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مقدمه 
    درماتوفیتهـا گروهـی از قارچهای کراتیـن دوست هستند 
کـــه در 3 دستــــه اپیدرموفـــــایتون، میکروســــپوروم و 

ترایکوفایتون قرار میگیرنـد و شایعتریـن تظاهـر آنها کچلی 
 

 
 
 
 

 
پـا(پـای ورزشـکاران)، کچلـی نـاخن و کچلـــی تنــه و ســر 
ـــا  میباشــد.(1) علــل عمــده کچلـــی پــا در سرتاســـر دنی

ترایکوفایتون منتاگروفایتیس و ترایکوفایتون روبروم گزارش  
 

چکیده  
    درماتوفیتها گروهی از قارچهای کراتین دوست هستند کــه گـروه وسـیعی از بیماریهـای پوسـت و
ضمایم آن مانند ناخن و مو را ایجاد میکنند. عوامل قارچی شامل 3 دسته میکروسپوروم، ترایکوفایتون
ــاصی برخـوردار میباشـد و در و اپیدرموفایتون بوده که در بین آن ها جنس ترایکوفایتون از اهمیت خ
حدود 24 گونه آن تاکنون شناخته شده است. علاوه بر آن بررسیهای مولکولی روی تمایز استرینهای
ــف مبتـلا گونه ترایکوفایتون روبروم در نمونههای جمعآوری شده در ناخنهای یکسان از بیماران مختل
به اونیکومایکوزیس، نشاندهنده وجود چندین استرین متفاوت در این گونه بوده اســت. در ایـن مطالعـه
نمونههای ناخن از 10 بیمار مختلف مبتلا به اونیکومایکوزیس کشت داده شد و پلیتهای کشت که دارای
5 کلنی بودند انتخاب شدند و اسید دیاکسی ریبونوکلئیک(D.N.A) آنها به طور جداگانه اســتخراج شـد
و نتـایج بـا توجـه بـه مراحـل مختلـف روش مولکولـی واکنـش زنجـیرهای پلیمـراز(PCR) و براســـاس
ــای تولیـد کننـده اسـیدریبونوکلئیک ریبوزومـی(r R.N.A) در خصوصیت اختلاف در تعداد تکرار ژنه
منطقه غیرژنی تجزیه و تحلیل شد. در این مطالعه 10 نمونه از ضایعات ناخن مبتلا به اونیکومــایکوزیس
ــر در یـک در اثر ترایکوفایتون روبروم بررسی شد که تنها در 6 نمونه، تعداد 2 استرین مختلف یا بیشت
ــی میشـود واریته از گونه ترایکوفایتون روبروم مشاهده گردید. براساس یافتههای این پژوهش پیشبین
کـه در تعـداد زیـادی از عفونـت هـای قـارچـی نـــاخن توســط ترایکوفــایتون روبــروم، اســترینهای
گوناگون(Multiple strain) وجود داشته باشد. وجود چنین مسئلهای در مطالعات اپیدمیولوژیک مربوط

به بیماریهای قارچی از اهمیت خاصی برخوردار میباشد.   
          

کلیدواژهها:    1 – ترایکوفایتون روبروم            2 – اونیکومایکوزیس 
                        3 – تمایز مولکولی استرینها       4 – واکنش زنجیرهای پلیمراز   

 

این مقاله در چهاردهمین کنگره بینالمللی قارچشناسی انسان و حیوان در کشور آرژانتین سال 1379 ارائه شده است. 
I) استادیار گروه قارچشناسی پزشکی، دانشگاه علوم پزشکی و خدمات بهداشتی ـ درمانی ایران، تهران. 
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شــده اســت.(2) قــارچهــای درمــاتوفیت دارای آنزیمهـــای 
پروتئولیتیک به نام کراتوکینــاز(Keratokinase) هسـتند کـه 
این آنزیم سبب هضم کراتین شده و قارچ از این ماده و سایر 

عناصر جهت تغذیه استفاده میکند.  
    از آن جا که کراتین در مو و ناخن و قسمت شاخی پوست 
وجود دارد این قارچها به این بخشها حمله کرده و در طبقــه 
شاخی پوست(stratum corneum) کلنـی تشـکیل میدهنـد. 
یکـی از نتـایج تشـــکیل ایــن کلنیهــا واکنــش میزبــان بــا 
متابولیتهای قارچ است که شدت بیماری براساس استرین یا 
ــارچ خـاص،  گونه واریته درماتوفیت و حساسیت میزبان به ق
ــن  متفـاوت میباشـد امـا بـه طـور کلـی انسـان نسـبت بـه ای

عفونتها تا حدودی مقاوم است.  
ــت میکننـد و بـه      این قارچها تنها در سطح بدن ایجاد عفون
ــــاده ضـــد قـــارچـــی آلفـــا  دلایلــی از جملــه وجــود م
دوماکروگلوبولین(α2-macroglobulin) در سرم افــراد کـه 
ــــم قـــارچهـــا میشـــود و نـــیز بتـــا  مــانع تولیــد آنزی
گلوبولیـن(β-globulin) و فراتیـن(Ferratin) کـه اثـر مـــهار 
کننده روی رشد درماتوفیتها دارنــد، در داخـل بـدن انسـان 
ایجاد عفونت نمیکنند اما به نظــر میرسـد مـواد مترشـحه از 
ــانند آلـرژی،  قارچها سبب ایجاد التهاب و بروز واکنشهایی م
ــت تـاثیر  التهاب و اگزما شود. به طور کلی واکنش میزبان تح
ایمنـی میزبـان و گونـهها و زیـر گونـــههای قــارچ بــوده و 
ــد از نـوع فـوری یـا  حساسیت نسبت به درماتوفیتها میتوان
تاخیری باشد که بــه طـور معمـول حساسـیت فـوری در اثـر 
کربوهیدرات قارچ و حساسیت تاخیری در اثر وجود پروتئین 
قارچ ایجاد میگردد.(3) از نظر منبع عفونت، درماتوفیتها به 3 
شـکل انسـان دوسـت(Anthoropophilic)، حیـوان دوســت 
ــــت (Geophilic) بـــوده و در  (Zoophilic) و خــاک دوس
عفونتهـای آنـتروپوفیـل، حمـام یـا دوشهـــای عمومــی در 
کارخانهها یا مکانهای ورزشی یکی از عوامـل اصلـی شـیوع 
عفونتهای نــاخن و کشـاله ران در جوامـع کنونـی محسـوب 

میشوند.  
    داروهـای موضعـی ضـد قـــارچ گــروه آزول(Azole)، از 
ــهت درمـان درمـاتوفیت هسـتند. درمـان  موثرترین داروها ج

ــــا تربینـــافین  انیکومــایکوزیس ناشــی از درماتوفیتهــا ب
(Terbinafine) در 85% موارد موفقیتآمیز بوده است.(2)  

    از دلایـــل عمـده عـدم موفقیـت(15% مـوارد) میتـوان بــه 
ـــوذ دارو بـه بافتهــــای عمقــی  عواملی ماننــد عـــدم نفــ
ـــد  (Poor pharmacokinetics)، مقـاومت بـه داروهـای ض
قـارچـی(Resistant to antimycotics)، عـــدم تشــخیص 
 ،(Misdiagnosis)صحیـح عوامـــل قـارچـی در آزمایشــگاه
ـــــا، واریتـــهها و اســـترینهای قـــارچـــی  انــواع گونههـ
ــــــک  (Mycological Variants)، عوامــــــل سیستمیــ
(systemic factors) پاسخهای میزبان(Host response) و 
مهمتر از همه ساختمان پیچیده و مقاوم آرتروکونیدیا اشــاره 
ــــبب عـــود مجـــدد  کــرد کــه تمــام آنهــا میتواننــد س
ـــد کـه عـود بیمـاری  بیماری(Relapse/Reinfection) شونـ
ــروم  بـهویژه در عفونتهـای ناشـــی از ترایکوفایتـــون روب
بـهطور مکـــرر مشــاهده شــده اســت.(4) در ایــن گونــه از 
ترایکوفایتــون اشکـــال متفاوتــی وجـود دارد کــه بــهطور 
ـــه هسـتیم. کلنـی ایـن قـارچ در اغلـب  شایعــی با آنها مواج
ـــد بــوده و پیگمـان پشـتی آن قرمـز رنـگ  موارد کرکی سفی

است.  
    بعضی از ایزولهها پیگمان سیاهی نیز تولید میکنند کـه در 
ــتری  داخل محیط کشت انتشار یافته و تمام آگار موجود در پ
ـــــهدار و کــــم  دیـــش را رنـــگ میکنـــد. کلنیهـــای دان
ــر  رشد(Dysgonic) نیز در این گونه دیده شده است.(5) از نظ
اپیدمیولوژیــک، تعییـن واریتـه و اسـترین ترایکوفایتونهـا و 
طبقهبندی آنها برای جلوگیری از گسترش عفونت از اهمیــت 

زیادی برخوردار است.  
    در حــال حــاضر تشــخیص آزمایشــــگاهی گونـــهها و 
واریتههای ترایکوفایتون براساس آزمایشهای میکروسکوپی 
و کشتهــای آزمایشگاهـی و تستهایی مانند سوراخ کــردن 
مـو و تعــدادی از تستهـــای فـیزیولوژیکـــــی صــــورت 
میگیــرد که اغلب این تستها بسیار وقتگیر بوده و نیاز بــه 
مهارتهای خاص و دقت فراوان در آزمایشگاه دارند بنابراین 
عجیب به نظر نمیرسد که اعلام بعضی از نتایج، هفتهها طول 

بکشد.  
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ــت تکنولـوژی PCR، سـرعت تشـخیص      امروزه با پیشرف
آزمایشگاهی درماتوفیتها در حال افزایش است و این روش، 
تشخیص سریع و شناسایی درماتوفیتها را از مقادیر ناچــیز 

مواد اولیـه در ظرف چندیـن ساعـت امکانپذیر میکنـد.  
ــه نشـان داده شـده اسـت کـه      به عنوان مثال در یک مطالع
استفاده از آغازگر اتفاقی ACCCGACCTC-3-5 به روش 
ـــه درمــاتوفیت  PCR میتوانـد بـه طـور سـریع چندیـن گون

ترایکوفـایتون مـانند ترایکوفـایتون روبـروم و ترایکوفــایتون 
منتـاگروفـایتیس و ترایکوفـایتون تونسـورانس را از یکدیگــر 
تفکیک کرده و مورد شناسایی قرار دهد و حتی با ایــن روش 
ــد. بـه عنـوان  توانستند واریتههای مختلف را نیز مشخص کنن
ـــه اینتردیجیتــال  مثـال ترایکوفـایتون منتـاگروفـایتیس واریت
ـــــاگروفــــایتیس  (var.Interdigital) و ترایکوفـــایتون منت
ـــای  (var.mantagrophytes) براساس خصوصیـــات بانده
DNA اختصاصـــی تقویــــــت شــــده توســط PCR بــا 

ــخیص  پرایمـــر اتفاقـــی GAGCCCGACT-3-5 قابل تش
هستند.(6)  

    آزمایشهای آتی نوکلئوتید براساس باندهــای اختصـاصی 
مشـاهده شـده، بینشهـایی را نسـبت بـه سـاختار ژنتیکــی و 
عملکردهای ممکن در مــورد ایـن نواحـی ژنـی اشـغال شـده 
ــر  فراهـم میکنـــد و روشـــن اسـت کـه موجـب درک بیشت
ـــههای مختلــف ترایکوفایتونهــا  روابـط ژنتیکـی بیـن واریت
میشود و تشخیص درماتوفیتهای انسانی بــهتر، دقیقتـر و 
سـریعتر صـورت مـیگیـــرد. متمایــز کــردن اســترینهای 
ــــق روشهـــای مولکولـــــی در مـــورد  قــارچــی از طری
درماتوفیتهای انسانی تنــها توسـط چنـــد نفـــر از محققـان 
ـــت.(7) از جملــه در مــورد ترایکوفــایتون  گـزارش شـده اس
منتـاگروفایتیـــــس(8) یــا ترایکوفایتــــون روبـروم یکــی از 
ــایز بسـیار نـاچـیزی را در بیـن اسـترینهای  محققان تنها تم
ــــه  مختلــــف گـــزارش نمـــود و نتیجــهگیـــری کـــرد ک
ــروم نشـاندهنده یـک گونـه کلونـال اسـت  ترایکوفایتون روب

  .(clonal species)
    روش به کار برده شده در این مطالعــه روشـی اسـت کـه 
ــه  توسـط آن بـرای اولیـن بـار بـه اسـترینهای مختلـف گون

ترایکوفـایتون روبـروم پـی بـرده شـده اسـت. در ایــن روش 
بخشی از روش سیجــی جکسـون و همکــاران به کار برده 

شد.(9)  
    این مطالعه نشــان داد کـه عـامل جـدا شـده(ترایکوفـایتون 
روبروم) از ضایعات ناخن در یک بیمار مشخص، ممکن است 
دارای چندین استرین مختلف باشد(Multiple strain) که این 
ــوژیکـی از اهمیـت بسـیار بـالایی  مسئله در مطالعات اپیدمیول

برخوردار میباشد.   
 

روش بررسی 
    الف ـ میکروارگانیســم: ایزولههـای ترایکوفایتون روبـروم 
از ناخن 10 بیمــار مختلـف کـــه مبتـلا بـه اونیکومـایکوزیس 
ــهطور اتفـاقی جمـعآوری شـــد و هـر یـک بـه طـور  بودند ب
 (SDA)ــط کشـت سابورودکسـتروز آگـار جداگانه روی محی
کشـت داده شـــد و از هــر پلیــت کشــت، 5 کلنــی انتخــاب 
گردید(تصویر شماره 1). برای اطمینان از عــدم آلـودگـی سـاب 
کالچر(subculture) تهیه شد و روی محیط SDA در حرارت 
27 درجه سانتیگراد جهت انجام دادن مراحل بعدی آزمایش، 

نگهداری شد.         
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 

تصویر شماره 1- 5 کلنی ترایکوفایتون روبروم(بیمار شماره 2) از 
 SDA ضایعات ناخن روی محیط

  
ـــص DNA ایزولــههای قــارچــی:      ب ـ اسـتخراج و تخلی
ایزولههای قارچی ترایکوفایتون روبروم به طور جداگانــه در 
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ــدت  50 میلیلیتر آبگوشت سابورو(Sabouraud broth) به م
7 روز در حرارت  27 درجه ســانتیگـراد در داخـل دسـتگاه 
تکاندهنده با قــدرت 150rpm کشـت داده شـد. محصـول بـه 
ــت شستوشـو بـا آب  دست آمده از رشد هایفه توسط 2 نوب
مقطر استریل و صاف کردن از صافی مخصوص جمــعآوری 
و در دمای 80- درجه سانتیگـراد نگـهداری شـد. در مرحلـه 
بعد به 3-2 گرم از هایفــه منجمـد شـده در داخـل یـک هـاون 
چینی سرد، نیتروژن مایع اضافه گردید و با استفاده از دسته 
ــد سـپس  هاون چینی خوب آسیاب شد و به پودر تبدیل گردی
200 میلیگــرم از ایـن پـودر در داخـل یـک لولـه میکروفیـوژ 
 lysis buffer استریل قـرار داده شد و مقدار 600 میکرولیتر
به آن اضافه گردید که این بــافر شـامل 400 میلیلیـتر اسـید 
کلریدریــک ـ تریــس(Tris-HCl ،PH=0/8)، 60 میلیمــــول 
ــول  EDTA(ethylene diamine tetraacetate)، 150 میلیم

کلرید سدیم، SDS %1(Sodium dodecyl sulphate) و 0/5 
میلیگرم در میلیلیتر پروتئینــاز ـ ک (Proteinase K) بـوده 

است.  
    نمونهها به مدت 1 ساعت در حرارت 60 درجه سانتیگراد 
انکوبه شدند و در حالی که گهگاه بــه هـم زده میشـدند، 100 
میکرولیتر از سدیم پرکلرات 5M اضافه شــده و بـرای مـدت 

15 دقیقه دیگر در حرارت 60 درجه سانتیگراد انکوبه گردید.  
    پس از سرد کردن لولهها در داخل یخ، عمــل اسـتخراج بـا 
اضافه کردن و شستوشوی نمونــهها بـا 500 میکرولیـتر از 
کلروفرم سرد و بعد 500 میکرولیتر از فنل کلروفرم ایزوآمیل 
الکل(PH=8، 24:24:1) و در نهایت 500 میکرولیــتر کلروفـرم 
ادامه مییافت. لایـههای اضـافی تشـکیل شـده بـا اسـتفاده از 
سانتریفوژ با دور 3500 به مدت 5 دقیقه تخلیه میشد ســپس 
با اضافه کردن 1000 میکرولیتر اتانول ســرد 95% و 2 نوبـت 
ـــات DNA رســوب  شستوشـو بـا اتـانول سـرد 70%، قطع
میکرد که روی کاغذهای مخصوص خشــک شـده و بعـد در 
ــه صـورت معلـق قـرار  200 میکرولیتر از آب مقطر استریل ب
داده میشد(در لوله 1/5 میلیلیتری میکروســانتریفوژ). بـرای 
دقیق بودن آزمایش در تمام مراحل استخراج DNA از کنترل 

مثبت و منفی استفاده گردید.  

ـــش      ج ـ گسـترش تکثـیر DNA بـا اسـتفاده از روش واکن
ــترش اسـترین شـماره 1  زنجیرهای پلیمراز(PCR): جهت گس
ترایکوفایتون روبروم(TRS1)، در منطقه غیرژنــی بیـن محـل 
 (NTS region of T.rubrum)آغاز و محل پایان رونویسی
ــت(تصویـر شـماره 2)  2 پرایمر(آغازگر) مورد استفاده قرار گرف
ــد از:  جهـت ایـن امـر مـوادی به کار برده شد که عبارت بودن
ــــل PH=9، 10میلیمـــــول  1- بافـــر واکنـــش کـــه شامـ
Tris-HCl، 50 میلیمـــول KCl و 150 میلیمـــول کلریــــد 

منیزیــــــم 0/5 میلیمــــول بــــود 2- از هــــر یــــــک از 
دیاکسینوکلئوزید تریفسفات(dNTP) که ترکیبات پیشساز 
ساخته شدن DNA بوده و شامل 3 گــروه فسـفات پرانـرژی 
 ،(G)گوانیــن ،(A)کـه یکـی از 4 بـاز آدنیـــن N -3 میباشـد
 (1×Q)است. در انتها سوسپانسیون (T)یا تیمین (C)سیتوزین
و نـیز 0/5 واحـد از DNA Taq پلیمـــراز(ســاخت شــرکت 
Quiagen) اضافه شد و 100 پیکومول از هر یک از 2 پرایمر، 

TrNTSR-4 ،(5-TGC CAC TTC GAT TAG GAG GC-3) و 
 TrN TSF-2 ،(5-ACG GTA TTA AGC TAG CGC TGC-3)
ساخت شرکت MWG-Biotech, UK و سپس 5 میکرولیـتر 
از نمونه DNA مربوط(رقیق شده بــه صـورت 1:50) اضافـه 
شد به طــوری کـه حجـم نـهایی هـر لولـه سـانتریفوژ بـه 50 

میکرولیتر برسد.  
    هم چنین در تمام مراحل آزمایش از کنــترل منفـی PCR و 
کنترل مثبت DNA(اهدایی دکتر جکسون) استفاده شد ســپس 
 PCR درب مخصوص لولهها گذاشته شده و در داخل ماشین
ــه یـافت کـه  انکوبه گردید. پس از آن واکنش در 3 مرحله ادام
 (Denaturation)عبارت بود از: دناتوره شدن یا تغییر ماهیت
با ایجاد حرارت زیاد، دوگانه شدن(Annealing) زنجیر واحد 
DNA با ســرد کـردن و در نـهایت گسـتردگـی و بـاز شـدن 

(Extension) که این مراحل به صورت یــک سـیکل دنـاتوره 
برای مدت 1 دقیقه در دمای 94 درجه سانتیگــراد، بـه دنبـال 
30 سـیکل دنـاتوره بـه مـدت 1 دقیقـه در حـرارت 94 درجــه 
ـــه در دمـای  سانتیگراد، پرایمر(annealing) به مدت 1 دقیقـ
58 درجه سانتیگراد، مرحله گستردگی به مــدت 3 دقیقــه در 
دمای 72 درجه سانتیگراد و در نهایت یـک مرحلـه گسـترش 
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ـــه در دمـای  نهایی(Terminal extension) به مدت 10 دقیقـ
ـــل کــــرد. در  72 درجـــه سانتیگراد، واکنش PCR را کامـ
 DNA مرحله بعــد جـدا کـردن فرآوردههـای تکـرار و تکثـیر
ــپس  توسط الکتــروفورز و روی آگاروز ژل 2% انجام شد س
 (ethidium bromide)رنگآمـیزی بـا ایتیدیـــوم برومــاید
ـــه  صـــورت گرفت و در نهایـــت از باندهــای مربـــوط بــ
 (U.V)توســط اشعـــــه مــاورای بنفـــــش DNA قطعــات

عکـــسبــرداری شد.  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

تصویر شماره 2- ساختمان ترایکوفایتون روبروم(NcPF295) در 
منطقه غیرژنی(NTS) با استفاده از 2 پرایمر مشخص 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

نتایج 
    خلاصـهای از نتـایج متمایزسـازی اسـترینهای چنـدگانــه 
ــه اونیکومـایکوزیس  ترایکوفایتون روبروم در بیماران مبتلا ب
بـا اسـتفاده از روش مولکولـی واکنـش زنجـــیرهای پلیمــراز 

(PCR) در جدول شماره 1 آورده شده است.  
    این مطالعه که با روش PCR انجام شــد، نشـان داد کـه از 
ــده از  تعـداد 10 ایزولـه ترایکوفـایتون روبـروم بـه دسـت آم
ضایعات یکسان ناخن که هـر یک متعلق به بیمــار مشـخصی 
بود، 6 بیمار دارای عفونـت همزمان با بیشتر از 1 استرین از 
ترایکوفایتون روبروم بودند. نمونههایی از این تمایزسـازی و 
باندهای تشکیل شده یکسان(هموژن) و نامتجــانس(هـتروژن) 
در تصویرهای شماره 3، 4و 5 مشــاهده میشـود. ذکـر ایـن 
ــه بـا اسـتفاده از کنترلهـای منفـی PCR و  نکته لازم است ک

DNA در تمـام تسـتها، هیـچگونـه بـاندی مشـاهده نشــد و  

نتایج به دست آمده در سیستم PCR، پایدار (Stable) و قابل 
ـــد. در ایــن  تجدیـد و تولیـد مجـدد(Reproducible) میباش
ــور کلـی 42% از نمونـهها نـوع(تـایپ)  آزمایش مولکولی به ط
ــتان) 30% نـوع 2، 14% نـوع 3، %8  1(شایعترین نوع در انگلس

نوع 4 و 6% نوع 12 تشخیص داده شد.  
ــایش و      توزیع و پراکندگی انـواع به دسـت آمده از این آزم
از نمونـههای جمـعآوری شـده شـباهت زیـادی بـا مطالعــات 

وسیعتر قبلی در منطقه انگلستان داشت.  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

جدول شماره 1- تمایز استرینهای ترایکوفایتون روبروم در نمونه ضایعات ناخن مبتلا به اونیکومایکوزیس 
شماره بیمار سن(سال) ـ جنس مدت زمان تخمینی عفونت نوع(تعداد کلنی) 

1 61 - زن ناشناخته 1(5) 
2 39 - مرد 1 سال یا کمتر 2(1)، 3(1)، 12(3) 

3 45 - مرد بیشتر از 1 سال 2(4)، 3(1) 
4 23 - زن ناشناخته 3(4)، 4(1) 
5 52 - مرد 1 سال یا کمتر 4(3)، 2(2) 

6 40 - زن بیشتر از 1 سال 1(5) 
7 51 - زن ناشناخته 2(5) 
8 36 - زن بیشتر از 1 سال  1(5) 

9 19 - زن 1 سال یا کمتر 1(3)، 2(2) 
10 36 - مرد بیشتر از 1 سال 1(3)، 2(1)، 12(1) 
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ــر نمیرسـد کـه ارتبـاطی بیـن مـدت زمـان      همچنین به نظ
ــت بـا تعـداد اسـترینها وجـود داشـته  تخمین زده شده عفون
ــون(9) انجـام  باشد. توصیف انواع، براساس روش دکتر جکس
ــدازه  شد بدین ترتیب که نوع 1 بیان کننده یک باند منفرد به ان
ــزرگتـر یعنـی بـه مقـدار  434bp و نوع 2 به اندازه 200bp ب

 (434bp همراه با 1 باند ضعیفتر به اندازه) .634 میباشدbp

و نـوع 3، تولیـد بـاندی بـه انـدازه 834bp (همـراه بـا 2 بــاند 
ــای 634bp و 434bp) میکنـد. باندهـای  ضعیفتر به اندازهه
دیگر پیچیدهتر بوده و به نظر میرسد که بیش از 1 باند قوی 

داشته باشند.  
    اندازه این باندها متغیر بوده و از 434bp شــروع میشـود 
و به صورت پلکانی به مقدار 200bp به بالا افزایــش مییـابند 
ــهت تشـخیص نـوع، نیـاز بـه مـهارت خـاص میباشـد.  که ج
همچنین، ایزوله ترایکوفایتـون روبروم نــوع 2 کـه بـه عنـوان 
کنترل مثبت DNA در تستها استفاده شد، اهدایی دکتر سی، 

جکسون بوده است.  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

تصویر شماره 3- تمایز استرینهای ترایکوفایتون روبروم و تعیین 
نوع مربوطه در 5 کلنی مربوط به هر بیمار از نمونههای ناخن در 2 بیمار 

 PCR مختلف مبتلا به اونیکومایکوزیس با روش
ـــوع 1،  - mw: نشان وزن مولکولی، - باند 1-5: ت.روبروم(بیمار شمــاره 1)، نــ
- بانــد 6-10: ت.روبروم(بیمار شمــاره 2). به ترتیـــب نــــوع 12، 12، 2، 3، 12، 
 :(-C)12 کنـترل مثبـت، نـوع 2، - بــاند ،LM101 ت.روبــــروم :(+C)11 بانـــد -

 (PCR)کنترل منفی :(xc)13 باند - ،(DNA استخراج)کنترل منفی

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

تصویر شماره 4- تمایز استرینهای ترایکوفایتون روبروم و تعیین 
نوع مربوطه در 5 کلنی مربوط به هر بیمار از نمونههای ناخن در 2 بیمار 

 PCR مختلف مبتلا به اونیکومایکوزیس با روش
ــوع 1،  - mx: نشان وزن مولکولــی، - بانــــد 1-5: ت.روبروم(بیمار شماره 6)، ن
- بـاند 6-10: ت.روبـروم(بیمـار شـماره 7). نـوع 2، - بـاند 11(C+): ت.روبــروم 
 ،(DNA اســتخراج)کنتــرل منفــی :(-C)12 کنترل مثبت، نوع 2، - بانــد ،LM101

 (PCR)کنترل منفی :(xc)13 باند -
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

تصویر شماره 5- تمایز استرینهای ترایکوفایتون روبروم و تعیین 
نوع مربوطه در 5 کلنی مربوط به هر بیمار از نمونههای ناخن در 3 بیمار 

 PCR مختلف مبتلا به اونیکومایکوزیس با روش
- mw: نشان وزن مولکولــی، - بانــد 1-5: ت.روبروم(بیمار شمــاره 8)، نوع 1، 
- باند 10-6: ت.روبــروم(بیمار شــماره 9). بـه ترتیـب نـوع 2، 2، 1، 1، 1، - بـاند 
 :(+C)16 15-11: ت.روبروم(بیمار شماره 10) به ترتیب تایپ 2، 3، 1، 1، 1، - باند
ت.روبروم LM101، کنترل مثبت، نوع 2، - بــاند 17(C-): کنـترل منفـی(اسـتخراج 

 (PCR)کنترل منفی :(xc)183 باند - ،(DNA
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بحث 
ــترین مختلـف از یـک ایزولـه ترایکوفـایتون      وجود چند اس
روبروم که از ضایعات قارچی ناخن در 1 بیمار مشخص جدا 
شده بود، طرح پژوهشی این مطالعــه بـوده اسـت و روی 50 
ــه 10 بیمـار مبتـلا بـه اونیکومـایکوزیس انجـام  کلنی متعلق ب
ــه بـا ایـن  شد(5 کلنی از هر بیمار از ناخن یکسان). این مطالع
ــار در دنیـا گـزارش شـده اسـت و  روش خاص برای اولین ب
ـــی  نتـایج آن در سـال 2000 در چـهاردهمین کنگـره بینالملل
قارچشناسان جهان در بوینوس آیرس(آرژانتین) ارائه گردیــد 
که بسیار مورد توجه محققــان و قـارچشناسـان صـاحبنظر 
ــان دارویــی قـرار گرفـت. ایـن تحقیـق  بهخصوص متخصص
ــایکوزیس ممکـن اسـت  نشان داد که بیماران مبتلا به اونیکوم
در یـک زمـان مبتـلا بـه چنـد اسـترین از یـک واریتـه گونـــه 
ترایکوفایتون روبروم باشند. این مطلب شاید توضیحی بــرای 
ــدت  عـدم درمـان کـامل ایـن عفونتهـا یـا درمـان طولانـی م
ـــی مــدت ایــن  ضایعـات درمـاتوفیتی و مزمـن بـودن طولان

بیماریها باشد.  
ــها یـک      تاکنون چنین تصور میشد که عامل درماتوفیتی تن
استرین است و دارو جهت استرین مربوطه تجویز میشـد در 
حالی که ممکن است استرینهای مختلف این عــامل قـارچـی، 
ـــی بدهنــد واز درجــه  پاسـخهای مختلفـی بـه درمـان داروی

حساسیت متفاوتی برخوردار باشند.  
ــوژی و بـالینی را      این نتایج در واقع تمام تحقیقات اپیدمیول
ــن  زیر سوال برده است به طوری که نیاز به تجدید نظر در ای
زمینه احساس میشود. روش PCR که در این مطالعه به کار 
 DNA ــده شـده برده شد روشی برای تکثیر توالیهای برگزی
است که توسط آن زنجیره DNA به تعداد زیادی تکثیر پیــدا 
میکند و آنزیم DNA پلیمراز(DNA Polymerase) کـه در 
همـانند سـازی DNA دخـــالت دارد در ایــن روش به کــار 
میرود. همراه با این آنزیم تغییرات درجه حــرارت نـیز نقـش 
مهمی در جــدا شــدن و پیونـد رشـتههای DNA بـه یکدیگـر 

دارد.  
    روش مولکولی PCR روشی بسیار حساس و سریع برای 
 DNA یا بخشی از رمـز DNA مطالعه ژنهایی است که رمز

ــب اسـت کـه  آنها معلوم است. مکانیسم این روش بدین ترتی
ـــه آغــازگرهــا  بـرای تکثـیر DNA عوامـل متعـددی از جمل
(Primers) مـورد نیـاز هسـتند کـه عبـارتند از زنجیرههـــای 
 DNA ــا کـه نسـبت بـه نوکلئوتیدهـای کوچکی از نوکلئوتیده
مورد آزمایش، همانند میباشند یعنی طوری ساخته میشوند 
که بازهای موجود در آنها میتوانند با بازهای DNA مـورد 
ــه و زنجـیره جدیـدی از DNA را ایجـاد  آزمایش اتصال یافت

نمایند که مانند زنجیره اصلی عمل میکند.  
    وجود نوکلئوزیدهــای چـهارگانـه(d-NTP) نـیز ضـروری 
است و جهت شروع همانندسازی DNA بــاید آنزیـم پلیمـراز 
در محیط باشد تا بتوان با حرارت زیــاد زنجیرههـای دوگانـه 
DNA مورد آزمایش را از هم جدا نمود بنابراین آنزیــم ذکـر 

شده باید در مقابل حرارت پایدار باشد.  
    در شروع آزمایش ابتدا توسط حرارت زیاد(دمــای حـدود 
ــورد آزمـایش از هـم  95 درجه سانتیگراد) 2 رشته DNA م
ــدد هسـتند  جدا شده(Denaturation) سپس پرایمرها که 2 ع
ــا حضـور آنزیـم  هر یک به قسمت 3 زنجیرهها میچسبند و ب
پلیمراز، ساخت زنجــیره جدیـد شـروع میشـود(زنجیرههـای 
ــاید بـه صـورت عکـس یکدیگـر قـرار  مورد آزمایش DNA ب
گرفته باشند و ساخت زنجیره جدید همیشه به شـکل 3       5 
ــه  است). بدین ترتیب 2 زنجیره جدید ساخته میشود در نتیج
 DNA دور اول آزمایش به جای 2 زنجیره اصلی، 4 زنجــیره
ــت و بـه همیـن ترتیـب در دورهـای بعـدی تعـداد  موجود اس
ــود. بـه طـوری کـه در  بیشتری زنجیره DNA ساخته میش
عرض چند ســاعت هـزاران رشـته DNA بـرای آزمـایش در 

اختیار خواهیم داشت.  
    ذکر این نکته لازم است که درجه حرارت در PCR به طور 
مرتب در حال تغیــیر اسـت. بـه طـور مثـال بـرای جداکـردن 
رشتههای DNA، حرارت حدود 95 درجه سانتیگراد به کــار 
میرود سپس حرارت به حدود 55 درجه سانتیگراد میرسد 
ــن درجـه حـرارت بـه رشـته اصلـی پیونـد  که پرایمرها در ای

مییـابند سـپس در حـرارت حـدود 70 درجـه ســـانتیگــراد  
 PCR زنجیرههای جدید ســاخته میشـوند. ایـن مکانیسـم در
ــال 1985 در کالیفرنیـا  اولین بار توسط Kary Mullis در س
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ــــح داده شـــد و امـــروزه در بســـیاری از  ابــداع و توضی
ــاربرد دارد به  آزمایشگاههای معتبر دنیا جهت تکثیر DNA ک
خصوص در امور جنایی، زیرا این روش قادر است کــه حتـی 

DNA یک تار مو را تکثیر نماید.  

    امروزه کاربردهای PCR با پیشرفــت تکنولـوژی بیشتـر 
شده است که از جملــه آن اسـتفاده از ایـن روش در مطالعـه 
حاضر میباشد. پژوهــش انجـام شـده اکنـون ایـن امکـان را 
فراهم کرده تــا تعـدادی از سـئوالات مـهم اپیدمیولـوژیـک در 
ــای ناشـی از ترایکوفـایتون روبـروم ارزیـابی  مورد عفونته

گردد.  
    به عنـوان مثـال، اکنـون میتوانیـم تعییـن کنیـم کـه عـــود 
ــک درمـان موفقیتآمـیز بـه علـت  بیماری(Relapse) بعد از ی
Reinfection یعنی تکرار بیماری به علت یک اســترین جدیـد 

است یا به علت Recrudescence یعنی تکرار عفونـت در اثـر 
همـان اسـترین قبلـی میباشـد. یکـی از مـهمترین تحقیقـــات 
اپیدمیولوژی که انجام شدن آن ضروری به نظر میرسد ایــن 
ــر یـک اسـترین یکسـان بـه  مطلب است که آیا عفونتها در اث
وجود آمدهاند یا در اثر چند استرینهای مختلف؟ این پژوهش 
ــر میرسـد. کـاک و  جهت مطالعات آتی بسیار با اهمیت به نظ
ـــهای را در زمینــه مقایســه  همکـاران در سـال 1999 مطالع
ــایتیس انجـام  ترایکوفایتون روبروم و ترایکوفایتون منتاگروف
دادنـد(8) و بــا اســتفاده از روش مولکولــی تکثــیر DNA و 
ـــر اتفــاقی یــا روش  شناسـایی منـاطق تغیـیر یافتـه و پرایم
 (Random amplified polymorphic DNA)RAPD

ـــایتون  دریــافتند کــه از نظــر مولکولــی 2 ایزولــه ترایکوف
ــایتیس جـدا شـده از 2 بیمـار مبتـلا تفـاوتی بـا هـم  منتاگروف
نداشتهاند در حالی که نکته قابل توجه ایـن بـود کـه 2 ایزولـه 
ــان نـیز زنـدگـی  جمعآوری شده از این بیماران که در یک مک

میکردند از نظر ظاهری با هم تفاوت داشتند.  
    هر چند که مقایسه ایــن مطالعـه بـا مطالعـه دکـتر کـاک و 
ــا میتـوان چنیـن پیشـنهاد  همکاران مشکل به نظر میرسد ام
کرد که شاید استرینهای عفونتهای مربوط به ترایکوفایتون 
ــه ترایکوفـایتون روبـروم از نزدیکـی  منتاگروفایتیس نسبت ب

بیشتری برخوردار باشند(Less heterogeneity). در مــورد  

ــی از ترایکوفـایتون روبـروم، بـه نظـر  انتقال عفونتهای ناش
میرســد کـه مطالعـه طـرح احتمـال چنـــد اســترین بــودن 
ــوط بـه درماتوفیتهـا یـا  (Multiple Strains) گونههای مرب
عوامل دیگر عفونتهای قارچی در مطالعــات آینـده ضـروری 
باشد. از آن جا که ما هنوز از دستیابی به یک درمان ســریع 
و مطمئن جهت عفونتهای حاد اونیکومایکوزیس حتی پس از 
ماهها درمان به دور هستیم، توجه به این طرح مهم پژوهشی، 
ــت  قادر است که به بسیاری از سئوالات مربوط به عدم موفقی
در درمــان(Treatment failure) و نــیز عــــود بیمـــاری 

(Relapse) پس از درمان کامل، پاسخ دهد.  
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Molecular Strain Typing of Trichophyton Rubrum Isolated from
Patients with Onychomycosis by Polymerase Chain Reaction(PCR)

                                                                                                I  
S.A. Yazdanparast, Ph.D.

Abstract
    Dermatophytes are a group of keratinophilic fungi falling within the genera of epidermophyton,
microsporum and trichophyton. The genus trichophyton is particularly important and complex which
comprises at least 24 recognised species. Additionally, molecular strain typing of trichophyton
rubrum isolated within single nail specimens from patients with onychomycosis indicates involvement
of multiple strains. In this study, nail specimens from patients with onychomycosis were cultured and
10 specimens from different patients with 5 colonies per culture plate were selected.
Deoxyribonucleic acid(DNA) was extracted from these isolates and subjected to a PCR-based typing
method that analysed variations in numbers of repeats in the non-transcribed spacer(NTS) region of
the ribosomal ribonucleic acid(rRNA) gene repeats. In 6 out of 10 specimens, there were 2 or more
strain types. This suggests that in the majority of cases of fungal nail infections by trichophyton
rubrum, multiple strains are involved. This has important implications for epidemiological studies.  
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                      3) Molecular Strain Typing   

                      4) Polymerase Chain Reaction(PCR)
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