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Abstract 
Objective: Dermatophytosis is one of the most common pandemic fungal infections that 
is a major health problem in cities and villages. This study aims to evaluate PCR 
sensitivity and accuracy in the detection of nail dermatophytosis compared to 
conventional direct and culture detection methods, and performs an assessment of 
Trichophyton rubrum in patients suspected of having nail dermatophytosis. 
Methods: This experiment was a descriptive-experimental study carried out on 71 nail 
samples obtained from patients with suspected nail dermatophytosis. All clinical samples 
of nails or chips were divided into three sections and each section underwent direct 
examination, culture and molecular tests. In the molecular test, we used fungal rRNA 
universal primers (ITS1 and ITS4) and Trichophyton rubrum-specific primers. 
Results: In this study, for the first time in Iran and based on a modified protocol, DNA 
was directly extracted from tissues of infected nails in less than five hours. Additionally a 
comparison of the results obtained from routine laboratory methods such as direct 
examination and culture with PCR verified the high sensitivity and accuracy of PCR 
compared to the other studied methods. 
Conclusion: PCR, as a rapid, accurate method, can be a good replacement for conventional 
culture and direct examination. 
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هاي باليني مشكوك به  تشخيص سريع و حساس اونيكومايكوزيس در نمونه
 PCRبا استفاده از روش ) ترايكوفيتون روبروم(درماتوفيتوزيس ناخن 
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  02/05/91 :پذيرش مقاله  02/03/91 :دريافت مقاله
  چكيده

از  درآمـده و  گيـر   كه در حال حاضر به صورت جهان  استهاي عفوني قارچي     ترين بيماري   درماتوفيتوزيس يكي از رايج    :هدف
ين مطالعه شـامل اهـداف آرمـاني،    اهداف مشخص ا. آيد مشكلات عمده بهداشتي و درماني در شهرها و روستاها به حساب مي       

 بـا  PCRاز تشخيص صحيح درماتوفيتوزيس ناخن، مقايسه حساسيت و دقت       عبارتست   كه   استكلي، اهداف ويژه و كاربردي      
هاي معمول مستقيم و كشت براي شناسايي عوامـل درمـاتوفيتوزيس نـاخن و بررسـي ارزيـابي تريكوفيتـون روبـروم در                        روش

 .فيتوزيس ناخنبيماران مشكوك به درماتو
 نفر از بيماران مـشكوك بـه        71 تجربي بوده كه روي نمونه باليني ناخن         -اين مطالعه يك بررسي توصيفي     :ها مواد و روش  

كـه روي هـر     شـد   هاي ناخن مشكوك، به سه بخش تقسيم         هاي باليني يا تراشه    نمونه. درماتوفيتوزيس ناخن صورت گرفت   
 و  ITS1(از آغازگرهـاي يونيورسـال قـارچ        در آزمـايش مولكـولي      . نجام شـد  قسمت آزمايش مستقيم، كشت و مولكولي ا      

ITS4( و اختصاصي ترايكوفايتون روبروم )T-rub (استفاده شد.  
 ساعت و بـا اسـتفاده از برنامـه و روش اصـلاح شـده،      5 در مطالعه حاضر براي اولين بار در ايران در ظرف كمتر از         :نتايج

هـاي آزمايـشگاهي معمـول مثـل         همچنين مقايسه نتايج روش   . خن آلوده صورت گرفت    از بافت مستقيم نا    DNAاستخراج  
  .رساند هاي ياد شده به اثبات مي حساسيت و دقت بسيار زياد آن را نسبت به روش PCRآزمايش مستقيم و كشت با روش 

هـاي معمـول كـشت و        تواند با سرعت و دقتي كه دارد جايگزين بـسيار مناسـب و دقيـق روش                 اين روش مي   :گيري نتيجه
  .آزمايش مستقيم باشد

  
  PCR اونيكومايكوزيس، درماتوفيتوزيس، ترايكوفيتون روبروم، :كليدواژگان

  
  

 مقدمه
  ) Dermatophytic Infection(بــه عفونــت درمــاتوفيتي   

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
 

) Onychomycosis(هـاي دسـت و پـا، اونيكومـايكوزيس           ناخن
  .استي نيز نسبت به كچلي ناخن تر شود كه تعريف جامع گقته مي

 95-87: ، صفحات1391 تابستان، 2، شماره 15، دوره آسيب شناسي زيستي:مجله علوم پزشكي مدرس
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  الينيهاي ب حساس اونيكومايكوزيس در نمونه تشخيص سريع و
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هـا   هـا و سـاپروفيت     هـاي مختلـف مخمرهـا، درماتوفيـت        گونه
)Saprophytes ( ها نيز ايجاد عفونت اونيكومايكوزيس      يا كپك

اين بيماري شيوع جهاني داشـته و در حـال حاضـر از             . كنند مي
. اسـت مشكلات عمده درمان بيماران آلوده بـه ايـن ارگانيـسم             

فعلي مانند آزمايش مستقيم ميكروسـكوپي و       هاي متداول    روش
بر بوده و از طرفي وجود احتمـال منفـي كـاذب در              كشت، زمان 

گيـري ايـن بيمـاري در بيمـاران          اين دو روش، جوابگوي همـه     
مختلــف از جملــه بيمــاران بــا دســتگاه ايمنــي ســركوب شــده 

)Immunosuppressed Patients (     كه بـه هـر دليلـي سيـستم
 ].2، 1 [نيستده است شان تضعيف ش ايمني

ــا آزول  ــارچ ي ــاي موضــعي ضــد ق ــا  داروه  از) Azols(ه
درمـان  . اسـت هـا    درمـان درماتوفيـت   بـراي   مؤثرترين داروهـا    

هـــا بـــا تربنـــافين  اونيكومـــايكوزيس ناشـــي از درماتوفيـــت
)Terbinafine (  از . آميز بوده است    درصد موارد موفقيت   85در

ن بـه عـواملي ماننـد    توا  درصد موارد مي   15دلايل عدم موفقيت    
هاي عمقي، مقاومت بـه داروهـاي ضـد          عدم نفوذ دارو به بافت    

) Trichophyton rubrum(قارچي مانند ترايكوفيتون روبـروم  
دهد، عدم تشخيص صحيح، انواع      كه به درمان سخت جواب مي     

هـاي قـارچي، عوامـل       و سـويه  ) Variety(هـا    هـا واريتـه    گونه
تر از همه ساختمان پيچيده      همهاي ميزبان و م    سيستميك و پاسخ  

اشاره كرد كه تمام    ) Arthroconidia(ها   و مقاوم آرتروكونيدي  
ويـژه   تواند سبب عود مجدد بيماري شود كه بيماري به         ها مي  آن

هاي ناشي از ترايكوفيتـون روبـروم بـه طـور مكـرر              در عفونت 
  ].3، 2[ت مشاهده شده اس

هـا   ه ترايكوفيتون از نظر اپيدميولوژيك، تعيين واريته و سوي      
ها براي جلوگيري از گسترش عفونت از اهميت         بندي آن  و طبقه 

هماننـد  هـاي قـارچي      تشخيص بيماري . زيادي برخوردار است  
ــاري ــاليني و    ســاير بيم ــشاهدات ب ــة م ــر پاي ــي ب ــاي ميكروب ه

شكل ظـاهري ضـايعات قـارچي تـا         . آزمايشگاهي استوار است  
ننـده باشـد امـا      تواند در تشخيص بيماري كمـك ك       حدودي مي 

هاي ناقص چنين ضـايعاتي تعـديل        امكان دارد كه در اثر درمان     
در . خــود را از دســت بدهــد) Typic(شــده و شــكل معمــول 

هـاي بـاليني كمتـر اختـصاصي         هاي قارچي عمقي، يافته    بيماري
هـاي ميكروبـي اسـت و ايـن امـر،       بوده و مشابه سـاير بيمـاري   

را با مشكل مواجـه     تشخيص علت بيماري و نيز درمان مناسب        
   ].5، 4[د كن مي

هاي  ها و واريته   در حال حاضر تشخيص آزمايشگاهي گونه     
ترايكوفيتــون براســاس آزمــايش مــستقيم ميكروســكوپي و     

هايي مانند سوراخ كردن مـو و        هاي آزمايشگاهي و آزمون    كشت
گيرد كه اغلب اين     هاي فيزيولوژي صورت مي    تعدادي از آزمون  

هـاي خـاص و      گير بوده و نياز بـه مهـارت        ها بسيار وقت   آزمون
رسد  بنابراين عجيب به نظر نمي. دردقت فراوان در آزمايشگاه دا    
  ].6[ها طول بكشد  كه اعلام بعضي از نتايج هفته

  :Polymerase Chain Reaction(اي پليمراز  واكنش زنجيره
PCR(   شناسـي   است كـه بـه طـور گـسترده در زيـست           روشي

امـروزه بـا پيـشرفت تكنولـوژي        . شـود   مي كار برده  مولكولي به 
PCR     هـا از جملـه       سرعت تشخيص آزمايشگاهي انواع بيماري

نيــز در حــال افــزايش ) Dermatophytosis(درمــاتوفيتوزيس 
ها را از    تواند تشخيص سريع و شناسايي درماتوفيت      است كه مي  

در ظرف چندين سـاعت     ) نمونه باليني (مقادير ناچيز مواد اوليه     
  ].8، 7[ير كند پذ امكان

كار برده شده در اين مطالعه روشي است كه بـراي            روش به 
اولين بار در ايران، بيماران آلوده به انيكومايكوزيس، يا عفونـت           
قارچي ناخن را به صورت مستقيم مـورد بررسـي و تـشخيص             

دهد كه دلايل آن با توجه به مسايل فوق چنين           مولكولي قرارمي 
  :شود بيان مي

هـا از جملـه       نـاخن ناشـي از ترايكوفيتـون       تشخيص عفونت 
هـا بـه تـأخير       تواند درمان را مـاه     و مي است  روبروم بسيار دشوار    

انداخته يا در بعضي موارد، امكان دارد به صورت مزمن درآمده و            
 تـا   2در آزمايش مستقيم ميكروسكوپي بـين       . شودمقاوم  به درمان   

رش شـده    منفي گزا  ، درصد كشت  40 درصد منفي كاذب و تا       15
 -ژن هاي سرولوژي به دليل واكنش ضعيف آنتـي   آزمون]. 2[است  
گـويي در بيمـاران شـديداً سـركوب شـده            بادي يا عدم پاسخ    آنتي

  Acquired Immunodeficiency(ايمني مانند بيمـاران ايـدزي   
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   و همكارانزاده سيدعلي معلم
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Syndrome: AIDS(درمـاني يـا راديودرمـاني و غيـره      ، شيمي
رچـه سـرعت تـشخيص      همچنين ه . تواند گمراه كننده باشد    مي

بالا باشد، سرعت بهبودي و روند تقويت سيستم ايمني افراد در           
هـا،   معرض خطر عفونت قارچي مانند بيماران ايدزي، سـرطاني        

ها و افـرادي كـه انتقـال عـضو دارنـد نيـز               اطفال نارس، ديابتي  
  ].9[افزايش خواهد يافت 

ن تـري  تـرين و مهـم     به دليل موارد ياد شدة بالا كه از اساسي        
هـاي رايـج و معمـولي ماننـد كـشت و             نكات منفـي تـشخيص    

هاي مدرن   توان دليل استفاده از روش     آزمايش مستقيم است، مي   
ــاري  ــشخيص بيم ــه   و مولكــولي را در ت ــارچي از جمل ــاي ق ه

  .درماتوفيتوزيس بيان نمود
  

  ها مواد و روش
 تجربي بوده كه روي نمونـه       -اين مطالعه يك بررسي توصيفي    

 نفر از بيماران مشكوك به درمـاتوفيتوزيس نـاخن          71باليني ناخن   
شناسـي پزشـكي دانـشكده علـوم پزشـكي           ارجاعي به گروه قارچ   

دانشگاه تربيت مدرس با هدف توصيف مبـاني نظـري يـك روش        
انــدازي و اســتفاده عملــي از آن بــراي  ابــداعي آزمايــشگاهي و راه

شناسايي عوامـل مختلـف اونيكومـايكوزيس از جملـه تـشخيص            
دسـت   هاي باليني به   نمونه. كوفيتون روبروم در انسان انجام شد     تراي

هاي دست يا پاي بيماران بـا توجـه بـه مراحـل زيـر                آمده از ناخن  
 :شدشناسايي و مطالعه 

: تهيه پرسشنامه و كسب اطلاعـات بـاليني بيمـار ماننـد           ) 1
هــاي  ســن، جــنس، ســابقه بيمــاري انيكومــايكوزيس، بيمــاري

  ،بيوتيك و غيره ي آنتياي، مصرف داروها زمينه
هاي ناخن مشكوك    هاي باليني يا تراشه    آوري نمونه  جمع) 2

  ، به انيكومايكوزيس قارچي
 بخـش تقـسيم     3هر نمونـه بـه      (تشخيص آزمايشگاهي   ) 3
و آزمايش مـستقيم، كـشت و آزمـايش مولكـولي روي آن             شده  

  .)انجام شد
 ميـزان مشخـصي از تراشـه نـاخن          : آزمايش مستقيم  -الف

  يـك تـا دو قطـره پتـاس          سـپس  ، شـد   روي لام قرار داده    بيمار

)KOH( 40             درصد به آن اضافه شد و به مدت يك سـاعت در 
هاي ناخن در آن هضم و       تا تراشه شد  شرايط مرطوب نگهداري    

 .شودعامل احتمالي قارچي نمايان 

 بخـشي از نمونـه روي محـيط كـشت سـابورو             : كشت -ب
 دار بيوتيـك  آنتي) Sabouroud Dextrose Agar(دكستروز آگار 

يـكلوهگزاميد   ) + Chloramphenicol(كلرامفنيكل  [ ) Cyclohexamide(س
 SCC) Sabouroud Dextrose Agar + Cyclohexamideيا 

+ Chloramphenicol ( ساخت شركتMerckكشت ]  آلمان
 هفتـه   3 تـا    2گراد به مدت      درجه سانتي  30و در شرايط دمايي     

  .شدانكوبه 
نمونه طبق برنامـه بـراي انجـام          هر :لي آزمايش مولكو  -ج

 DNAاستخراج مستقيم   : شدآماده  به شرح زير    آزمون مولكولي   
 DNA بــراي تأييــد PCRاز بافــت مــشكوك نــاخن و انجــام 

ــاي    ــتفاده از آغازگره ــا اس ــايكوزيس ب ــل اونيكوم ــارچي عام ق
 و )ITS4 و ITS1(قـارچ  ) Universal Primers(يونيورسـال  

كه عوامل    با توجه به اين    ]T-rub(] 10  ،11(اختصاصي روبروم   
هـــا مخمرهـــا و  آلـــوده كننـــده نـــاخن شـــامل درماتوفيـــت

گرچه اين تحقيق دنبال بيشترين عامل آلـوده        (هاست   ساپروفيت
  ..)كننده ناخن يعني ترايكوفيتون روبروم بوده است

 از DNA نحــوه اســتخراج مــستقيم   :DNAاســتخراج 
 -س روش و برنامه فنل    هاي ناخن مشكوك و آلوده براسا      تراشه

با اسكالپل  : شدانجام  اين ترتيب   كلروفرم اصلاح شده جديد به      
)Scalpel (           كند مقداري از بافت ناخن و زير ناخن به صـورت

ليتـر قـرار داده       ميلي 5/1پودر جدا و داخل ميكروتيوب استريل       
هــا نيــز بــراي آزمــايش مــستقيم  مقــداري از ايــن تراشــه(شــد 

 سپس مقدار   .)شد آماده   SCC محيط   ميكروسكوپي و كشت در   
ــافر اســتخراج كــه شــامل  ميكرو500 مــول   ميلــي50[ليتــر از ب

EDTA- تريس HCl) Ethylenediaminetetraacetic acid- 

Tris HCl ( 8با=pH و SDS) Sodium Dodecyl Sulfate (
) K) Proteinase k ميكروليتر پروتئيناز 10به اضافه ]  درصد1

و بـه مـدت يـك سـاعت در          ) Vortex(به شدت ورتكس    بود  
 500بعد از طي زمان ياد شده مقدار    . دماي مورد نظر انكوبه شد    
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به آن اضـافه و بـه       ) ، ايران شركت سيناژن (ميكروليتر فنل اشباع    
ــدت  ــانتريفوژ 5م ــه س ــد دقيق ــدورف  . ش ــي در اپن ــايع روي م

)Eppendorf (   ميكروليتــر از 500اســتريل منتقــل و بــه آن 
ــاره ) ، آلمــانMerckشــركت (كلروفــورم  افــزوده شــده و دوب

ل ق ـمايع رويي در ميكروتيوب استريل جديد منت      . سانتريفوژ شد 
و دو ) pH=5/5(و يك دهم حجم آن استات سديم سه مولار با    
سـپس در   . شـد برابر حجم نيز الكل سرد مطلـق بـه آن اضـافه             

دار قرار داده شد و پـس از طـي مرحلـه يـاد               سانتريفوژ يخچال 
بـه مقـدار   دست آمده   بهيوب، خالي و روي رسوب      شده ميكروت 

  دقيقـه  5 درصد ريخته و مجدداً به مـدت         70 ميكروليتر الكل    200
در نهايـت بعـد از خـالي نمـودن ميكروتيـوب و             . شدسانتريفوژ  

  ميكروليتـر  25خشك نمودن در هواي اتاق رسوب مورد نظـر در           
 PCRحـل و بـراي آزمـون    ) TB) Tris Borate Bufferبافر 
 ميكروليتري در نظر    25 يك واكنش    PCRبراي عمل   . اده شد آم

بـا اسـتفاده از مـواد شـركت          گرفته شد و طبـق مراحـل زيـر و         
Vivantis    ميكروليتـر،   8آب مقطـر ديـونيزه      :  مالزي انجام شـد 

 MgCl2 ميكروليتـر،    5/1آغازگرهاي رفت و برگشت به مقـدار        
 DNA يـا نمونـه   ) Template( ميكروليتـر، الگـو      5/0به ميزان   

) Master Mix( ماكروليتر، مخلوط اصلي 1ناخن مورد مطالعه 
 ميكروليتر كه حجم كلي مواد داخل ميكروتيوب اسـتريل بـه            5/12

 ميكروليتر رسيد و در نهايت مواد فوق با آرامي مخلوط و داخل 25
تمام مراحل ياد شده در شـرايط       . دستگاه ترموسايكلر قرار داده شد    

. شـد ود مولكولي و در بين ظرف يخ انجـام          كاملاً استريل و زير ه    
كار گرفته شـده در ايـن مطالعـه و           توالي آغازگرهاي يونيورسال به   

آغازگرهاي اختصاصي روبـروم كـه قبـل از اسـتفاده در ژن بانـك               
NCBI) National Center for Biotechnology Information( 

  . بود به صورت زير شدارزيابي 
ITS1: 5'- TCC GTA GGT GAA CCT GCG G- 3'. 
ITS4: 5'- TCC TCC GCT TAT TGA TAT GC- 3' 
 
T-rub: F- 5'- GCC TGT TGT TCC GCT CAT TCT T- 3'. 
T-rub: R- 5'- CGG CTA GGA GGG CGT GGT 
AGA- 3' 

  

كه طراحي و ساخت آغـازگر اختـصاصي        شود   يادآوري مي 
 بوده و ايـن     NCBIروبروم طبق مرجع مورد تأييد در ژن بانك         

اي از تريكوفيتـون روبـروم را بـا وزن           توانـد قطعـه    غازگر مـي  آ
  .]10[باز شناسايي نمايد   جفت923مولكولي 

؛  عبـارت بـود از مرحلـه اول        PCRبرنامه اجرا شده بـراي      
 يك چرخه بـراي     ، دقيقه 5گراد با زمان      درجه سانتي  94حرارت  
؛ ، مرحلـه دوم )Initial Denaturation(سازي اوليـه   واسرشت
 ثانيه، مرحلـه سـوم بـا        30گراد با زمان      درجه سانتي  94 حرارت
 ثانيه، مرحلـه چهـارم بـا        45گراد و زمان      درجه سانتي  58دماي  
گراد و زمان يك دقيقه و پانزده ثانيـه كـه             درجه سانتي  72دماي  
 و تكثيـر نهـايي يـا مرحلـه          DNA چرخه براي تكثير     35جمعاً  

 دقيقـه يـك    7 گـراد و زمـان      درجـه سـانتي    72پنجم با حرارت    
طـول  چرخه انجام شد كه كل اين فراينـد بيـشتر از دو سـاعت               

 و  PCR و آگاهي از محصول      DNAبراي تفكيك قطعات    . كشيد
كـدام از    هـا، هـر    نمـودن آن  مـشاهده   آميزي و قابـل      نيز قابل رنگ  

 دقيقـه الكتروفـورز    45 روي ژل آگارز به مدت       PCR تمحصولا
   EDTAشـــامل ) TBE) Tris/Borate/EDTAاز بـــافر . شـــد

و آب مقطـر ديـونيزه بـا    ) Boric acid( مولار، بوريك اسيد 5/0
8=pH      درصد و بافر تانك الكتروفـورز       2 براي ساخت ژل آگارز 

آميــزي از اتيــديوم برومايــد  همچنــين بــراي رنــگ. شــداســتفاده 
)Ethidium Bromide) (ميكروگرم5/0با غلظت ) ، ايرانسيناژن  

پس ژل مـورد نظـر در دسـتگاه ژل    ليتـر اسـتفاده و س ـ   در ميلـي 
در . قرار داده شد) Gel Documentation System(داكيومنت 

 DNA براي تـشخيص     PCRاين مطالعه به ازاي هر بار آزمون        
هــاي بــاليني بيمــاران از ســوش اســتاندارد ترايكوفيتــون  نمونــه

) AY-525329شماره دسـتيابي    (و  ) PTCC 5143(روبروم با   
بت شده است و همچنين بـراي تأييـد          ث NCBIكه در ژن بانك     

اختصاصيت آغـازگر اختـصاصي روبـروم از سـوش اسـتاندارد            
 )Trichophyton mentagrophytes(ترايكوفيتون منتاگروفايتيس 

 طبق استاندارد مركز تحقيقات صنعتي ايـران و         PTCC 5054با  
بـراي هـر آغـازگر      شـد و    اسـتفاده   ) Candida(مخمر كانديدا   

  .ذاشته شدكنترل منفي نيز گ
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  نتايج
با استفاده از يك برنامه نسبتاً قـديمي كـه بـراي اسـتخراج              

كـار رفتـه      بـه  "به جز قارچ و ناخن    "هاي پستانداران  انواع سلول 
 به روش فنل كلروفـرم بـا        DNAاولين بار استخراج    ،  ]12[بود  

با توجه به   . شد ساعت از قارچ استاندارد روبروم انجام        24زمان  
اين روش در قـارچ روبـروم، كـار دشـوار و            آميز بودن    موفقيت

هاي سالمي   طاقت فرسايي در طول يك سال گذشته روي ناخن        
انجام شد  شد   كه به صورت تجربي با سوش استاندارد آلوده مي        

سرانجام پس  . هاي آلوده تجربي نتيجه منفي بود      كه باز در ناخن   
يـرات  يتغ  كـه بـا    PCR و   DNAاز نزديك صد بـار اسـتخراج        

در برنامه يـاد     )امل تغيرات دمايي و دور سانتريفوژها     ش(اساسي  
. دست آمـد   ساعت به48 همراه بود اين مهم در مدت زمان      شده  

هاي ناخن آلوده تجربي، كـار       اندازي طرح روي نمونه    پس از راه  
هاي باليني به صورت مستقيم از بيماران ارجاعي ياد          روي نمونه 

پـس از دومـين     . دش ـ ساعته انجـام     48شده شروع شد كه ابتدا      
يرات تدريجي در برنامه شامل حذف نيتروژن مـايع و غيـره،          يتغ

ــا زمــان   و در8 و 12 و 18 و 24هــاي  در مــدت زمــان   آخــر ب
بـدون اسـتفاده از     ( نيم و با استفاده از روش دسـتي           و  ساعت 5

تشخيص انواع آلودگي قـارچي نـاخن يـا         ) هاي تشخيصي  كيت
ــا عوامــل مختلــف ا ز جملــه ترايكوفيتــون اونيكومــايكوزيس ب

روبروم با موفقيت انجام شد كه نتايج منحـصر بـه فـردي را از                
دهـد و    نظر زمان و سرعت تشخيص و حساسيت بالا نشان مـي          

نظير و در    توان ادعا كرد كه در نوع خود در ايران و منطقه بي            مي
  . استنظير  جهان كم

 نفـر خـانم بـود    48 نفر مـرد و  23 نفر تعداد  71از مجموع   
هـا درگيـري      نفـر ايـن    25  كـه  ) درصد زن  67 درصد مرد و   33(

 درصـد نـاخن   35( نفر نيز آلودگي نـاخن پـا    46ناخن دست و    
  .اند داشته)  درصد ناخن پا65دست و 

 نفـر درماتوفيـت،     32 نفر در آزمايش مستقيم      71از مجموع   
  )  درصـد  44( نفـر منفـي      31و  )  درصد مثبـت   56( نفر مخمر    8

  .گزارش شد
  مـورد  8 نفر فقط    71 از مجموعه    SCCدر محيط   نتايج كشت   

 مــورد مخمــر رودوتــرولا 3 نفــر منتاگروفــايتيس، 3روبــروم و 
)Rhodotorula(  ،7    نفر كانديدا )مـورد  50و  )  درصـد مثبـت    30  

  .دست آمد به)  درصد70(باقيمانده نيز منفي 
  

  
  

، DNAنشانگر   )1چاهك  هاي ناخن آلوده شده تجربي؛        نمونه PCR 1شكل  
هاي آلوده شده با استاندارد منتا و كانديدا با آغازگر            نمونه )3 و   2هاي   كچاه

ITS1   و ITS4  ،  استاندارد روبروم بـا آغـازگر اختـصاصي          )4چاهك T-rub ،
بــراي بررســي ( اســتاندارد منتــا بــا آغــازگر اختــصاصي روبــروم )5چاهــك 

 )7 و 6هـاي   چاهـك شـود،     كه باندي مشاهده نمـي    ) اختصاص بودن آغازگر  
  هاكنترل منفي آغازگر

  
 نفــر بــا 41 نمونــه بــاليني بيمــاران، 71همچنــين از مجمــوع 

 نفـر  65و)  درصد 58(مثبت  ) T-rub(آغازگر اختصاصي روبروم    
)  درصـد ITS4) (91 و ITS1(نيز با آغازگر يونيورسـال قـارچ      

دست آمـده بـا آغـازگر يونيورسـال،          مثبت شدند كه باندهاي به    
نترل مثبت استاندارد منتاگروفـايتيس و      اكثراً همتراز و هم وزن ك     

  ).2 و 1شكل  (استمخمر كانديدا 
كه براي شناسايي و تعيين گونـه بانـدهاي   شود  آوري مي  ياد

هاي اختصاصي درماتوفيت يـا مخمـر        توان از آغازگر   مذكور مي 
نتايج فوق به وضـوح     . كمك گرفت كه هدف اين تحقيق نيست      

 بـه    حاضـر  ه از مطالعـه   دست آمد  دهد كه اگر روش به     نشان مي 
 تحـول   كار گرفته شـود،     به هاي معمول آزمايشگاهي   جاي روش 

هـاي   شگرفي در امر تشخيص و درمان بـسيار مـشكل عفونـت           
 سرعت  .قارچي ناخن يا اونيكومايكوزيس به وجود خواهد آمد       

و دقت اين روش اهميت آن را در بيمـاران بـا دسـتگاه ايمنـي                
 درگيري قارچي از جمله     سركوب شده كه هر روز خطر احتمال      

  ].7، 2[كند  ميچند برابر  ،شود ها بيشترمي ناخن در آن
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 نمونـه  )5 و   4هـاي    چاهـك  با آغازگر يونيورسال قارچ و اختصاصي روبـروم،          :1بيمار  نمونه   )3 و   2هاي   چاهكنشانگر،   DNA )8 و   1چاهك  هاي بيماران؛     نمونه 2شكل  
 بـا اختـصاصي     PCR: 3  بيمـار   نمونـه  )10 و   9هـاي    چاهـك  كنترل منفي آغازگرهـا،      )7 و 6هاي   چاهك مثبت، اختصاصي روبروم منفي،       با آغازگر يونيورسال   PCR: 2بيمار  

فونـت مخـتلط    ع با باندهاي كنترل مثبت كانديدا و اسـتاندارد منتاگروفـايتيس، احتمـالاً بيمـار                9وزن بودن باند چاهك      با توجه به هم   (روبروم منفي با آغازگر يونيورسال مثبت       
 اسـتاندارد منتاگروفـايتيس بـا       )13چاهك   ،ترايكوفيتون روبروم  كنترل مثبت استاندارد     )12چاهك   كنترل مثبت كانديدا،     )11چاهك  ،  )كانديدا و درماتوفيت داشته است    

  آغازگر يونيورسال
  

  بحث
ــشخيص     ــراي ت ــده ب ــزارش ش ــولي گ ــاكنون روش مولك ت

هـا از روش     ه در اغلـب آن    اونيكومايكوزيس نسبتاً محدود بوده ك    
PCR            معمولي به مراتب كمتر و بيشتر از اشكال تغيير يافته PCR 

ترين مقالات موجود در اين بـاره بـه          استفاده شده است كه به مهم     
 هـاي  گـزارش براساس آخرين   : شود وار اشاره مي   صورت فهرست 

 2007هـاي معتبـر دنيـا، در سـال        و مجله  PubMedموجود در   
  همكـاران   و )Brillowska-Dabrowska(رووسكا  داب-بريلووسكا

 چندگانه  PCRتوانستند عفونت درماتوفيتي ناخن را با استفاده از         
)Multiplex PCR (    در مدت پنج ساعت بـا موفقيـت تـشخيص

 درصد منفـي كـاذب   15 تا  5دليل استفاده از اين روش      . ]2 [دهند
.  درصـد منفـي در كـشت اعـلام شـد           40در آزمايش مـستقيم و      

 توانـستند   2009 و همكاران در سال      )Beifuss (همچنين بيفوس 
 ساعت آلودگي پـنج گونـه درماتوفيـت را مـستقيماً از             24با زمان   
ايـن  در  .  جداسازي نماينـد   PCR-ELISAهاي مشكوك با     ناخن

هـاي معمـولي    تحقيق ادعا شده كه ميـزان منفـي كـاذب در روش         
ال در س ـ ]. 13 [تاس ـ درصـد    60كشت و آزمايش مستقيم بالاي      

، در بيمـاران  Nested PCRو همكاران بـا  ) Garg( گارگ 2007
 درمــاني و گــوتزمر بــا دســتگاه ايمنــي ســركوب شــده و شــيمي

)Gutzmer( بـا  2004 و همكاران در سال Light Cycler PCR 
وارد مشابه ديگر اهميت تشخيص مولكـولي عفونـت         و م ] 14،  9[

هـاي تشخيـصي مـستقيم     درمـاتوفيتي نـاخن را نـسبت بـه روش    
  .]17-15 [ددنرسان ميكروسكوپي و كشت به اثبات 

توان در ظرف كمتر     در مطالعه حاضر نيز براي اولين بار مي       
 و بــا اســتفاده از برنامــه و روش)  ســاعت نــيم5( ســاعت 6از 

 از بافـت مـستقيم نـاخن        DNAاصلاح شده جديد، اسـتخراج      
ــد   ــوده و تأيي ــي از     PCRآل ــه ناش ــاخن ك ــي ن ــواع كچل ، ان

 را با موفقيت تشخيص و      استها   ها و كپك   ها مخمر  درماتوفيت
هـاي آزمايـشگاهي     همچنين مقايسه نتايج روش   . شناسايي نمود 

حـساسيت   PCRمعمول مثل آزمايش مستقيم و كشت با روش         
هاي ياد شده بـه اثبـات     بسيار زياد آن را نسبت به روش       و دقت 

كار برده شده در اين مطالعه روشي است كه          روش به . رساند مي
براي اولين بار در ايران، بيماران مبـتلا بـه انيكومـايكوزيس، يـا              
عفونت قارچي ناخن را بـه صـورت مـستقيم مـورد بررسـي و               

  .دهد تشخيص مولكولي قرار مي
لب يـاد شـده فـوق، امتيـازات ايـن تحقيـق             با توجه به مطا   

  :به شرح زير استنسبت به موارد ياد شده مشابه آن 
ساده و در دسترس بـودن امكانـات و مـواد لازم بـراي              ) 1

  ،انجام آزمون در ايران
به صرفه و اقتصادي بودن طرح نـسبت بـه مـوارد كـار              ) 2

 PCRكـه بـا      شده بالا و حساسيت و دقت زياد با توجه به ايـن           
  ،دهد عمولي جواب ميم

حذف نيتروژن مايع كه در اكثر مطالعات مولكولي بـراي    ) 3
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سـازي مرحلـه    خرد كردن قـارچ يـا بافـت مـورد نظـر و آمـاده            
  ،شود  از بافت ديده ميDNAاستخراج 

العاده اين تحقيـق اسـت كـه         تر سرعت فوق   از همه مهم  ) 4
 سـاعت انـواع آلـودگي قـارچي را بـا            6توان ظرف كمتر از      مي

هاي مختلف از جمله بافت آلوده نـاخن         حساسيت بالا در بافت   
  .تشخيص داد
 ء جـز   حاضـر  مطالعـه و  توان ادعـا كـرد كـه روش          پس مي 

روش هايي است كه در جهـان بـا اسـتفاده از         جديدترين تحقيق 
PCR      هـا از   روي نمونة مستقيم باليني ناخن، نقـش درماتوفيـت

يكومــايكوزيس جملــه ترايكوفيتــون روبــروم را در عفونــت اون
  بـه    توجه حال با . دهد قارچي مورد تشخيص و ارزيابي قرار مي      

 

نكات ممتاز بالا اگر مراحـل انجـام آزمـون بـه صـورت كيـت                
هــاي مولكــولي  تشخيــصي در آمــده و در دســترس آزمايــشگاه

 تحولي بزرگي در تشخيص      منجر به  تواند قارچي قرار گيرد، مي   
و  شـود نيكومايكوزيس  هاي قارچي از جمله او     و درمان عفونت  

  .صورت گيرددر وقت و هزينه جويي قابل توجهي  صرفه
  

  تشكر و قدرداني
ــته    ــري تخصــصي رش ــاله دكت ــه از رس ــه برگرفت ــن مقال اي

شناسي پزشكي بوده كه با حمايت مـالي دانـشگاه تربيـت             قارچ
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