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  چكيده
 درصـد   50بيمـاري شـايعي در همـه جوامـع اسـت و حـدود               ) اونيكومـايكوزيس (نت قارچي نـاخن     عفو: هدف
هـاي   شناسايي گونه . ها هستند   اين عفونت   بروز مخمرها از جمله عوامل مهم    . دهد هاي ناخن را تشكيل مي     بيماري

هـدف از مطالعـه   . ارداهميت دشناسي و نيز از لحاظ انتخاب درمان مناسب،    گيري مخمري عامل، از نقطه نظر همه     
وسـيله   هاي قارچي ناخن درسطح گونـه بـه        عفونت زاي جدا شده از    مخمرهاي بيماري گونه  شناسايي دقيق    حاضر
  . استDNAهاي مبتني بر  روش

ها شناسايي اوليـه     شناسي آن  هاي ريخت  ويژگي توجه به    مخمرهاي جدا شده از ضايعات ناخن با      : ها مواد و روش  
 و ناحيه استخراج هر نمونه با استفاده از روش جوشاندن  DNA در سطح گونه،     مخمرهايت  براي تعيين هو  . شدند
ITS    موجود در DNA     اي پليمراز     ريبوزومي به كمك واكنش زنجيره)PCR (قطعـه تكثيـر شـده بـه         . شد تقويت 

كتروفورزي  ماهيت هر مخمر با توجه به تفاوت الگوي ال ودش هضم اندونوكلئازي MspIكمك آنزيم محدودالاثر 
 جديـدي بـراي افتـراق نهـايي كانديـدا آلبيكـنس و كانديـدا                پروفايل آنزيمـي  در اين مطالعه    . هر گونه تعيين شد   

  . شناسايي شدندITS تعداد معدودي از مخمرها نيز به روش تعيين توالي ناحيه . به كار رفتدابلينينسيس
هاي شايع غير آلبيكنس شـامل كانديـدا         ه و ساير گونه   ترين گون   درصد شايع  6/45كانديدا آلبيكنس به ميزان     : نتايج

هـاي كمتـر شـايع     گونـه .  درصـد بودنـد  8/21 درصد و كانديدا تروپيكاليس با ميزان        5/22پاراپسيلوزيس با ميزان    
مربوط به كانديدا گلابراتا، كانديدا كروزئي، كانديدا كفير، كلاويسپس لوزيتانيا، كانديدا گيلرمونـدي و مچنيكوويـا                

 درصـد   68/0 درصد و    68/0 درصد،   36/1 درصد،   36/1 درصد،   2 درصد،   72/2ترتيب با ميزان شيوع      چريما به پول
هاي شناسايي شده تحت عنوان كانديدا آلبيكنس در اين مطالعه هيچ مورد كانديدا دابلينينـسيس                در بين ايزوله  . بود

بيـشترين شـيوع    . دش ـز تعيـين هويـت       مربوط به جنس تريكوسـپورون ني ـ      ) درصد 36/1 (دو نمونه . مشاهده نشد 
هـا مربـوط بـه زنـان          سـال و اكثريـت نمونـه       70 تـا    40اونيكومايكوزيس در اين مطالعه مربوط بـه گـروه سـني            

  .  درصد بود2/83با شيوع ) هاي دست اونيكومايكوزيس ناخن(
 ؛ امـا   بيمـاري اسـت    ترين گونه جدا شده از ضايعات ايـن        با وجودي كه گونه آلبيكنس همچنان شايع      : گيري نتيجه

 اين مطالعه نـشان    . هاي غير آلبيكنس از ضايعات اونيكومايكوزيس قابل توجه است         افزايش موارد جداسازي گونه   
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  و همكارانمحمد قهري   هاي قارچي ناخن زاي جدا شده از عفونت شناسايي مخمرهاي بيماري
  ــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــ

80  

كنـد و    رهـا كفايـت نمـي      شناسـايي مخم    بـراي  هاي معمول فنوتيپي    روش ها، براي شناسايي برخي از گونه    داد كه   
 براي  . درصد افزايش دهد   98نه شناسايي مخمرها را تا سطح       دامتواند   مي PCR-RFLPاستفاده از روش مولكولي     

  . نظير تعيين توالي ژن مورد نظر استفاده نمودتري گرانهاي   از روشتوان مي ها  گونهشناسايي باقيمانده
  

 اي پليمراز، برش آنزيمي عفونت قارچي ناخن، مخمر، شناسايي، واكنش زنجيره: كليدواژگان

  
   مقدمه-1

ــايكوز ــارچي   (Onychomycosis)يس اونيكومـ ــاري قـ بيمـ
هـاي مختلـف     وسـيله گونـه     كـه بـه    اسـت هـاي دسـت و پـا         ناخن

  هـــاي  ، مخمرهـــا، و قـــارچ(Dermatophytes) هـــا درماتوفيـــت
هـاي نـاخن را بـه         درصد بيماري  50حدود   ساپروفيت ايجاد شده و   

 درصـد   30همچنين در بعضي مطالعات     ]. 1[دهد   خود اختصاص مي  
 اسـت  سطحي مربوط به اونيكومـايكوزيس       هاي قارچي  عفونت

ــزارش]. 2[ ــايكوزيس در    گ ــيوع اونيكوم ــه ش ــوط ب ــاي مرب ه
هاي مناطق مختلف دنيا بسيار متفاوت و متغير اسـت و            جمعيت

 درصد  13 درصد در جمعيت ايالات متحده آمريكا، تا         3 تا   2از  
  هــا  و نيــز در برخــي گــزارش] 3[در جمعيــت مــردان فنلانــدي 

اخيـراً نيـز شـيوع      . ذكر شده اسـت   ] 5[درصد  10يا  ] 4[ درصد   5
ــنين   ــايكوزيس در س ــا 40اونيكوم ــدود  60 ت ــالگي را در ح    س

ــرده 20 ــزارش ك ــد   درصــد گ ــايكوزيس يكــي از ]. 6[ان اونيكوم
 ويروس نقص سيستم ايمني اكتـسابي       عفونتنخستين تظاهرات   

ــسان  ــا (Human Immunodeficiency Virus: HIV)ان  ب
اين عارضه در تمـام سـنين       ]. 7 [است درصد   40 الي   15شيوع  

 اما با افزايش سـن بـر شـيوع و بـروز آن افـزوده                ؛شود ديده مي 
شيوع عوامل مختلف درمـاتوفيتي، مخمـري يـا         ]. 8،  3[شود   مي

 اونيكومايكوزيس در مناطق مختلف جغرافيايي      عاملساپروفيتي  
 ،در اكثــر نقــاط دنيــا. هــاي انــساني متفــاوت اســت و جمعيــت

 تريكوفيتـون   ،امـل درمـاتوفيتي اونيكومـايكوزيس     تـرين ع   شايع
تـرين   و شـايع ] 2 ،9-12 [(Trichophyton rubrum) روبروم

، 1 ،4 [(Candida albicans) عامل مخمري كانديدا آلبيكـنس 
طــور كلــي اونيكومــايكوزيس ناشــي از  بــه. اســت] 13، 11، 9

هــاي پــا و   هــا بيــشتر در نــاخن   هــا و درماتوفيــت  كپــك

هـاي دسـت      در ناخن  اغلبناشي از مخمرها    اونيكومايكوزيس  
  ].14، 12، 11، 6[اند  مشاهده و گزارش شده

  عوامل مستعد كننـده متعـددي بـراي ايـن بيمـاري مطـرح              
 وقـوع اخـتلال در    ،هـا  تـرين آن   شده اسـت كـه برخـي از مهـم         

ديابت محيطي،   (Neuropathy) رساني موضعي، نوروپاتي   خون
ــوس ــي(Diabetes Mellitus) مليت ب ناشــي از ضــربات ، آس

 ايــدز وژيكي وكوچــك مكــرر، نقــايص محــدود ايمونولـ ـ   
(Acquired Immunodeficiency Syndrome: AIDS)] 7 [

ــي. اســت ــان    عل ــؤثر، درم ــارچي م ــواد ضــد ق رغــم وجــود م
عنوان يك مـشكل بهداشـتي بـاقي         اونيكومايكوزيس همچنان به  

 با توجه به افـزايش جمعيـت افـراد داراي سيـستم             .مانده است 
 زايـي   قدرت بيماري يمني آسيب ديده و نيز تغييرات مربوط به         ا

هـاي مختلـف كانديـدا       ها و بروز مقاومت دارويـي، گونـه        قارچ
تـشخيص  ]. 6[شـوند    زاهاي با اهميتي تلقي مي     عنوان بيماري  به

ــكوپي،    ــايش ميكروس ــق آزم ــايكوزيس از طري ــق اونيكوم   دقي
) لوژيهيـستوپاتو (شناسـي   هـاي بافـت   كشت قـارچ و آزمـايش    

 اما براي تعيين هويت گونـه عامـل بيمـاري از           ؛گيرد صورت مي 
هـا بـر پايـه مطالعـه         هاي مختلفـي كـه تقريبـاً همگـي آن          روش

 (Morphology) شناســي هــاي فنــوتيپي نظيــر ريخــت ويژگــي
) الگوهاي جذب و تخمير قندها    (ني، بيوشيمي و فيزيولوژي     وكل

ت و اعتبـار     دق ـ بـا وجـود   هـا    اين روش . شود ، استفاده مي  است
ــد  ــه دارن ــوبي ك ــب ،خ ــتاغل ــز     وق ــاهي ني ــوده و گ ــر ب گي

. هـا وجـود دارد     هايي براي تشخيص برخي از گونـه       محدوديت
هاي جديدتر بيشتر براساس مطالعه خصوصيات ژنـوتيپي         روش

مانند بررسي اختلاف ترادف قطعات خاصـي از زنجيـره اسـيد            
 .استنوكلئيك ژنومي در هر مخمر 
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  1389 بهار 1 شماره 13دوره   شناسي زيستي آسيب:  مدرس پزشكي علوممجله
 ـــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــ

81  

ه در ايران انجام شده است، عـلاوه بـر     در اغلب مطالعاتي ك   
تـر نيـز     هـاي شـايع    كانديدا آلبيكنس به شناسايي برخي از گونه      

هاي كمتر شايع شناسـايي نـشده    اشاره شده ولي در نهايت گونه     
]. 13،  4[ نام برده شده است     » ها ساير گونه «ها با عبارت     و از آن  

ه از  كـارگيري روش ژنـوتيپي بـا اسـتفاد         هدف مطالعه حاضر به   
 و هضم آنزيمي قطعه تكثير شده بـه كمـك آنـزيم             PCR روش

 PCR-RFLP (PCR-Restrictionمحـدودالاثر يعنـي روش   

Fragment Length Polymorphism)    بـراي تعيـين هويـت 
دقيق و صحيح عوامل مخمـري عامـل اونيكومـايكوزيس بـوده            

دسـت آمـده بـا نتـايج حاصـل از             كه نتـايج بـه     است، ضمن اين  
شناسـي از قبيـل آزمـايش       ي سه روش مبتني بر ريخت     كارگير به

   توليــد لولــه زايــا، كــشت خطــي در محــيط كــورن ميــل آگــار
(Corn Meal Agar: CMA)  و كـشت در  80 محتوي تـويين 

ــدا «محــيط  ــار كاندي ــروم آگ  (CHROMagar Candida)» ك
  كـدام   كـه هـيچ    همچنـين بـا توجـه بـه ايـن         . مقايسه شده است  

 ــ از روش ــادر ب ــج ق ــسيس هــاي راي ــدا دابلينين   ه تفكيــك كاندي
(C. dubliniensis) بـراي حـصول   يستن از كانديدا آلبيكنس ،

هـاي كانديـدا آلبيكـنس از        اطمينان از تأييد هويت قطعي ايزوله     
  .ده استشيك پروفايل آنزيمي جديد استفاده 

  

  ها  مواد و روش-2
  ها و كشت آوري نمونه  جمع-2-1

هـاي   عنـوان گونـه    بـه  سـويه مخمـري      9در اين مطالعـه از      
ها در جـدول     فهرست اين سويه  .  استفاده شد  مرجعاستاندارد و   

 نمونـه كـشت مثبـت مربـوط بـه         138تعداد  .  درج شده است   1
عوامل مخمري جدا شده از ضايعات قارچي ناخن از طريـق دو      

 تا 1386شناسي در تهران از شهريور       آزمايشگاه اختصاصي قارچ  
اطلاعـات اوليـه    . دش ـآوري   مـع  ماه ج  18مدت    به 1387اسفند  

هـا   ها و تعـداد آن     نيومربوط به بيماران و مشخصات ظاهري كل      
 )سـاخت فرانـسه   (ها در محيط كروم آگار كانديـدا         ثبت و از آن   

 درجــه 37هــا در انكوبــاتور  پليــت. كــشت مجــدد انجــام شــد
ني و ساعت اقدام به بررسي مشخصات كل      48 نگهداري و بعد از   

هـا بـا مقايـسه رنـگ         ايزوله. شده، گرديد و واكنش رنگي ايجاد     
هاي معرفـي    هاي استاندارد و نيز رنگ     هاي متعلق به سويه    نيوكل

  .شدند شركت سازنده شناسايي طرف ازشده 
  

   آزمون ايجاد لوله زايا-2-2
 دكـستروز آگـار    هاي رشد كرده در محيط سابورو      نيواز كل 

(Sabouraud’ s dextrose agar)ليتـر   يلي به لوله حاوي نيم م
 ساعت  2 و بعد از     شدخوبي مخاوط    سرم تازه انسان اضافه و به     
ــاي  ــه كــردن در دم ــه  درجــه ســانتي37انكوب صــورت  گــراد ب

  .شدميكروسكوپي از نظر وجود يا فقدان لوله زايا بررسي 
  

 حـاوي   CMA كشت خطـي در محـيط        -2-3
  80تويين 

 ني روي محـيط   و كمـي از يـك كل ـ      ،با كمك آنس نوك تيز    
CMA متـر    سـانتي  8هاي به قطـر       كه در پليت   80ي تويين    حاو

ها در دماي    پليت. صورت خطي كشت داده شد      به ،تهيه شده بود  
اتاق نگهـداري و بعـد از سـه روز بـا كمـك عدسـي ضـعيف                  

  .دشميكروسكوپ بررسي 
  
المللـي،   هاي بين  هاي مخمري استاندارد تهيه شده از كلكسيون       سويه 1جدول  

  حقيقمورد استفاده در اين ت
  

  شماره سويه  منبع تهيه مخمر  نام مخمر
  ATCC 10231  كانديدا آلبيكنس

  7988 و CBS 7987  كانديدا دابلينينسيس
  كانديدا گلابراتا
(C. glabrata) 

ATCC 90030  

  كانديدا پاراپسيلوزيس
(C. parapsilosis) 

ATCC 90018  

  كانديدا كروزئي
(C. krusei) 

ATCC 6258  

  سكانديدا تروپيكالي
(C. tropicalis) 

ATCC 0750  

  كانديدا روگوزا
(C. rugosa) 

TIMM 2941  

  كانديدا لوزيتانيا
(C. lusitaniae) 

JCM 1619  
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  هاي مولكولي  آزمايش-2-4
ها براي نگهداري و انجام      سازي سويه   ذخيره -2-4-1

  هاي مولكولي آزمايش
 ني خالص و تـازه از روي محـيط سـابورو          ويك يا چند كل   

دار يــك و نــيم  هــاي درب آگــار برداشــته و در لولــهدكــستروز 
ايـن  . دش درصد منتقل    35ليتري محتوي گليسرول استريل      ميلي
گـراد تـا زمـان      درجـه سـانتي  -20هـا در فريـزر در دمـاي      لوله

  .آزمايش نگهداري شد
  

   هدفي  DNA و (Primers) انتخاب آغازگرها -2-4-2
هـاي   ولكـول براساس مطالعات قبلي انجام شـده راجـع بـه م          

هاي مختلف، ازجمله تجربيات      در ميكروارگانيسم  DNAمختلف  
بــراي شناســايي شــش گونــه مهــم ] 15[ميرهنــدي و همكــاران 

 در مـورد ژن     PCR-RFLPزا، در اين مطالعـه نيـز روش          بيماري
از . ، اسـتفاده شـد    )rDNA( ريبـوزومي    RNAمسئول كد كـردن     

عنوان آغازگر   به ITS4عنوان آغازگر رفت و       به ITS1آغازگرهاي  
  :توالي آغازگرهاي فوق عبارت بود از. دشبرگشت استفاده 

ITS1: 5'-TCCGTAGGTGAACCTGCGG-3'. 
ITS4: 5'-TCCTCCGCTTATTGATATGC-3' 

  
 DNA استخراج -2-4-3

، يــك لــوپ  ]16[مطــابق روش قــبلاً توصــيف شــده    
ني تازه برداشته   واز كل ) متر مكعب   ميلي 10حدود  (باكتريولوژي  

 ميكروليتـر آب    100ليتـري محتـوي      لوله يك و نـيم ميلـي      و به   
 دقيقـه   20مـدت    مقطر استريل افزوده و بعد از مخلوط كردن، به        

 دور در   10000ماري جـوش قـرار داده و سـپس بـا دور              در بن 
بخـش رويـي حـاوي    .  دقيقه سـانتريفيوژ شـد   10مدت   دقيقه به 
DNAدشعنوان الگو استفاده   خام به.  
  

2-4-4- PCR  
هاي ذكر   هاي متعدد مواد زير با غلظت      از انجام آزمايش  بعد  

  : دش ـ اسـتفاده   PCR ميكروليتـري    25شده بـراي يـك واكـنش        

مولار كلرور منيـزيم،      ميلي X10 PCR  ،5/1 ميكروليتر بافر    5/2
   پيكومـــول، 25كـــدام  آغازگرهـــاي رفـــت و برگـــشت هـــر

 واحـد   25/1،  (dNTPs) نـوع نوكلئوتيـد      4 ميكرومولار از    400
  ، Taq (Taq DNA polymerase) پليمــراز DNAيم آنــز

تا رسـيدن بـه       آب مقطر   مقدار كافي   الگو و  DNA ميكروليتر   2
 عبـارت   PCRبرنامه اجرا شده بـراي      .  ميكروليتر 25حجم كلي   

 درجـه   95 حرارت   ؛ اوليه (Denaturation)واسرشتگي  : بود از 
 ؛DNA يــك چرخــه، تكثيــر - دقيقــه7مــدت  گــراد بــه ســانتي
 درجـه   56 ثانيـه،    30مـدت    گراد به   درجه سانتي  94اي  ه حرارت
  مـدت   گـراد بـه     درجـه سـانتي    72 دقيقـه و     1مدت   گراد به  سانتي

   دمـاي   ؛ چرخـه و بـالاخره بـراي تكثيـر نهـايي           30  طـي   ثانيه 45
براي انجـام   .  يك چرخه   دقيقه طي  7مدت   هگراد ب   درجه سانتي  72

PCR از دستگاه ترموسايكلر مدل Corbett Research  سـاخت 
  .دشاستراليا استفاده 

  
   الكتروفورز-2-4-5

، آگاهي از موفقيت در واكـنش و        DNAبراي تفكيك قطعات    
ها،   كردن آن  مشاهدهآميزي و قابل     نيز رنگ   و PCRاندازه محصول   

كننـده    ميكروليتر محلول رنـگ    3 به   PCR ميكروليتر از محصول     7
و  (Bromophenole blue) هـاي بروموفنــل بلـو   حـاوي رنــگ (

 افزوده و سپس تمام حجـم  (Xylene Cyanol) گزيلن سيانول
هاي ژل آگارز انتقال داده شد و به كمـك جريـان             آن در چاهك  

ــاژ   ــا ولت ــستقيم ب ــسيته م ــي 5الكتري ــه ازاي هــر 10 ال    ولــت ب
بافر . الكتروفورزشد)  ولت 100 الي   80بين  (متر طول ژل     سانتي
TBE )  مـولار و    ميلـي  90مولار، اسـيد بوريـك        ميلي 90تريس 

EDTA (Ethylenediaminetetraacetic acid) 2 مـولار،   ميلـي 
3/8=pH(              براي ساختن ژل و نيز پـر كـردن تانـك الكتروفـورز 

آميـزي ژل از رنـگ اتيـديوم برومايـد           بـراي رنـگ   . دشاستفاده  
(Ethidium bromide) ليتـر   ميكروگرم در ميلي5/0 به غلظت 

 نـانومتر بـا اسـتفاده از        312استفاده شد و سپس با طـول مـوج          
 مـشاهده و بـا      (Transilluminator) دستگاه ترانس لومينـاتور   
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  بـه (Uvidoc, England) (Gel doc)كمك دسـتگاه ژل داك  
  .برداري شد  ديجيتال عكسروش
  

2-4-6- PCR-RFLP  
 MspI با اسـتفاده از آنـزيم محـدودالاثر          PCRمحصولات  

. زيمي قرار گرفت  مورد هضم آن  ) ، ليتواني Fermentasشركت  (
 ميكروليتـر از بـافر      5/1 ميكروليتري مقـدار     15براي هر واكنش    

 ميكروليتـر   3آنزيم،  )  ميكروليتر 5/0( واحد   5اختصاصي آنزيم،   
مـدت    مخلوط و به   PCR ميكروليتر از محصول     10آب مقطر و    

ــاتور 2 ــاعت در انكوب ــپس  37 س ــد و س ــرار داده ش ــه ق    درج
ــار 7 ــر از آن در ژل آگ ــورز و  8/1ز  ميكروليت ــد الكتروف  درص

 دست آمده  هبهاي مخمري با توجه به الگوي الكتروفورزي         گونه
دسـت آمـده از آنـاليز        هـاي بـه    و با در نظر گرفتن انـدازه      ] 15[

  .دششناسايي ) 2جدول (ها  توالي
  

مربوط بـه   ) ITS1-ITS2قطعات تكثير شده     (PCR اندازه محصول    2جدول  
  MspI بعد از هضم آنزيمي با هاي مختلف كانديدا قبل و گونه

  

اندازه قطعه   گونه هاي كانديدا
ITS1-ITS4  

اندازه محصول هضم 
  شده با آنزيم

  297 و 238  535  كانديدا آلبيكنس
  520  520  كانديدا پاراپسيلوزيس
  340 و 184  524  كانديدا تروپيكاليس
  261 و 249  510  كانديدا كروزئي

  كانديدا گيلرموندي
(C. guilliemondi) 

  371 و 155 و 82  608

  557 و 314  871  كانديدا گلابراتا
  117و 266  383  كانديدا لوزيتانيا
  121 و 277  398  كانديدا روگوزا
  كانديدا كفير
(C. kefyr) 

721  721  

  

 افتراق كانديدا دابلينينـسيس از كانديـدا        -2-5
  آلبيكنس

 هاي ذكر شده فوق قادر     كدام از روش   كه هيچ  با توجه به اين   
به تفكيك دوگونه دابلينينسيس و آلبيكنس نبـود، پـس از آنـاليز        

 بـا   PCR-RFLP، يـك الگـوي جديـد        ITSهاي  ناحيـه      توالي
، Fermentasشـركت    (MboIگيري از آنزيم محـدودالاثر       بهره

براي  تفكيك قطعي اين دو گونـه از يكـديگر در نظـر              ) ليتواني
هاي فنـوتيپي    هاي مخمري كه با كمك آزمايش      نمونه. گرفته شد 

ــايش   ــا آزم ــز ب ــزيم PCR-RFLPو ني ــا آن ــدا ، كMspI ب اندي
منظور حصول اطمينان از تعيـين       ، به آلبيكنس در نظر گرفته شده    

 انجام شد و محـصول      PCR آزمايش   ها مجدداً  هويت قطعي آن  
  . مورد هضم آنزيمي قرار گرفتMboIآن با آنزيم 

  

   نتايج-3
ررسي شده طـي     نمونه واجد كشت مثبت ب     138از مجموع   

ها مربوط بـه اونيكومـايكوزيس        درصد نمونه  2/94اين مطالعه،   
هـاي پـا     ها مربـوط بـه نـاخن        درصد آن  8/5هاي دست و     ناخن
 درصـد   8/16ها مربـوط بـه زنـان و           درصد نمونه  2/83. اند بوده

 تـا   41ترين سن مبتلايان در فاصله سـني         مربوط به مردان، شايع   
 درصـد   48/81.  سـالگي بـود    60ا   ت 50 و بيشترين موارد آن      70

ها داراي نتايج مثبت در آزمايش مستقيم ميكروسـكوپي و           نمونه
كـه از    با توجه به اين   . ها داراي نتايج منفي بود      درصد آن  52/18

د ش ـهاي بيماران بيش از يك نـوع مخمـر جـدا             برخي از نمونه  
هـاي   ني مخمـري جداسـازي و مـورد آزمـايش         و كل 147جمعاً  

 مربـوط   شـناختي  جمعيت اطلاعات   3جدول  . تبعدي قرار گرف  
  .دهد طور خلاصه نشان مي به بيماران تحت مطالعه را به

  
  هاي سني مختلف فراواني اونيكومايكوزيس در گروه 3جدول 
هاي سني  روهگ

  درصد  تعداد  )لسا(

0-10  11  97/7  
11-20  6  35/4  
21-30  19  77/13  
31-40  15  87/10  
41-50  22  94/15  
51-60  40  99/28  
61-70  18  13  
71-80  4  9/2  

  17/2  3  نامشخص
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   نتايج تشخيص به كمك سه روش فنوتيپي-3-1
با استفاده از سه روش فنوتيپي آزمايش توليد لولـه زايـا در             

شناسي در محيط كشت     سرم انسان، بررسي خصوصيات ريخت    
CMA ــويين ــي80 حــاوي ت ــاي ريخــت  و ويژگ شناســي و  ه

 ايزولـه از    123 كروم آگار كانديدا،     زايي در محيط   خاصيت رنگ 
   ،د كـه ايـن مقـدار      ش ـ نمونه اوليـه شناسـايي دقيـق         147تعداد  

از ايـن   ). 4جـدول   (د  شـو  ها را شـامل مـي       درصد نمونه  67/83
  مربـوط بـه كانديـدا آلبيكـنس،        )  درصد 4/50( نمونه   62 ،تعداد

  مربـوط بـه كانديـدا پاراپـسيلوزيس و         )  درصد 3/24( نمونه   30
نيز مربوط به كانديدا تروپيكـاليس و       )  درصد 58/23 ( نمونه 29
  . نيـز مربـوط بـه كانديـدا گلابراتـا بـود           )  درصد 63/1( نمونه   2

گانـه فـوق     هـاي سـه    بـا كمـك روش    )  درصـد  88/10( نمونه   16
طور اشتباهي تشخيص    نيز به )  درصد 4/5( مورد   8د و   ششناسايي ن 
هـا را    هـاي بعـدي مولكـولي هويـت دقيـق آن           آزمـايش (داده شد   

 نمونه كانديدا آلبيكنس جـدا شـده در         67از تعداد   ). مشخص نمود 
هاي فنوتيپي مورد بحـث شـناخته         مورد آن با روش    62اين تحقيق   

  . بودهاي مربوط  درصد سويه5/92  شاملشدند كه اين ميزان
  

-PCR نتايج تـشخيص بـا كمـك روش          -3-2

RFLPو تعيين توالي   
ــايي   PCR-RFLPروش  ــه شناس ــادر ب ــورد از 144  ق    م

ــه مخمــري يعنــي 147 ــه96/97 ايزول ــود و   درصــد ايزول   هــا ب
هاي جدا شده از ضايعات اونيكومـايكوزيس         درصد نمونه  04/2

 نمونه از   2). 4جدول  (حتي با اين روش نيز قابل شناسايي نبود         
 مشكوك به كانديـدا     PCRهاي اوليه    سه نمونه فوق در آزمايش    

 و (C. rugosa)نديـدا روگـوزا    يـا كا (C. lusitania)لوزيتانيا 
. هاي ديگـر بـود     نمونه سوم داراي الگوي متفاوتي از تمام نمونه       

اي جديد مظنون شده و به همين دليل محصول           به سويه  بنابراين
PCR      نتايج آزمايش تعيين تـوالي     . دش براي تعيين توالي ارسال
عنوان كانديدا لوزيتانيا و گونه ناشـناس        هاي مشكوك را به    گونه
 (C. pulcherrima)پولچريما ) كانديدا(عنوان مچنيكوويا  را به

 الگوي الكتروفورزي مربوط به قطعـه       1در شكل   . مشخص كرد 
هاي كروزئي، تروپيكاليس، پولچريما،      در گونه  ITSتقويت شده   

آلبيكـــنس، گلابراتـــا، و پاراپـــسيلوزيس در مقابـــل نـــشانگر 
(Marker)   در شكل  . ودش بازي مشاهده مي    جفت 100 مولكولي

هـاي ذكـر      محصول هضم آنزيمي قطعه مذكور در مورد گونه        2
  .شده به همان ترتيب نشان داده شده است

ــكل  ــدا   3در ش ــتاندارد كاندي ــويه اس ــه در آن از دو س  ك
دابلينينسيس استفاده شده است، الگوي الكتروفورزي مربوط بـه         

 نشان  MboI با كمك آنزيم     ITSهضم آنزيمي قطعه تكثير شده      
دسـت آمـده از آنـاليز        هـاي بـه    با توجه بـه داده    . اده شده است  د

 پـس از بـرش بـا ايـن آنـزيم، در              كـه  رفـت   انتظار مي  ،ها توالي
 و در   217 و   162،  136،  22هاي    باند به وزن   4كانديدا آلبيكنس   

 ديـده   363 و   161،  22هـاي     باند به وزن   3كانديدا دابلينينسيس   
 از الكتروفـورز محـصولات      چه كه عمـلاً    ها با آن   اين وزن . شود

بانـدهاي بـا وزن     ( تطابق دارد    ،دست آمد  هضم اندونوكلئازي به  
در مطالعه حاضر تمامي    ). شود بسيار كم در ژل آگارز ديده نمي      

 بـا   PCR-RFLPهاي كانديدا آلبيكـنس مـورد آزمـايش          ايزوله
هـا هـيچ      قـرار گرفـت و در بـين آن         MboIآنزيم محـدودالاثر    
  .دشدابلينينسيس مشاهده نموردي از كانديدا 

  

  
  

مربـوط بـه بعـضي از       ) ITSتقويت ناحيـه     (PCR الكتروفورز محصول    1شكل  
ــارز؛   گونـــه    مولكـــولي نـــشانگر )Mهـــاي مختلـــف كانديـــدا روي ژل آگـ

 كانديـدا تروپيكـاليس،     )2چاهك    كانديدا كروزئي،  )1چاهك  بازي،    جفت 100
 چاهك  كانديدا آلبيكـنس،   )4 چاهك پولچريما،) مچنيكوويا( كانديدا   )3چاهك  

   كنترل منفي)C و  كانديدا پاراپسيلوزيس)6چاهك  كانديدا گلابراتا، )5
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  1389 بهار 1 شماره 13دوره   شناسي زيستي آسيب:  مدرس پزشكي علوممجله
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 )M روي ژل آگـارز؛  MspI با آنـزيم    PCR-RFLP الگوي الكتروفورزي    2شكل  
 كانديدا  )2چاهك   كانديدا كروزئي،    )1چاهك  بازي،    جفت 100نشانگر مولكولي   

 كانديـدا   )4 چاهـك  پولچريمـا، ) چنيكوويـا م( كانديـدا    )3 چاهـك  تروپيكاليس،
   كانديدا پاراپسيلوزيس)6چاهك   و كانديدا گلابراتا)5چاهك آلبيكنس، 

  
  

 با  (RFLP) بعد از هضم اندونوكلئازي      PCRالكتروفورز محصولات    3شكل  
 نشانگر مولكولي   )M براي افتراق گونه دابلينينسيس از آلبيكنس؛        MboIآنزيم  
ــت100 ــازي،   جف ــك ب ــسيس  )1چاه ــدا دابلينين ــتاندارد  ( كاندي ــويه اس س

هـاي جـدا شـده از      سـويه ( كانديدا آلبيكنس    )5-2هاي   چاهك،  )7987شماره
  )7988سويه استاندارد شماره( كانديدا دابلينينسيس )6چاهك   و)بيماران

  
  هاي مولكولي و غيرمولكولي هاي كانديدا با روش مقايسه موفقيت در شناسايي گونه 4جدول 

  

م آگار وروش كر  CMAروش   روش لوله زايا  تشخيص نهايي  هاي شناسايي شده گونه
  روش تعيين توالي  PCR-RFLP روش  كانديدا

  -  ) درصد100 (67/67  ) درصد95 (63/60  ) درصد89 (54/48*  ) درصد93 (56/52  ) درصد6/45 (67  كانديدا آلبيكنس
  -  ) درصد100 (33/33  ) درصد81 (26/21  -  -  ) درصد5/22 (33  كانديدا پاراپسيلوزيس
  -  ) درصد100 (32/32  ) درصد77 (31/24  -  -  ) درصد8/21 (32  كانديدا تروپيكاليس
  -  ) درصد100 (4/4  ) درصد50 (4/2  -  -  ) درصد7/2 (4  كانديدا گلابراتا
  -  ) درصد100 (3/3  ) درصد67 (3/2  -  -  ) درصد2 (3  ئيكانديدا كروز
  -  ) درصد100 (2/2  ) درصد0 (2/0  -  -  ) درصد36/1 (2  كانديدا كفير

  ) درصد100 (2/2  ) درصد100 (2/2  ) درصد0 (2/0  -  -  ) درصد36/1 (2  كانديدا لوزيتانيا
  )درصد100 (1/1  ) درصد100 (1/1  ) درصد0 (1/0  -  -  )درصد/.68 (1  كانديدا گيلرموندي
  كانديدا پولچريما

(C. pulcherrima) 
  ) درصد100 (1/1  -  )درصد0 (1/0  -  -  )درصد/. 68 (1

  گونه تريكوسپورون
(Trichosporon) 

  -  -  -  ) درصد100 (2/2  -  ) درصد36/1 (2
  

  .ساير موارد جدول نيز به همين ترتيب است.  نمونه با اين آزمايش شناسايي شده است48  نمونه انجام شده و54يعني  اين آزمايش روي .  است54 از 48منظور * 
  

  بحث-4
ماري رو به افزايشي در نقاط مختلـف        عفونت قارچي ناخن بي   

علل مختلفي براي افزايش شيوع آن گفته شـده اسـت           . استجهان  
 افزايش جمعيـت افـراد مـستعد واجـد          توان به   مي ، جمله  آن كه از 

ــومي    ــا عم ــعي ي ــي موض ــستم ايمن ــتلالات سي ــرداخ ــاره ك . اش
   قابل توجه منفي روي عملكرد ارثآ تواند ، مياونيكومايكوزيس

  

بيماران ممكن  . اجتماعي، مالي و شغلي بيمار داشته باشد      احساسي،  
است ترس و نگراني از انتقال بيماري خود به ديگران داشته باشـند             

امثـال   هـا و   و اين مسئله در برخي مشاغل نظير آشـپزها، تايپيـست          
خـود   اونيكومايكوزيس يك بيماري خودبه. تر است  ها با اهميت   اين

ت منبعي بـراي ايجـاد و گـسترش         بهبود يابنده نيست و ممكن اس     
  .ضايعات قارچي در ديگر نواحي پوست فرد بيمار باشد
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  و همكارانمحمد قهري   هاي قارچي ناخن زاي جدا شده از عفونت شناسايي مخمرهاي بيماري
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86  

عوامل كانديدايي دومين عامل شايع اونيكومايكوزيس بعـد        
 اما در ساليان اخير ميزان بـالايي از         ؛]17 [ است ها از درماتوفيت 

هاي مختلـف جـنس كانديـدا از         علت گونه  اونيكومايكوزيس به 
تـوان بـه     عنوان مثال مـي    به. شود زارش مي نقاط مختلف جهان گ   

، ]20[، مـالزي    ]19،  18[مطالعات انجام شده در كشورهاي هند       
، ]28[، لبنـان    ]27[، تركيه   ]26-22،  13،  4[، ايران   ]21[پاكستان  

، ]32[، هلنـد    ]31[، ايتاليا   ]30[، مراكش   ]10[، تونس   ]29[ليبي  
كايـت از شـيوع     كه ح ] 33[، و برزيل    ]14[، آرژانتين   ]9[كلمبيا  

نسبتاً بـالاي عوامـل مخمـري و در رأس آن كانديـدا آلبيكـنس               
هاي دست دارنـد،     عنوان عامل مسبب اونيكومايكوزيس ناخن     به

، ]1[، نپـال    ]12[در مناطق ديگـري از قبيـل اسـپانيا          . اشاره كرد 
شيوع اين عوامل   ] 35[و هنگ كنگ    ] 34[مناطق ديگري از هند     

شيوع كانديـدا پاراپـسيلوزيس     ] 36[كمتر و در فلسطين اشغالي      
  .ده استشها گزارش  بيشتر از ساير گونه

هـاي مختلـف كانديـدا در تمـام ايـن            براي شناسايي گونـه   
ــات ــي      از روش،مطالع ــه بررس ــه ب ــوم ك ــنتي و مرس ــاي س ه

پردازنـد،   شناسي مي  هاي فيزيولوژي، بيوشيمي، و ريخت     ويژگي
ها فقط به شناسايي     ن در بسياري از آ    بنابراين. استفاده شده است  

هـاي غيـر از      كـه گونـه    گونه آلبيكنس اكتفا شده اسـت يـا ايـن         
با توجـه   ]. 37[اند   ها نام برده   آلبيكنس را تحت عنوان ساير گونه     

هاي مختلف كانديدا در ايجاد آسيب و سهم رو          به دخالت گونه  
هـاي تهـاجمي و نيـز        به افزايش انواع غير آلبيكنس در عفونـت       

ها در مقابـل داروهـاي ضـد          و غيرمعمول آن   حساسيت متفاوت 
 قارچي، شناسايي و تعيين هويت اين مخمرها در سطح گونه به          

 تـدابير درمـاني   در نظر گرفتن اهداف اپيدميولوژيكي و نيز     دليل
  ].37[نمايد  مناسب و مطلوب براي بيمار، ضروري مي

هــاي شناســايي  شناســي آزمــون هــاي قــارچ در آزمايــشگاه
هـاي از قبـل آمـاده تجـارتي كـه             با كمك كيت   مخمرها معمولاً 

ــب ــايش اغل ــب آزم ــيك    از تركي ــوتيپي كلاس ــاي فن ــر (ه نظي
هاي بيوشيميايي و    هاي جذب و تخمير قندها و آزمايش       آزمايش
جـا كـه     از آن . كننـد  برنـد، اسـتفاده مـي      بهره مي ) شناسي ريخت

 ،هـا ممكـن اسـت متغيـر باشـد          خصوصيات فنوتيپي اين قـارچ    

هاي بسيار مـشابه   تفكيك گونههايي قادر به  ين روشبنابراين چن 
 در اين رابطـه     كند؛ ايجاد مي  و نتايج مشكوك يا كاذبي را        نيست

توان به مشكل تشخيص افتراقي كانديدا آلبيكنس و كانديـدا           مي
هـا معمـولاً      ايـن روش   ؛از طرف ديگـر   . دابلينينسيس اشاره كرد  
نوان مثـال كانديـدا     ع به. هاي جديد نيست   قادر به شناسايي گونه   

لوزيتانيــا و كانديــدا پولچريمــا از مخمرهــاي آسكوميــستي     
 (Metschnikowiaceae)هتروتاليك از خانواده مچنيكووياسه     

 هـستند زاي جديـد     باشند از جمله ايـن مخمرهـاي بيمـاري         مي
هاي مبتني بر خصوصيات فنوتيپي در كنار مزايايي كـه            روش ].38[

 هـست، هـاي خـاص خـود نيـز           هريـك داراي محـدوديت     ،دارند
طوري كه تقريباً اكثر اين مطالعـات قـادر بـه تـشخيص دقيـق و                 به

شـاهد ايـن    . انـد  هاي جدا شده نبوده    تعيين هويت قطعي همه گونه    
 مطالعات مختلفي است كه در ساليان اخيـر در كـشور انجـام              ،ادعا

هـاي جـدا شـده        شناسايي كل گونـه    بهها   شده و تقريباً در تمام آن     
  :توان به موارد زير اشاره نمود در اين رابطه مي.  نشده استاي اشاره

ترين عامـل اونيكومـايكوزيس در     شايع1365زيني در سال  
 درصـد گـزارش كـرده      6/69 كانديدا آلبيكنس با شيوع       را تهران
 عوامل كانديدايي را    1368مقدمي و شيدفر در سال      ]. 23[است  

انـد و    ذكـر كـرده    درصد موارد اونيكومـايكوزيس      4/66مسئول  
 درصد عوامل اونيكومـايكوزيس را      9/61،  1370شيدفر در سال    

خـسروي در سـال   ]. 23[عوامل مخمري گـزارش كـرده اسـت         
 درصـد و كانديـدا      8/25 كانديدا آلبيكنس را بـا فراوانـي         1379

]. 25[ درصد گزارش كرده اسـت       2/7پاراپسيلوزيس با فراواني    
ــصيري جهرمــي در ســال  ــدا آ1381ب   لبيكــنس را عامــل  كاندي

ــرده و از    9/40 ــزارش ك ــايكوزيس گ ــوارد اونيكوم ــد م    درص
هـاي غيـر آلبيكـنس نـام بـرده           عنوان گونه  ها به   درصد نمونه  46

 كانديـدا آلبيكـنس را بـا        1381شعار در سال     گرامي]. 22[است  
  هــاي كانديــدا را بــا شــيوع   درصــد و ســاير گونــه7/13شــيوع 

ا شــده از ضــايعات  درصــد در بــين عوامــل مخمــري جــد9/6
 درصـد  21در اين مطالعه  . اونيكومايكوزيس گزارش كرده است   

]. 13 [سـت ا هـا از نظـر عوامـل كانديـدايي مثبـت بـوده             نمونه
 كانديدا آلبيكـنس را     ، در مطالعه ديگري   1387خسروي در سال    
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 درصد موارد اونيكومايكوزيس گزارش كرده است       4/51مسئول  
 عبارتند   در اين گزارش   يب شيوع ترت هاي غير آلبيكنس به    و گونه 

ــا  : از ــدا گلابرات ــد4/11(كاندي ــاليس  ) درص ــدا تروپيك   ، كاندي
، كانديدا كفير ) درصد 7/5(، كانديدا پاراپسيلوزيس    ) درصد 6/8(
نـام  » هـا  ساير گونـه  «و از بقيه عوامل تحت عنوان       )  درصد 9/2(

 در مطالعه. اند  درصد داشته1/17برده شده است كه ميزاني برابر       
 دو روش آزمون ايجاد لوله زايا و        برخسروي و همكاران علاوه     

، از كـشت در محـيط       80 حاوي تويين    CMAكشت در محيط    
  كروموژنيك كروم آگار كانديدا، آزمـون بتاگلوكوزيـداز و كيـت      

Rapid yeast plus system 4[ نيــز اســتفاده شــده اســت .[
ل  درصـد عوام ـ   7/59  مخمرها را عامـل       1388هاشمي در سال    

 مـورد   42در مطالعـه وي     . اونيكومايكوزيس گزارش كرده است   
 مورد كانديداي غيـر آلبيكـنس گـزارش         56كانديدا آلبيكنس و    

ــور در ســال  چادگــاني]. 26[شــده اســت   در اصــفهان 1388پ
 درصد ضايعات اونيكومايكوزيس جدا كرده      7/57مخمرها را از    

رين گونه جدا ت  شايع، درصد84و كانديدا آلبيكنس را با فراواني    
در مطالعه حاضـر نيـز هنگـامي       ]. 24[شده گزارش نموده است     

كه از سه روش فنوتيپي شامل آزمـون ايجـاد لولـه زايـا، توليـد                
 و خصوصيات   80 حاوي تويين    CMAكلاميدوسپور در محيط    

زايي آن در محيط كروم آگار كانديدا استفاده شـد           ني و رنگ  وكل
 درصـد  3/16 شناسـايي و   ها در سطح گونـه      درصد ايزوله  7/83

  .ها در نظر گرفته شد باقيمانده تحت عنوان ساير گونه
ــارچ  روش ــراي شناســايي ق هــاي عامــل  هــاي مولكــولي ب

هـاي غيـر     هـا يـا كپـك      بر درماتوفيـت  اغلب  اونيكومايكوزيس  
درماتوفيتي متمركز بوده و در اين رابطه تحقيقـات فراوانـي بـه             

 و (Baek) بيــك عنــوان مثــال بــه]. 42-39[خــورد  چــشم مــي
منظـور افـزايش حـساسيت در نـشان دادن حـضور             همكاران به 

 و تقويـت    PCRعوامل قـارچي در اونيكومـايكوزيس از روش         
اما در ]. 43[اند   استفاده كرده  HaeIII و آنزيم    18srDNAقطعه  

مورد شناسـايي عوامـل مخمـري اونيكومـايكوزيس تحقيقـات           
  . شود چنداني مشاهده نمي

ها از روش     براي شناسايي تمام اين ايزوله     در مطالعه حاضر  
 با استفاده از يك آنزيم محدودالاثر كـه         PCR-RFLPمولكولي  

به اثبات  ] 15[كارايي آن در مطالعات قبلي ميرهندي و همكاران         
 درصـد   98د و بـه كمـك ايـن روش          ش ـ اسـتفاده    ،رسيده بـود  

ها در سطح گونه شناسايي شدند كه نتايج آن با سه روش             ايزوله
  جـا كـه نتـايج حـدود         امـا از آن   . فنوتيپي فوق مطابقـت داشـت     

ها با اسـتفاده از دو روش فنـوتيپي و ژنـوتيپي مـورد                درصد آن  2
ها   براي تعيين هويت آن    بنابراين ،اشاره نتايج قابل انطباقي نداشت    

 PCRاز روش تعيين توالي قطعه اسيد نوكلئيـك تكثيـر شـده بـا               
ها كانديدا لوزيتانيا و يك گونـه        ونهدو گونه از اين نم    . دشاستفاده  

. پولچريمـا شناسـايي شـد     ) مچنيكوويـا (نيز تحت عنوان كانديدا     
همچنـين  . شود هاي اخير براي اولين بار در ايران گزارش مي         گونه

تعيين هويت يك ايزوله كانديدا گيلرموندي نيـز بـا روش تعيـين             
  .دشتوالي تأييد 

 (Polymorphism) و بررسـي چنـد شـكلي         PCRآزمايش  
 قـادر بـه     MspIطولي قطعه تكثير شده توسط آنزيم محـدودالاثر         

جا كه الگـوي     از آن . است گونه از جنس كانديدا      6شناسايي دقيق   
الكتروفورزي دو گونه آلبيكنس و دابلينينـسيس در ايـن آزمـايش            

ايـن دو گونـه از يكـديگر و         جداسازي  كاملاً يكسان است، براي     
ي آلبيكنس از يـك الگـوي جديـد         حصول اطمينان از هويت قطع    

 بـا وجـود    استفاده شـد و      MboIالكتروفورزي با استفاده از آنزيم      
 ايزوله مـورد مطالعـه      147 در بين    ،گيري از اين الگوي جديد     بهره

  .دشكانديدا دابلينينسيس مشاهده ن
علت تفاوت در آمارهاي فوق و اخـتلاف در ميـزان شـيوع             

 بـه    مربوط توان لبيكنس را مي  هاي غير آ   كانديدا آلبيكنس و گونه   
هاي مورد اسـتفاده     تفاوت زماني در انجام اين مطالعات و روش       

شيوع كانديدا آلبيكـنس در     . در شناسايي عوامل مخمري دانست    
  براســاس اســتفاده از روش ســه گانــه فنــوتيپي حاضــر مطالعــه 

 كه تقريباً با گزارش مربـوط بـه خـسروي و            است درصد   4/50
 درصد گـزارش    4/51 فراواني اين گونه را      كه) 1387(همكاران  

كـه خـسروي در      با توجه به ايـن    . نمايد كرده است، مطابقت مي   
ها را تحت عنوان ساير عوامـل         درصد نمونه  1/17همان مطالعه   
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  و همكارانمحمد قهري   هاي قارچي ناخن زاي جدا شده از عفونت شناسايي مخمرهاي بيماري
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 بــا كمــك حاضــر امــا در مطالعــه ،مخمــري ذكــر كــرده اســت
 بنابراين .ها شد  هاي مولكولي اقدام به شناسايي همه نمونه       روش
ها، فراواني كانديـدا آلبيكـنس       ز شناسايي نهايي تمام نمونه    بعد ا 

در مطالعـه حاضـر از      . دست آمـده اسـت      درصد به  6/45معادل  
برطبق . محيط كشت كروموژنيك كروم آگار كانديدا استفاده شد       

اظهار شركت سازنده گونه آلبيكنس با ايجـاد رنـگ سـبز روي             
 حاضـر، ه  در مطالع ـ . خوبي قابـل شناسـايي اسـت       اين محيط به  

: دش ـحداقل سه رنگ سبز مختلف مربوط به اين گونه مشاهده           
رنگ سبز روشن، سبز تيره و سبز مايل به آبـي، كـه تمـام ايـن                 

بـا  . ها در آزمايش مولكولي مربوط به گونه آلبيكـنس بـود           رنگ
هاي كانديدا در    توجه به رنگ سبز آبي مربوط به بعضي از گونه         

عنوان  ها به  ر گرفتن اين ايزوله   محيط كروم آگار كانديدا و در نظ      
پي نسبت  تيهاي فنو  رسد كه در روش    نظر مي  كانديدا آلبيكنس به  

 تعداد بيـشتري تحـت عنـوان گونـه آلبيكـنس            ،PCRبه روش   
هـاي نـادر در بررسـي        جداسـازي ايزولـه   . شناسايي شده اسـت   

ايجـاد  دهد كه براي شناسايي عوامـل مخمـري          حاضر نشان مي  
هاي مبتنـي بـر       صرفاً به روش   توان س نمي  اونيكومايكوزي كننده
ــفنوت ــدا پولچريمــا داراي خــصوصيات  هيــپ تكي  نمــود، كاندي

فنوتيپي كاملاً مشابه با كانديدا لوزيتانيا است و آزمايش فنوتيپي          
كـار رود وجـود      كه براي جدا كردن اين دو گونه از يكديگر بـه          

هــاي  ايــن دو گونــه تنهـا بــه كمــك روش جداســازي نـدارد و  
هـاي    سوش ولي نظير تعيين توالي ژن مورد نظر يا آزمايش        مولك
مطالعات محـدودي  ]. 38 [استر  ميس(Mating type) گارساز

 در مورد جداسازي و شناسايي اين گونه وجود دارد، كـانتروس          
(Canteros)   گونــه غيــر  41 و همكــاران در مطالعــه خــود 

د  درص ـ6 كانديـدا پولچريمـا     كه آلبيكنسي شناسايي كرده بودند   
 (Pospisil)پاسپيـسيلي   ]. 14[ها را شامل شده است       اين ايزوله 

   در بين   1976 الي   1971هاي   در چك و اسلواكي در فاصله سال      
  

 نمونه مربوط به پوست، ناخن، مـو وخلـط بيمـاراني كـه             1720
داراي مشكلات پوستي بودند، يك مورد از اين گونه را گزارش           

 در  1984 الـي    1977ي   در حالي كه در فاصله زمـان       .كرده است 
 مورد كانديدا پولچريمـا شناسـايي و گـزارش          44  نمونه، 4644بين  
كـوزاك  ]. 44[انـد    ها مربوط به ناخن بـوده      اكثر اين نمونه  . ده است ش

(Kozak)             و همكاران نيز اين قارچ را از ضايعه پوستي در سگ جدا 
  ].45[اند  كرده

س همچنـان   كه درمان ضايعات اونيكومـايكوزي     با توجه به اين   
تـوان    نمـي  ،عنوان يك مشكل طبي و بهداشتي باقي مانده اسـت          به

علت را تنها در حضور عوامل مساعد كننده همراه جستجو كـرد و             
شايد عدم آشنايي و شناخت هويت دقيق عوامل مخمري و يـافتن            

 كه داراي رفتارهـاي متفـاوتي در مقابـل          غيرعاديهاي نادر و     گونه
 و نيز مشكل مقاومت دارويـي از علـل          دهستنمواد ضد قارچي نيز     

شناسـايي عوامـل    . گيرنـد  ديگري باشند كه مورد غفلت قـرار مـي        
صورت دقيق و در حـد گونـه بـا           ويژه عوامل مخمري به    قارچي به 

 بـراي  PCR-RFLPهـاي سـاده مولكـولي نظيـر          استفاده از روش  
 .شود شناسي در سطح كشور توصيه مي هاي مرجع قارچ آزمايشگاه

  

  كر و قدرداني تش-5
شناسـي   عنوان بخشي از رساله دكتـري قـارچ        اين تحقيق به  

پزشكي بـا حمايـت مـالي معاونـت پژوهـشي دانـشكده علـوم               
از آقـاي دكتـر     . پزشكي دانشگاه تربيت مدرس انجام شده است      

پور به دليـل مـساعدت و        سيدجمال هاشمي و خانم ليلا حسين     
كي تهـران، و    همكاري در دانشكده بهداشت دانشگاه علوم پزش      
زنـد بـه دليـل       از خانم صـديقه بيرقـي و خـانم نيلـوفر جلالـي            

  .نماييم هاي فني و آزمايشگاهي تشكر و قدرداني مي همكاري
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