مولكـولي روي   
  .دشباليني مشكوك به اريتراسما بررسي 

ي فلـور سـاكن پوسـت در    يـدها يبا توجه به اين كه ديفترو
شوند، از طرفي كورينه  مواردي در لام مستقيم به وفور يافت مي

 صورت اشكال به باكتريوم مينوتيسيموم عامل اريتراسما نيز بعضاً
هـاي فلـور سـاكن     يـد يشود كـه بـا ديفترو   ديده ميغير معمول 

بنابراين وجـود روشـي ديگـر در     ،پوست غير قابل افتراق است
 ؛از طرفي .رسيد نظر مي ي بلودو متيلن ضروري بهآميز كنار رنگ

هـاي   هاي مشكوك به اريتراسـما بـه دليـل سـختي     كشت نمونه
و  )Smith( ماننـد اسـميت  خاص خود كه در مطالعات مختلف 

و همكـاران در  ) Soriano(سـوريانو   ،1969همكاران در سـال  
 انجام 2008و همكاران در سال ) Karaca(كاراكا و  1995سال 
معمـول  و  ردهـاي كشـت خـاص دا    ه است نياز به محـيط گرفت

بررســي حاضـــر نيــز نشـــان داد كــه ايـــن    . ]6-4[نيســت  
 .نمـود  توان به راحتي از نمونه باليني جدا ميكروارگانيسم را نمي
منظـور جداسـازي    هاي كشت مختلفـي بـه   در اين مطالعه محيط

نهايت از محيط كشت پاي مـديا بـا افـزودن    در  كه شدارزيابي 
تشخيصـي  هاي  آزمايش تأييد برايين، يبيوتيك نيتروفورانتو يآنت

هـاي   و جدا سازي اين باكتري استفاده شد كه تأييدي بـر يافتـه  
  .بودسوريانو 
طور كه در بالا نيز اشـاره شـد بـه دليـل سـختي كـار        همان

روش مولكـولي نيـز كـه روشـي      از حاضـر  كشت، در بررسـي 
و ) Khamis(ميس خـا . اسـتفاده شـد   اسـت تر  تر و سريع ساده

ــوالي ژن   2004همكــاران در ســال  ــرايرا  rpoBت طراحــي  ب
 هـاي مختلـف كورينـه    با هدف شناسـايي گونـه  عمومي ر آغازگ

ــه روش   ــاكتريوم ب ــه PCR-RFLPب ــد  ب ــار بردن ــاوان .]7[ ك پ
)Pavan (بـه   با اسـتفاده از ايـن ژن،   2012همكاران در سال  و

وسـفندان بـه روش   شناسايي كورينه باكتريوم توبركلوزيس در گ
PCR-RFLP در بررسي حاضر نيز از تـوالي ژن   .]8[ پرداختند

rpoB ــراي ــازگطراحــي  ب ــهآغ ــاكتريوم ر اختصاصــي كورين  ب
  . دشمينوتيسيموم استفاده 
بـاكتريوم   كورينـه  DNA منظور اسـتخراج  در اين مطالعه به
هـاي بـاليني پوسـته از روش دسـتي فنـل       مينوتيسيموم از نمونه

هاي انجام شده در ادبيات دنيا  طي بررسي. دشفاده كلروفرم است
كنند،  هاي تجاري به اين منظور استفاده مي اكثر مطالعات از كيت

 2002ليكن فقط يك گزارش از بورهـان و همكـاران در سـال    
 كورينـه  DNA منظـور اسـتخراج   وجود دارد كه از اين روش به

فاده شـده  باكتريوم توبركلوزيس آلوده كننده گوسفند و بـز اسـت  
متعـدد و تغييـر    هـاي  طي آزمايش حاضر در بررسي ]14[ است

و ژنـوم   شدمتغيرهاي مختلف روش فنل كلروفرم معمول بهينه 
سـاعت   4 باكتريوم مينوتيسيموم با غلظت مناسب و طي كورينه

نسبت به مطالعه بورهان و همكاران ايـن   بنابراين شد؛استخراج 
  . برتري را دارد

در مقايســه بــا دو  PCRســيت روش در ايــن تحقيــق حسا
بـود كـه نشـان از     درصـد  100روش آزمايش مستقيم و كشت 

در طلايي استاندارد  .اهميت و حساسيت بالاي اين روش است
اشـكال  ( اي بلنـد  هاي رشـته  اين تحقيق مشاهده عناصر و باسيل

آميزي بلـودومتيلن بـود و مشـاهده     رنگ در) معمول و شاخص
عنوان منفي  هاي كوتاه به ديدن باسيل اًو صرفغير معمول اشكال 

د، بر اين اساس اختصاصيت روش مولكولي در مقايسـه  شتلقي 
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  . دشتعيين  درصد 2/86با آزمايش مستقيم 
ــه  ــامي   بررســي حاضــر و ب ــولي تم خصــوص روش مولك

كورينه بـاكتريوم  معمول و شاخص هايي كه داراي اشكال  نمونه
ايــن روش برخــي از  مــاا ؛ييــد نمــودأمينوتيســيموم بودنــد را ت

ييـد  أييـد و برخـي را ت  أرا تغير معمول هاي داراي اشكال  نمونه
ننمود كه معرف اهميت روش مولكولي در تشخيص بيمـاري و  

  . نياز به اين روش در تشخيص اريتراسما ست
اشكال باسيلي كوتاه پيوسته به يكـديگر و   در اين مطالعه بعضاً

 پتوكوكوساي ماننـــد اســـتر  هـــاي رشـــته  حتـــي كوكســـي 
)Streptococcus(   ــتقيم ــايش مسـ ــز در آزمـ ــه دو روش (نيـ بـ

اي  هاي رشته صورت باسيل به) درصد 10آميزي و روش پتاس  رنگ
صورت مثبت كاذب كورينه  دقتي ممكن بود به شد كه با بي ديده مي

  .باكتريوم مينوتيسيموم گزارش شود كه بايد مورد توجه قرار گيرد
ه شـد مطالعـات مولكـولي انجـام     طور كه در بالا اشار همان
هاي كورينه باكتريوم بوده اسـت   مربوط به ديگر گونه شده اكثراً

 PCR-RFLPصـورت   كار رفته به هو روش شناسايي مولكولي ب
هـاي انجـام شـده مطالعـه      و طـي بررسـي   ]13-7[ بوده اسـت 
بـاكتريوم   شناسـايي كورينـه   راستايطور خاص در  مولكولي به

يص بيماري اريتراسما انجام نگرفته اسـت،  مينوتيسيموم و تشخ
در حقيقت بررسي حاضـر اولـين بررسـي تشـخيص مولكـولي      

  .است از كشور خارج بيماري اريتراسما در ايران و
هـاي   با توجه به سـرعت، دقـت و حساسـيت بـالاي روش    

در تشـخيص كورينـه    هـا  آنبهتـر اسـت در آينـده از     مولكولي
ــگ  ــيموم در آزمايش ــاكتريوم مينوتيس ــاني و   اهب ــز درم ــا، مراك ه

همچنـين بـا توجـه بـه گـزارش مـوارد       . تحقيقاتي استفاده شود
 ، مننژيـت )Bacteremia( عفونت خارج جلدي شامل باكتريمي

)Meningitis(پريتونيت ، )Peritonitis(  توسط اين گونه ... و
 رهاي اختصاصـي طراحـي  آغازگ توان از هاي اخير، مي طي سال

ــه،    ــن مطالع ــده در اي ــرايش ــه  ب ــخيص كورين ــاكتريوم  تش ب
 CSFهــاي بـاليني ماننـد خــون،    مينوتيسـيموم در ديگـر نمونـه   

)Cerebrospinal Fluid ( 21-19، 1[ استفاده كرد... و.[  
  

  تشكر و قدرداني
از مركز تحقيقات بيولوژي مولكـولي دانشـگاه   بدين وسيله 

ط آزمايشگاهي انجـام ايـن   يكه شرا) عج( ...علوم پزشكي بقيه ا
  .شود العه را فراهم نمودند تشكر ميمط
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