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هاي شایع مالاسزیا در ایران با استفاده از  شناسایی و تشخیص گونه

   RCR-RFLPروش
  

  4حسن میرزاحسینی، 3مهدي فروزنده مقدم، *2سعید امانلو، 1معصومه شمس

  
  ، تهران، ایران دانشگاه تربیت مدرس،شناسی پزشکی  گروه قارچیارشناسی پزشکی، استاد ي قارچادکتر -1
  ، دانشگاه تربیت مدرس، تهران، ایرانشناسی پزشکی آموخته کارشناس ارشد قارچ دانش -2
  ، تهران، ایران دانشگاه تربیت مدرس، گروه بیوتکنولوژي پزشکیدانشیار، ي بیوشیمیا دکتر-3
  ، تهران، ایرانانستیتو پاستور ایران  میي بیوتکنولوژي، عضو هیأت علادکتر -4

  

  چکیده
باشند که  مخمرهاي فرصت طلب جنس مالاسزیا متعلق به شاخه بازیدیومیکوتاها و خانوادة کریپتوکوکاسه می :مقدمه
این مخمرها تحت شرایط خاصی قادر به ایجاد . طبیعی روي پوست انسان و حیوانات خونگرم ساکن هستندطور  هب

 استفاده از در پیدر سالهاي اخیر . استي سیستمیک عفونتهاو حتی ... بیماري نظیر تینه آ ورسیکالر، درماتیت سبوره،
  . جنس مالاسزیا شناسایی شده است گونه از9مولکولی روشهاي آزمایشات بیوشیمیایی، مورفولوژیکی و 

ها و بررسی  شناسایی این گونهبراي  PCR-RFLPکارگیري روشهاي  هتحقیق اخیر با هدف ب :مواد و روشها
 میکروسکوپی و متداولي تستهادست آمده بر اساس  ههاي ب  ابتدا نمونه.ریزي شد هاي شایع در ایران پایه سوش

آزمایشات مولکولی الگوهاي واحدي براي در ر حد گونه شناسایی شدند و ماکروسکوپی و خصوصیات بیوشیمیایی د
  .دست آمد ه گونه شایع مالاسزیا ب3هر یک از 

 bp (مالاسزیا سیمپودیالیس PCRمحصول .  طول داشتندbp800 تا bp600 در حدودPCR قطعات تولیدي :نتایج
راحتی و تنها از روي باند   بهاز این رو بود و هاي مالاسزیا  سایر گونهPCRکوچکتر از محصول ) bp 700 تا 600

. هاي مالاسزیا قابل افتراق بود  از سایر گونه،دست آمده هبITS4  و ITS1 که با استفاده از پرایمرهاي  PCR مربوط به
  و افتراق این دو گونه بر اساسبوده مشابه هم  دو گونه مالاسزیا گلوبوزا و مالاسزیا فورفور کاملاPCRًمحصول 

 با RFLP  شناسایی و افتراق دو گونه مزبور از الگويبراي.  غیر ممکن است تقریباً ITS1/4 PCRقطعات تولیدي
  . استفاده شدECOR1آنزیم 
نتایج . سازد پذیر می هاي مختلف مالاسزیا را امکان  استفاده از روشهاي مولکولی، شناسایی سریع و دقیق گونه:بحث
  . آزمایشگاهی، کاملاً مطابقت داشتمتداولي روشهادست آمده از   با نتایج بهRCR-RFLPدست آمده از روش  به
  

 .PCR, RFLP شناسایی، مالاسزیا، چربی دوست، :کلید واژگان

  

  ه مقدم-1
، 1 شاخه بازیـدیومیکوتاها طلب جنس مالاسزیا متعلق به    مخمرهاي فرصت 

 4کریپتوکوکاسـه  خـانوادة    ،3، راسته اوستیلاجینالها  2ها  رده هتروبازیدیومیست 
طور طبیعی روي پوست انسان و حیوانـات خـونگرم سـاکن          ههستند که ب  

  ].6-1[باشند  می

  مجلۀ علوم پزشکی مدرس
  43 تا 37از : 1 ، شمارة 9دورة 

  1385ر هاب

  

   0241ـ4213465 :تلفن ، 4435زنجان، شهرك آزادگان، خیابان خرداد، قطعه  :نشانی مکاتبه ∗
E-mail: ama.myco@yahoo.com 

1. Basidiomycota 2. Heterobasidiomycete 3. Ustilaginella 
4. Cryptococcacea 
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 معصومه شمس و همکاران   ...هاي شایع مالاسزیا در ایران با استفاده شناسایی و تشخیص گونه

٣٨ 

این مخمرها تحت شرایط خاصی قادر به ایجاد بیماري نظیر          
 بتـازگی باشـند و      مـی ... ، و   2، درماتیـت سـبوره    1تینه آ ورسیکالر  

 عامل عفونتهاي مهاجم تشخص     ،طلب  عنوان پاتوژنهاي فرصت   هب
  ].6 ،1[اند ه ده شددا

عنـوان سوبـسترا     ههاي مالاسزیا تمایل زیادي به چربی ب        گونه
 .شـود  دارند، لذا از این ویژگی براي شناسـایی آنهـا اسـتفاده مـی            

زیه اوره، واکنش مثبت    ج سلولی چند لایه، توانایی ت      وجود دیوارة 
 و بـرآورد درصـد   B3آزونیوم بلـو    آمیزي با رنگ دي     دنبال رنگ  هب

از نظـر     می ریبـوزو  RNA و آنالیز    DNA سیتوزین در    +ن  گوانی
از جملـه  . کنـد  ها مطرح مـی  بندي آنها را جزء بازیدیومیست      طبقه
هـاي    توان بـه گونـه       می ،اي شناخته شده از جنس مالاسزیا     ه گونه

ــور  ــزیا فورف ــاتیس  ، 4مالاس ــاکی درم ــزیا پ ــزیا  و 5مالاس مالاس
زیا پـاکی درمـاتیس     اشاره کرد که بین آنهـا مالاس ـ       6سیمپودیالیس

 اما مکرراً از سگهاي ؛شود نرمال انسان محسوب نمی عنوان فلور هب
خانگی و سایر حیوانات جدا شـده و قـادر اسـت بـدون مکمـل         

 ].1[ چربی رشد نماید

با استفاده از مطالعات مولکولی چهار گونۀ دیگر بـه نامهـاي           
مالاسزیا ، و   9مالاسزیا اسلوفیه ،  8مالاسزیا ابتوزا ،  7مالاسزیا گلوبوزا 

 1996تا سال    13 و گیلوت  12، میدجلی 11گیهو وسیلۀ  به 10رستریکتا
 اسـتفاده از  در پـی  نیـز  اخیـر  در سـالهاي     ].1[ ه اسـت  دشتعیین  
 و 15مالاسـزیا درمـاتیس  دو گونـۀ  ...  و  PCR-RFLP14 روشهاي

 ].7[ شده استها اضافه   به سایر گونه16مالاسزیا ژاپونیکا

یا بـر مـشاهده مورفولـوژي        مالاسـز  يها  گونهتشخیص اولیه   
. باشـد   که معرف جنس مربوطـه مـی       طوري ه ب ،مخمر استوار است  

 نظیـر شـکل کلنـی و    ییقدم بعدي در تشخیص، بررسی ویژگیها   
 ـ ].8 ،1[شکل سلولهاي مخمـري اسـت      علـت حـضور طبیعـی     ه ب

هاي مالاسزیا روي پوست در تشخیص بیماریهاي مرتبط بـا         گونه
ــصی چ،مالاســزیا ــا در   کــشت ارزش تشخی ــدارد و تنه ــدانی ن ن

 ضـد قــارچی بــر روي  آثــاردمیولوژیک و بررسـی  یــمطالعـات اپ 

                                                
1. Tinea Versicolor 
2. Seborrheic dermatitis 
3. Diazonium blue B 
4. M.furfur 
5. M.pachydermatis 
6. M.sympodialis 
7. M.globosa 
8. M.obtusa 
9. M.slooffiar 
10. M. restricta 
11. Gueho 
12. Midgley 
13. Guillot 
14. Polymerase chain reaction–Restriction Fragment Length Polymorphism 

Analysis 
15. M.dermatis 
16. M.japonica 

اما در عفونتهاي سیستمیک شناسـایی و       . ها ارزشمند است    ایزوله
بازیافت مخمرها در تشخیص صحیح و سریع ضروري بـه نظـر             

   ].1[ رسد می
به منظور کشت ارگانیسم در محیطهاي مـصنوعی اسـتفاده از       

  .استمکمل، ضروري عنوان  هچربی ب
اولئیک از محصولات طبیعی هستند کـه   روغن زیتون و اسید   

استفاده از . شوند کشت استفاده می  عنوان مکمل چربی در محیط هب
 افـزودن  .دش ـ بـراي اولـین بـار معمـول         1976 در سـال     17توئین
 در محیط خود تأییـدي بـر تفـاوت    80 و 60، 40،  20هاي    توئین
   ].9 ،5[ ختلف مالاسزیاست ميها گونهاي بین  تغذیه
  

  مواد و روشها -2
کنندگان به درمانگاههاي  هاي بالینی از مراجعه در این تحقیق نمونه

پوست بیمارستان رازي تهران و درمانگاه دانشگاه تربیت مـدرس       
آوریسکالر و درماتیت سبوره  هینم بالینی بیماریهاي تیکه داراي علا

 در ،ن پوسـت تأییـد شـده   اصص متخوسیلۀ بهبودند و بیماري آنها   
برداري به روش تراشیدن  نمونه. ندآوري شد  ماه جمع3طی مدت  
کردن محـل   در این روش پس از مشخص.  انجام گرفت  ،ها  پوسته

با استفاده از    درصد، 70ضایعه و ضدعفونی کردن موضع با الکل        
هاي حاصـل از       کند سطح ضایعات تراشیده و پوسته      تیغ جراحی 

قـسمتی از  . آوري شـد   یکبار مصرف استریل جمعآن درون پلیت 
ــته ــا  پوس ــراي ه ــۀب ــستقیم   لامتهی ــی م ــکوپی و بررس  میکروس

به منظور بررسی مستقیم میکروسکوپی . شدمیکروسکوپی استفاده 
آوري شـده روي یـک    هاي جمـع  ها، ابتدا مقداري از پوسته    پوسته

 يبـرا  درصد شفاف شد و 10لام تمیز قرار داده و سپس با پتاس   
  . انجام آزمایش میکروسکوپی مورد استفاده قرار گرفت

 ،پس از مشاهده عناصر قارچی در بررسـیهاي میکروسـکوپی    
 کشت و شناسایی عوامل مخمري      برايها    بخش دیگري از پوسته   

 و بـراي  منتقـل  18 (MDA)یکسون تغییـر یافتـه  دکشت   به محیط
  .شداستفاده زیر  از ترکیبات MDAهیه محیط کشت ت

 گـرم،  2 گرم، صفراي گـاو     6/0 گرم، پپتن    6/3مالت  عصاره  
 میکرولیتـر، اسـید   200لیتر، گلیـسرول     میلی 1مقدار    ه ب 40توئین  

 گرم که با آب مقطر بـه حجـم          2/1 میکرولیتر، آگار    200اولئیک  
  .رسد لیتر می  میلی100

تـازه  MDA  آنس استریل بـر روي محـیط   ۀوسیل هها ب پوسته
 32ري در چند نقطه تلقیح و در دمـاي  کا صورت نشا  هتهیه شده ب  

                                                
17. Tween 
18. Modified Dixon Agar 
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مین أبـه منظـور ت ـ  .  روز نگهداري شـد 7مدت   هدرجه سانتیگراد ب  
 درون  ،هاي کشت حاوي نمونـه      رطوبت کافی و رشد بهتر، پلیت     

 ].2[ هاي پلاستیکی قرار داده شد کیسه

پس از رشد و تشکیل کلنی، جداسازي و پاساژ مجدد کلنیها           
 بـراي و از تستهاي تشخیصی     انجام گرفت   ،   MDAروي محیط   

 در واقــع مهمتــرین تــست .شناســایی هــر ایزولــه اســتفاده شــد
هاي مالاسزیا، تست آسیمیلاسیون     افتراق گونه براي  فیزیولوژیکی  

البته این تست در . است 20،40،60،80هاي  چربی یا جذب توئین
ي افتراقی نظیر تـست کاتـالاز و رشـد بـر روي             تستهاکنار سایر   

  مالاسـزیا  هـاي  دکستروز آگار براي شناسایی گونه    محیط سابورو   
 برايکشت، بررسی مولکولی   مراحل جداسازي، تمام .استفاده شد

شناسی دانشگاه تربیـت مـدرس    ها در بخش قارچ   شناسایی ایزوله 
  . انجام گرفت

هاي مالاسزیا با استفاده از  ایی گونهسپس از ایزولاسیون و شنا
هـاي هـر     اهی، قسمتی از کلنـی     و رایج آزمایشگ   متداولروشهاي  

 PCR-RFLP انجـام مطالعـات مولکـولی    بـراي ها،   یک از ایزوله  
 مولکولی شناسایی سریع و دقیق      روشهاي استفاده از    .شداستفاده  
دلیل  هسفانه بأمت. سازد پذیر می هاي مختلف مالاسزیا را امکان  گونه

 و از دست آمد ه گونه شایع مالاسزیا ب3کم بودن حجم نمونه، تنها 
بـا  .  بیوشیمیایی از یکدیگر تفکیـک شـدند    معمولي  تستهاطریق  

مختلـف    1می نـواحی ژنـو    تکثیر و   PCR-RFLPروش مولکولی   
هـاي مختلـف    توان گونـه   میβ-tubulin, ITS, Lsu Rrnaنظیر 

 ، گونه3افتراق براي  ولی در این تحقیق ؛مالاسزیا را شناسایی کرد
 ۀناحی ـ. کـرد   کفایـت مـی  ITS میدست آمده بررسی ناحیه ژنـو      هب
 RNA 2کوچـک و بـزرگ سیـسترون    زیرواحـد  بین ITS  میژنو

این ناحیه در بین قارچهـاي مختلـف و     .واقع شده است   میریبوزو
 نشان داده بتازگیکه  همچنان. استهاي مخمري بسیار متنوع  گونه

 ITS در rDNAشده است در واحدهاي تکرارشونده در ژنهـاي        
ــا  ــود دارد، بن ــتلاف وج ــر اخ ــواحی  PCRبراین تکثی ــن ن  در ای

 بالایی برخوردار بوده و قادر به تمایز میکروارگانیسمهاي         3چندشکلی
  ].10[  است مختلف ها سویهمتعلق به گروهها و 

، پروسۀ  DNAو کیفی    می، بررسی ک  DNAمراحل استخراج   
PCR          و استفاده از آنزیمهاي محدود کنندة اختـصاصی (RFLP) 
  . ها انجام شد  بر روي نمونهترتیب در مراحل بعد به

در .  استفاده شـد   DNAدر این تحقیق از دو روش استخراج        
 میـزان  Core biosystemروش پیشنهادي در کیـت اسـتخراجی   

 ولی در روش استخراجی کـه    ؛ تخلیص شده کم بود    DNAبازده  
                                                
1. Amplification 
2. Cysterone 
3. Polymorphism 

ــتفاده از ــا اس ــت Chelex ب ــزان . انجــام گرف ــد می  DNAهرچن
ساکارید نیز   ناخالصی پروتئینی و پلی اما میزان؛استخراجی بالا بود

 استخراج شـده بـه میـزان زیـادي       DNA از طرفی    .بسیار بالا بود  
 ـDNAخرد شـده و قطعـات کوچـک      صـورت اسـمیر در ژل    ه ب

 روش ارائه شـده در کیـت      از این رو  . شد  الکتروفورز مشاهده می  
 بـراي  با ظرافت و دقـت بیـشتري   Core biosystemاستخراجی 

 انجام گرفت و مرحلۀ نهایی شستشو با DNAلاي کسب مقادیر با
 درصد در دو مرحله انجام شـد تـا ناخالـصی پـروتئین              70اتانل  

بـا وزن    می ژنـو DNAایـن کیـت بـراي اسـتخراج      .کاهش یابـد  
فوسـیتهاي بـافی    نهاي خون، ل    از نمونه ) 100 تا   kb 50(مولکولی  
 ـ        هاي، سلول 4کت کـار   ه کشت شده، بافـت و سـلولهاي باکتریـال ب
 از این روش نیازي به فنل، کلروفرم و یا سایر هدر استفاد. رود  می

پـس از   .  نیـست  DNA اسـتخراج    بـراي ترکیبات آلی مورد نیـاز      
و کیفـی     مـی دسـت آمـده از نظـر ک    ه، محصول بDNAاستخراج  

 تا در صورت مطلوب بودن محصول، مراحل بعـدي          شد،بررسی  
انی داخلـی   از کمپ ـ PCRدر این پـژوهش کیـت        .کار انجام شود  

 در یـک  PCRواکـنش   انجـام   براي  طور کلی    هب. سیناژن تهیه شد  
  : استفاده شدزیر از ترکیبات ، میکرولیتري100 واکنش
ــافر  10 ــر ب ــدار x10 میکرولیت ــر 2، مق   ، dNTPs میکرولیت

   میلـــی مـــولار، 2MgCl  ،50 میکرولیتـــر 3 میلـــی مـــولار، 10
 DNAکرولیتـر   می 20 تـا    1، مقـدار    F,R میکرولیتر پرایمرهاي    5
  میکرولیتر آنزیم5/0، )استخراج شدهDNA به غلظتبا توجه ( الگو

Taq DNA Polymerase      100 و حجـم نهـایی بـا آب مقطـر بـه 
  .رسد میکرولیتر می

یـکلر   ازدر ایـن تحقیـق   تـگاه ترموس  5Gradient mastercycler دس
 قابلیتهاي متعـددي دارد،     این دستگاه .  استفاده شد  eppendorfشرکت  
. ریـزي آن اسـت   یت ویـژه آن تکرارپـذیري و سـادگی برنامـه     مز

 لوله 77میکرولیتري و  2/0 لوله 96همچنین این دستگاه قادر است 
 میکرولیتري و یا 5/0 و 2/0هاي   میکرولیتري و یا مخلوطی از لوله5/0

  .اي را در خود جاي دهد  خانه96یک پلیت 
مدت  ه بoC94هاي حرارتی مورد استفاده در این تحقیق چرخه

 oC72 ثانیـه،  40مـدت   ه بoC58  ثانیه،45مدت  ه بoC94 دقیقه،   4
 دقیقه بـود و  5مدت   ه ب oC72 ثانیه و در سیکل نهایی       55مدت   هب

  . مرتبه تکرار شد33سیکل حرارتی به تعداد 
در مرحلـه نهــایی هـضم آنزیمــی بــا اسـتفاده از آنــزیم برشــگر    

ECOR1  ـ   انجـام  PCRش دسـت آمـده از واکـن    ه بر روي محصول ب
  .آمد دست ههاي مورد بررسی ب  براي نمونهRFLPگرفت و الگوي 

                                                
4. Buffy coat 
5. Thermocycler 
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  نتایج -3
  گیــري از بیمــاران مبــتلا بــه   مــاه نمونــه3 طــیدر ایــن تحقیــق 

 ـ    48 تعداد   ،1آ ورسیکالر  تینه  از  .دسـت آمـد    ه نمونه پوستی مثبت ب
 مشکل حادي بـراي بیمـار ایجـاد    آ ورسیکالر تینهکه بیماري    آنجا
هـاي پوسـتی اهمیـت       و تنها از جنبه زیبایی و ایجاد لکه       کند   نمی
کنندگان بـه مراکـز درمـانی نـسبت بـه تعـداد         تعداد مراجعه ،دارد

 از طرفی این بیماري شیوع فـصلی        ؛حقیقی بیماران بسیار کم بود    
از . شـود  دارد و در فصول گرم و مرطوب سال بیشتر مشاهده می          

 مـاه  3انه طـی مـدت   سـف أ با توجه به موارد ذکـر شـده مت   این رو 
 ـ     ه نمونه مثبت ب   48 ،گیري نمونه دلیـل حجـم کـم       هدست آمـد و ب
کـه  . ها جداسازي شد    شایع مالاسزیا از نمونه    ۀ گون 3 فقط   ،نمونه

مالاســزیا  مــورد 11، مالاســزیا گلوبــوزا مــورد 34از ایــن میــان 
  . جداسازي شدمالاسزیا فورفور مورد 3و سیمپودیالیس 

 و منظـره    60 و   40هـاي    رف تـوئین   با مـص   مالاسزیا گلوبوزا 
راحتـی قابـل تـشخیص     به) سلولهاي کروي شکل(میکروسکوپی  

 شناسایی 20،40،60،80ي ها مالاسزیا فورفور با مصرف توئین. بود
 و 80،  60،  40هاي   شد و مالاسزیا سیمپودیالیس با مصرف توئین      

  . مورد شناسایی قرار گرفت20عدم مصرف توئین 
ژنـومی  DNA ، قطعه خاصی ازDNAپس از استخراج موفق 

. تکثیـر شـدند   4/1ITS  و با استفاده از پرایمرهاي  PCRبا روش   

 درصـد الکتروفـورز   1 روي ژل آگـاروز   PCRسپس محصولات   
 طـول  bp800 تـا  bp600 در حـدود PCRقطعـات تولیـدي     . شد

  . نشان داده شده است1 شکل داشتند و در
) bp 700 تــا bp 600(مالاســزیا ســیمپودیالیس PCRمحــصول 

در (هاي مالاسزیا   سایر گونهPCRدست آمده از  کوچکتر از قطعات به
راحتـی و تنهـا از روي بانـد           باشد و از این رو به       می) bp 800حدود  
  .هاي مالاسزیا قابل افتراق است از سایر گونه PCR ,4/1ITS مربوط به

 دو  PCRمشخص است، محصول     1شکل  همان گونه که از     
 و  بـوده  مـشابه     کـاملاً  مالاسزیا فورفـور   و   وبوزا مالاسزیا گل  گونه

 PCR ,4/1ITSافتراق این دو گونـه بـر اسـاس قطعـات تولیـدي         
 شناسایی و افتراق دو گونه مزبور از براي.  غیر ممکن است   تقریباً

  .استفاده شد 1ECOR  با آنزیمRFLPالگوي 
ــه شــکل  RFLPالگــوي  ــوط ب ــزیم 2 مرب ــا اســتفاده از آن   ب

ECOR1ول  بر روي محص, PCR4/1ITS است دست آمده هب.  
 مالاســزیا فورفــور مالاســزیا ســیمپودیالس و RFLPالگــوي 

 bp 300 باندي در حـدود  دوبسیار مشابه است و هر دو قطعات       
تک  قطعاتگلوبوزا مالاسزیاکه   در حالی؛کنند  تولید میbp 500تا 

لاسزیا مابدین ترتیب . کند  تولید میbp 300تا  bp 200باندي در اندازه 
  ).2شکل(توان از دو گونه دیگر افتراق داد   را میگلوبوزا

  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
. کار رفته است هعنوان کنترل منفی ب ه ب3ستون  .باشند ربوط به مالاسزیا سیمپودیالیس میم1، 2 ، 8، 9 ستونهاي. است bp 100 سایز مارکر 6ستون   1شکل 

  .است مالاسزیا فورفور 7تند و ستون  نمونه مالاسزیا گلوبوزا هس5 و4ستونهاي 
  

1. Tinea versicolor 
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 1385بهار ،  1  شماره ، 9دوره   مجله علوم پزشکی مدرس

٤١ 

  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  گلوبوزامالاسزیا  RFLP  به الگوي 14و12،13، 9 ،8، 7، 6، 5ستونهاي .  استbp100   مربوط به سایز مارکر15و1 ة ستونهاي شمار 2شکل 

 مالاسـزیا فورفـور   مربوط بـه   11 و 10 هايستون. است مربوطسیمپودیالیس  مالاسزیا   RFLP به الگوي  4و3 ،2 ستونهاي   .مربوط است 
 .باشد می

  
  

مالاسـزیا  و گونـه   دشود،  مشاهده می2 شکلهمانطور که در    
 از یکـدیگر  RFLP در الگـوي    مالاسزیا فورفـور   و   سیمپودیالیس

مالاسـزیا   PCR 4/1ITS ولـی در محـصول     ؛قابل تفکیک نیـستند   
. هـا قابـل تـشخیص اسـت        راحتی از سایر گونـه     ه ب سیمپودیالیس

 و تنها با استفاده PCR-RFLPترتیب سه گونه یاد شده به روش  ینبد
  . از یکدیگر قابل تفکیک هستند1ECORاز یک آنزیم برشگر 

  

  بحث -4
 و اسـت  2 داراي نیاي مـشترك 1 از نظر فیلوژنتیکی  مالاسزیاجنس  

 مخمرهاي چربی   ].1[.گیرد  قرار می  3اوستیلاجینومیستدر کلاس   
ن فلور نرمال پوست جانوران خونگرم عنوا ه بمالاسزیا جنس  براي

ی را یتوانند بیماریها  ولی تحت شرایط خاصی می؛اند شناخته شده 
در میان عفونتهاي قـارچی     .  جانوران ایجاد کنند   ردر انسان و سای   

 بخــصوص مالاســزیاجلــدي، بیماریهــاي حاصــله از مخمرهــاي 
بیماریهاي تینـه آورسـیکالر و درماتیـت سـبوره از جنبـۀ زیبـایی          

 با درگیري نواحی ،عوامل مولد این بیماریها. اي دارند همیت ویژها
کننـد و بـدین      سطحی پوست، سیستم ایمنی میزبان را درگیر نمی       

                                                
1. Phylogenetically 
2. Monophyletic 
3. Ustilaginomycetes 

  ].1[شوند  مزمن مشاهده میصورتترتیب در اکثر موارد به 
هاي ایـن ارگانیـسم براسـاس تـستهاي       امروزه شناسایی گونه  

د، ایـن تـستها غالبـاً       گیـر   فیزیولوژیکی و بیوشـیمیایی انجـام مـی       
 در اکثر از این رو .دارندنیاز گیر بوده و به نیروي متخصص        وقت

شـوند و شناسـایی        انجـام نمـی    ،بـی طآزمایشگاههاي تـشخیص    
کـه   همچنین از آنجا. گیرد  تنها در حد جنس صورت می   مالاسزیا

نسبت بـه داروهـاي ضـد قـارچی      مالاسزیا  هاي جنس     تمام گونه 
د و در اکثر موارد بیماري ناشـی از ایـن           ساسیت یکسانی ندارن  ح

یابد و مـوارد عـود مکـرر مـشاهده      کامل بهبود نمی طور هعوامل ب 
 عامل مولد بیمـاري تـا حـد    شناسایی ، براي درمان موفق،شود  می

تستهاي ارزیابی حـساسیت دارویـی بـر روي آنهـا           انجام   گونه و 
  ].11،12[ ضروري است

 متـداول آزمایـشگاهی     در این تحقیق با استفاده از روشـهاي       
در ایـن  . شـدند  شناسـایی  ، در ایـران مالاسـزیا ي شـایع  هـا  گونـه 

 ابتدا از خصوصیات مورفولـوژیکی و فیزیولـوژیکی در         خصوص
  . ها استفاده شد تشخیص گونه

هـا بـا اســتفاده از    البتـه در اکثـر مطالعـات تمـایز بـین گونـه      
ــصوصیات       ــر خ ــا ب ــدون اتک ــوژیکی و ب ــصوصیات فیزیول خ

  .استیکی مطرح مورفولوژ
مالاسزیا گلوبوزا، مالاسزیا ابتوزا و مالاسـزیا       نیازمندي چربی   
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  مالاسـزیا هـاي جـنس    بـسیار حـساستر از سـایر گونـه         رستریکتا
که تحت شرایط پایین چربی در محـیط گلـوکز      طوري ه ب ؛باشد  می
 براي رشد بهتر سه گونۀ یاد شـده لازم   .کنند  ن آگار رشد نمی   وپپت

 نظیر نمکهاي ،تر و مکملهاي دیگري ي پیچیدهاست که از محیطها
 مالاسـزیا گلوبـوزا  در این تحقیق رشد . صفراوي نیز استفاده شود  

در محیط تازه تهیۀ شده دیکـسون اصـلاح شـده بخـوبی انجـام                
ــت ــه. گرف ــل، گون ــاي  در مقاب ــزیا  ه ــور و مالاس ــزیا فورف مالاس

تـر و بهتـر قابـل         در شـرایط آزمایـشگاهی راحـت      سیمپودیالیس  
 روي مالاسـزیا هـاي   بررسی شکل ظاهري کلنی  . هداري هستند نگ

 و افتراق   مالاسزیامحیط دیکسون اصلاح شده در تشخیص اولیۀ        
  . تواند راهگشا باشد  می کاندیداآن از مخمرهاي دیگري نظیر

 در PCR-RFLPکارگیري روشـهاي     هتحقیق اخیر با هدف ب    
ران هـاي شـایع در ای ـ       هـا و بررسـی سـوش        شناسایی ایـن گونـه    

از بیمـاران   دسـت آمـده       به نمونۀ مثبت    48از میان   . ریزي شد   پایه
 23 و مالاسزیا گلوبـوزا  درصد 71حدود ، مبتلا به تینه آورسیکالر 

 مالاســزیا فورفــور درصــد 6 و مالاســزیا ســیمپودیالیسدرصــد 
دهـد کـه ماننـد اکثـر مطالعـات         و این نـشان مـی     . جداسازي شد 

 گونۀ غالـب در بیمـاران       ا گلوبوزا مالاسزیاپیدمیولوژیکی در دنیا،    
  . باشد می

بنـدي جدیـد    توسعۀ روشهاي مولکولی پایـه و اسـاس طبقـه    
بـا   .]12،11[  را فـراهم نمـود     مالاسـزیا مخمرهاي چربی دوست    

 یصوصیتخ ـعنـوان    هب  میروشهاي رایج و متداول قدی    این  وجود  
در . شـود    استفاده می  مالاسزیاهاي    کلیدي در تشخیص اولیۀ گونه    

 ـ اسـت تـا   ن تحقیق سعی بر آن  ای دسـت آمـده از روش    هنتـایج ب
PCR-RFLP     آزمایشگاهی مقایسه گردد   متداول با نتایج تستهاي 

تروز آگـار،  سکه این روشها براساس کشت در محیط سابورو دک ـ      
  . گیرد  انجام می…تست کاتالاز، تست توئین و 

در اکثر مـوارد نتـایج مولکـولی و غیرمولکـولی بـا یکـدیگر             

 مورد نتـایج بـا یکـدیگر مغـایرت     یک ولی در   ،انی داشتند همخو
 در تستهاي میکروسکوپی و 42در این مورد نمونۀ شماره . داشتند

 ولی در ؛ شناسایی شده بودمالاسزیا فورفورعنوان   هفیزیولوژیکی ب 
 را نـشان  مالاسـزیا سـیمپودیالیس  تستهاي مولکولی الگوي باندي   

ــزیا . داد ــور و مالاسـ ــزیا فورفـ ــیمپودیالیسمالاسـ ــر  سـ  از نظـ
فیزیولوژیکی بسیار شبیه به هم هستند و ابهامات ایجـاد شـده در       
مغــایرت تــستهاي مولکــولی و غیرمولکــولی بــه میــزان دقــت و 

  .  بستگی دارد،حساسیت تست توئین انجام شده
 و همکـارانش تـستهاي مکمـل دیگـري را           Mayser بتازگی
 به پلیت کشت و Cremophor EL اند که با افزودن پیشنهاد داده

توان چنین ابهامـاتی را برطـرف       بررسی فعالیت بتاگلوکوزیداز می   
  ].13[ کرد

 اطلاعاتی ITS در ناحیه PCR-RFLPدر این تحقیق با آنالیز 
هـاي    افتـراق بـین گونـه     بـراي   آید که به اندازة کـافی         دست می  هب

نزدیـک کـه در تـستهاي فیزیولـوژیکی ابهامـاتی دارنـد، کفایــت       
هرچند که تکنیکهاي مولکولی عموماً قابل اعتمـاد اسـت         . کند  می

 آزمایــشات ،شــود کــه در کنــار ایــن سیــستم  ولــی توصــیه مــی
 نیـز بـه منظـور       …میکروسکوپی و تستهاي تـوئین و کاتـالاز و          

  .گیري بهتر انجام گیرد نتیجه
 تخریـب دیـوارة سـلولی       DNA استخراج    ترین مرحلۀ   اصلی
 داراي دیوارة سلولی چند زیامالاسکه جنس  از آنجا . ستمخمرها
 عوامل فیزیکی برابراي است که به آن توانایی مقاومت بالا در  لایه

دهد، شکستن و تخریب دیوارة سـلولی مخمـر           و شیمیایی را می   
 مرحلـۀ تخریـب دیـوارة    از ایـن رو  . پذیر نیـست   سادگی امکان  به

سلولی طی زمانهاي انکوباسـیون طـولانی سـلولهاي مخمـري در      
صورت کلنیهاي  هکشتهاي کهنه که ب. گرفت  انجام میه،یزکنندبافر ل

 نگهداري شده بودند نسبت بـه  -C20°خشک در داخل ویال در  
 .تخریب سلولی حساستر بودند
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