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هاي مخمري جداشده از نـاخن بیمـاران بـا        شناسایی گونه  ،ین مطالعه هدف از ا  :زمینه و هدف  
.استPCR-RFLPعلائم کلینیکی اونیکومایکوزیس با استفاده از روش 

در سـال   نـاخن پـا    21و نـاخن دسـت    29با درگیري بیمار50هاي ناخن از  نمونه:روش اجرا 
جهت . آزمایشگاهی بررسی شدند  هاي متداول   ها با استفاده از روش    نمونه. آوري شد جمع 1398

.نیز استفاده شدPCR-RFLPبررسی مخمرهاي جدا شده از روش 
جـدا  %)24(مـورد  12آلبیکنس است کـه از . ك،کاندیداي جدا شدهيبیشترین گونه :هاافتهی

.بودند) %4(مورد 2گلابراتا . كو %) 6(مورد 3پاراپسیلوزیس . ترتیب كشد و سپس به
ــه ــرينتیج ــهPCR-RFLPروش:گی ــب ــاياری ــزوITS1-ITS4يآغازگره ــامیآن يه

یافتراق ـصیتـشخ يبـرا صـرفه بـه مقـرون وعیسـر ق،یدقروشکیMspIي  دهندهبرش
.باشدمیکاندیدايهاگونه

مخمـر، کاندیـدا آلبیکـنس، کاندیـدا پاراپـسیلوزیس، تـشخیص           اونیکومایکوزیس،:هاکلیدواژه
PCR-RFLPمولکولی،

21/03/1399: پذیرش مقاله26/01/1399: مقالهدریافت 
28-34):1(11ي ، دوره1399بهارپوست و زیبایی؛ 

مقدمه
از (Onychomycosis)اونیکومـــــایکوزیس  يواژه

ــانی يواژه ــاخن و Onyxیون ــه معنــاي ن ــه Mykesب ب
ــه شــده اســت  ــارچ گرفت ــایکوزیس . 1معنــاي ق اونیکوم

هـاي غیردرمـاتوفیتی و     ها، کپـک  درماتوفیت يوسیلهبه
تـرین بیمـاري نـاخن      رایـج و2-4شوداد می مخمرها ایج 

ي نـاخن   این بیماري یک عفونت قارچی صـفحه       .5است
یا قسمت انتهایی نـاخن اسـت کـه منجـر بـه تخریـب               

عفـونتی کـه باعـث       ؛2شـود ناخن می  يتدریجی صفحه 
زبــر و وشــدنرنــگشــدن، بــیشــدن، شــکافتهضــخیم

انسیدانس اونیکومـایکوزیس   . شودناخن می شدنخشن

وع بالاي و ناخوشی ناشـی از آن، ایـن بیمـاري را             و شی 
یک مشکل مهم سلامت عمـومی کـرده اسـت و اثـرات            

ــت  ــر روي فعالی ــاوتی ب ــغلی و  متف ــاعی، ش ــاي اجتم ه
تـرین  اونیکومایکوزیس شایع .2و3احساسات بیماران دارد  

شکل جلدي کاندیدیازیس است که طی آن، ارگانیـسم         
.شودمیها کلنیزهدر شیار اطراف ناخن

عوامل موضـعی، صـدمات وارده بـه کوتیکـول طـی            
نـاخن از بـستر بـه دلیـل          يمانیکور و جداشدن صفحه   

عوامل مکانیکی و شـیمیایی، تـشکیل ایـن ضـایعات را            
ــی  ــسریع م ــدت ــیش از  . 6کن ــایکوزیس ب % 50اونیکوم

یپژوهشيمقاله
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هـاي قـارچی   عفونـت يهمـه % 30هاي ناخن و    بیماري
.1و3شودپوست را شامل می

ــزارش ــاي گ ــروزه ــایکوزیس اب در % 2-%13ونیکوم
در اسـپانیا و    % 3-%8در کانادا و    % 5/6،شمالیآمریکاي

% 5در کـشورهاي غربـی      بیمـاري شـیوع   .اسـت فنلاند
.7هاي گذشته افزایش یافته استاست و در دهه

اي وجـود دارد کـه افـزایش      کننـده گزارشات نگـران  
% 13به   %2-%3اونیکومایکوزیس را در جمعیت غرب از       

دهد ولی شـیوع اونیکومـایکوزیس در آسـیاي         ینشان م 
خـود بـه خـود     بیماري معمولاً . 1کم است  جنوبی نسبتاً 

هـاي  توانـد منجـر بـه زخـم      شود و حتی می   درمان نمی 
.2و4و8هاي بدن شودعفونی بیشتر در سایر قسمت

ناشی از مخمرها در بالغین بیـشتر       اونیکومایکوزیس
.استبرابر مردان 2-3و شیوع آن در زنان 

در اونیکومایکوزیس مخمري برعکس کچلی نـاخن،       
شــکننده نـدارد ولــی در مــوارد مــزمن و  نـاخن حالــت 

. 9گـردد مـی  تخریـب  نـسج نـاخن کـاملاً     نـشده، درمان
،ضـخیم  ،سخت شده با مخمرها معمولاً   هاي آلوده ناخن
شـده بـا   هاي آلـوده  اي و شیاردار درحالی که ناخن     قهوه

عفونت مزمن با مخمرها   . دها شکننده هستن  درماتوفیت
.10تواند منجر به تخریب کامل بافت ناخن شودمی

ــزارش   ــی گ ــشترین فراوان ــدهبی ــا در يش مخمره
و 14، عربــستان13، ایتالیــا11و12کــشورهایی نظیــر ایــران

. بوده است15اسپانیا
تـرین عامـل    آلبیکـنس شـایع   .در بین مخمرها، ك   

ختلـف  کاندیداي مـسئول عفونـت در اشـکال بـالینی م          
هـاي دیگـر ماننـد    کاندیدیازیس بوده و هست ولی گونه    

گلابراتــــا، .اي، كکــــروزه.تروپیکــــالیس، ك.ك
گیلرمونـدي و غیـره نیـز کـم و       .پاراپسیلوزیس، ك .ك

مخمرهاي اصـلی عامـل      .شوندبیش از بیماران جدا می    
ــه ــاخن ب ــت ن ــسیلوزیس، .ترتیــب شــامل كعفون پاراپ

.16ستاآلبیکنس .گیلرموندي و ك. ك
هـاي اخیـر    آلبیکنس در سال  هاي غیر اهمیت گونه 

هـا نظیـر   بروز مقاومت در بعضی از این گونه يواسطهبه
ــالیس و ك.ك ــی از  .تروپیک ــه برخ ــسبت ب ــا ن گلابرات

. داروهاي ضدقارچی بیشتر شده است
ــایکوزیس ــان   اونیکوم ــه درم ــاز ب ــت نی ــن اس ممک

تواند منجـر  ضدقارچی طولانی مدت داشته باشد که می     
به اثرات جانبی شود، بنابراین تـشخیص صـحیح عامـل         

اسـتفاده از داروهـاي      .2بیماري قبل از درمان مهم است     
ضدقارچی ممکن است باعث تغییـر عوامـل از کاندیـدا           

هدف از ایـن    . آلبیکنس شود غیرهاي  آلبیکنس به گونه  
هاي مخمـري جداشـده از نـاخن      مطالعه شناسایی گونه  

بیماران با علائم کلینیکی اونیکومایکوزیس با استفاده از        
.استRFLPPCR-روش 

اجراروش 
بیمــار مــشکوك بــه 50وي رحاضــر بــريمطالعــه

تـا   1397زمـانی بهمـن    ياونیکومایکوزیس در فاصـله   
شناسی مرکز آموزش و    یشگاه قارچ در آزما 1398بهمن  

اطلاعات .دشهاي پوست و جذام انجام      پژوهش بیماري 
.بیان شده است1بیماران در جدول 

آزمایش مستقیم) 1
مقداري از نمونه را بر روي لام تمیز گذاشته و یـک            

KOHقطره از  سپس یک لامل . به آن افزوده شد10%
میکروسـکوپ،  گرفته و نمونه زیـر      تمیز بر روي آن قرار    

.ازنظر وجود مخمر، جوانه یا هایف قارچی بررسی شدند

اطلاعات بیماران مشکوك به اونیکومایکوز: 1جدول 
ايزمینهبیماريي مصرف داروسابقهپا/ دست تعداد ناخن مبتلا)سال(گروه سنی جنس تعداد کل بیماران مشکوك 

پلانلیکنپسوریازیسکورتیکواستروئیدضدقارچپادستیا بیشتر3012-170-30مردزنومایکوزیسبه اونیک
35151040446292141320کل موارد ارجاعی

1444141448102101موارد قطعی مخمري
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کشت در محیط کاندیدا کروم آگار) 2
ــروم  ــیط ک ــت   مح ــصاصی جه ــیط اخت ــار، مح آگ

هـاي کاندیـدا ماننـد کاندیـدا     شناسایی بعـضی از گونـه    
تروپیکـــالیس،  . دابلینینـــسیس، ك. آلبیکـــنس، ك

. یس اسـت  پاراپـسیلوز . اي و ك  کـروزه .گلابراتا، ك . ك
بـراي  (ها توسط لوپ اسـتریل و بـه روش خطـی            نمونه

روي محـیط کـروم آگـار کـشت داده          ) ایجاد تک کلنی  
سـاعت در انکوبـاتور و در دمـاي          48شدند و به مـدت      

ــه30 ــانتیيدرج ــه س ــراد نگ ــدندگ ــد از . داري ش بع
هـاي مخمـري رشـد کـرده بررسـی          ساعت، کلنـی   48

ي و رنـگ کلنـی      ماکروسکوپی شدند و ازنظر مورفولـوژ     
رنـگ کلنـی     يتولیدشده بررسـی شـدند و بـا مقایـسه         

سـازنده،   يشده در کاتـالوگ کارخانـه     استاندارد معرفی 
ــد      ــد، مانن ــایی بودن ــل شناس ــا قاب ــضی از مخمره بع

ــنس و ك. ك ــبز و  . آلبیک ــگ س ــه رن ــسیس ب دابلینین
گلابراتا به . اي، كسرمه ـتروپیکالیس به رنگ آبی. ك

پاراپـسیلوزیس بـه    . ، ك )ارغـوانی (رنگ صورتی پررنگ    
ــ  اي به رنگ بـنفش    کروزه. رنگ و ك  رنگ صورتی کم  

.شوندصورتی مشاهده می
بررسی و شناسایی مولکولی )3

هـاي  هـاي مولکـولی از کلنـی      جهت انجام آزمـایش   
. هاي کاندیدا استفاده شـد    ساعته گونه  24يکشت تازه 

YEPDهاي رشـد کـرده بـر روي محـیط           از تک کلنی  

(yeast extract peptone dextrose) ــه مــدت کــه ب

گراد کـشت  سانتیيدرجه 37ساعت در دماي     48-24
داده شده بود و یک سوسپانسیون مخمـري بـه میـزان            

lµ200  هـاي   در میکروتیوبml5/1        تهیـه شـد و بـه
گراد قرار  سانتی يدرجه 100دقیقه در دماي     10مدت  

. استفاده شدعنوان نمونه هگرفت، سپس از آن ب
براي شناسایی مخمرهـاي جداشـده از بیمـاران بـه           

ــگ  ــولی(روش ژنوتایپین ــاي )مولک و ITS1، از آغازگره
ITS4) و) آغازگرهاي یونیورسالDNAهاي رشد  پرگنه

عنـوان الگـو اسـتفاده      بـه  YEPDکرده بر روي کشتگاه   
Msplآنـزیم را در اثـر      PCRهاي واکـنش    فراورده. شد

.14هاي کاندیدا قرار دادیمونهگبراي شناسایی 
هـا براسـاس    منظور جداسازي و شناسـایی نمونـه      به

بر روي ژل آگـارز      PCRمحصولات   يطول قطعه، کلیه  
.، الکتروفورز انجام شد2%

هایافته
هـا  سـازي آن ها و خالصگونهيبراي شناسایی اولیه 

هاي مخمـري روي کـشتگاه کـروم آگـار کاندیـدا            کلنی
هــاي در ایــن کــشتگاه کلنــی  . ندکــشت داده شــد 

هـاي  گونـه آلبیکنس به رنـگ سـبز تـا سـبز آبـی،             . ك
پاراپـسیلوزیس بـه    . هاي ك گونهگلابراتا به بنفش،  . ك

.)1شکل (رنگ بنفش صورتی دیده شدند
کاندیداي جدا شده از افـراد مبـتلا    يبیشترین گونه 

است کـه از   آلبیکنس. به اونیکومایکوزیس مخمري، ك   

هاي مشکوك به عفونت قارچی مخمري برروي کـشتگاه ویـژه           کشت کلنی مخمري جداشده از نمونه     : 1شکل  
کروم آگار کاندیدا
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ترتیـــب جـــدا شـــد و ســـپس بـــه%)24(د مـــور12
مـورد   2گلابراتـا   . ك%) 6(مـورد    3پاراپسیلوزیس  . ك
مورد از مخمرهاي جداشده    % 56). 2شکل  (بودند) 4(%

از افراد مبتلا به اونیکومایکوزیس مخمـري مربـوط بـه            
هـاي  نمونـه . هـاي جـدا شـده از پـاي افـراد بـود            نمونه

. بود%) 41/20(مورد 10جداشده از پا، 

بحث
بیشترین گونه کاندیداي جدا شده از افراد مبتلا بـه          

12است کـه از   آلبیکنس. اونیکومایکوزیس مخمري، ك  
. جـــدا شـــد و ســـپس بـــه ترتیـــب ك%)24(مـــورد 

) 4(%مـورد    2گلابراتـا   . ك%) 6(مورد   3پاراپسیلوزیس  
مورد از مخمرهاي جدا شده از افراد مبـتلا         % 20. بودند

هـاي جـدا    ي مربوط به نمونه   به اونیکومایکوزیس مخمر  
.شده از پاي افراد بود

بررسی شکوهی و همکاران که در سـاري انجـام          در

بودنـد اونیکومایکوزیسعلتترینشایع، دادند، مخمرها
تـرین ها شایع ما مطابقت داشت ولی آن     يکه با مطالعه  

و کاندیـدا  آلبیکـنس کاندیداراجداشدهمخمريعوامل
.8داي گزارش دادنکروزه

ــه ــز  يدر مطالع ــه در مرک ــاران ک خــسروي و همک
ــشترین   ــد، بی ــران انجــام دادن ــایکولوژي ای مطالعــات م

ــه ــده، ك  گون ــدا ش ــدیایی ج ــاي کاندی ــنس .ه آلبیک
کفایر .و ك %) 8/10(تروپیکالیس  . ، سپس ك  %)5/38(
.15بودند%) 2/6(

و همکـاران کــه براسـاس متــد   Fenqيدر مطالعـه 
PCR   ونـه کاندیـداي جداشـده از       گ 210د، از   ش ـانجام

يپاراپسیلوزیس بیـشترین گونـه    . كاونیکومایکوزیس،
ــده  ــپس ك%)3/54(جداش ــنس .، س و %) 3/23(آلبیک

ــسیلوزیس.ك ــد،%) 5/9(متاپـ ــه بودنـ ــی گونـ يولـ
هـاي  جداشده از ناخنيدومین گونه متاپسیلوزیس. ك

.16پا بود

1هايستون،جفت بازي50مارکرمولکولی M، ستون MspIي دهندهبا آنزیم برشالکتروفورز پس از هضم آنزیمی   : 2شکل  
پاراپسیلوزیس. ك4ستون وگلابراتا. ك2آلبیکنس، ستون . ك3و 
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رایج هاي  شناخن با رو   ينمونه 118در این مطالعه    
بررسـی شـدند   Multiplex PCRقارچ شناسی و روش 

که نتایج هر دو روش همپوشانی داشتند امـا تـشخیص           
هاي ناخن که در مشاهده مستقیم مثبت ولـی در          نمونه

. افزایش یافـت  % 5/41به  % 9/22از   ،کشت منفی بودند  
بـر  سـاعته، عـلاوه    5ها نشان دادند کـه ایـن تـست          آن

ت تـــشخیص افـــزایش ســـرعت تـــشخیص، حـــساسی
.17دهددرماتوفیتوزیس ناخن را افزایش می

ــه دلیــل مــشکل ــایکوزیس ب ــان اونیکوم ــودن درم ب
هـاي مـسبب ایـن بیمـاري، بـراي          تشخیص ارگانیـسم  

يمـشاهده . ترین درمان ضـروري اسـت     انتخاب مناسب 
ــا پتـــاس  یـــک ابـــزار تشخیـــصی %20مـــستقیم بـ

تواند نتایج منفی کـاذب     است ولی می  اونیکومایکوزیس
کشت، استاندارد جهـانی بـراي تـشخیص    . 2شته باشد دا

روز یـا    5-7توانـد   است اما کشت مـی    اونیکومایکوزیس
زمان ببرد و همچنین پاسـخ منفـی کـاذب         بیشترحتی

و بر اسـت  شناسی زمان هاي رایج قارچ  روش.داردبالایی

تیپیـک مـشکل    هـاي غیـر   تـشخیص قـارچ   استممکن
د درنتیجه امکـان   هاي ناخن ضخیم هستن   نمونه .18باشد

الیـاف نخـی و     همچنین .کاذب وجود دارد  منفیجواب
.1مثبت کاذب شودپاسخممکن است باعثمصنوعی

زا ممکـن اسـت دو      تشخیص مولکولی عوامل عفونت   
1-3روز زمان بخواهد، درحالی که نتایج محیط کـشت          

تـشخیص مولکـولی سـریع و قابـل       . بـرد هفته زمان می  
زا، درمان ضدقارچی مناسـب را      هاي عفونت اعتماد قارچ 
.19کندتسریع می
یک روش سریع، ساده و قابـل        PCR-RFLPروش  

هـاي رایـج بـراي شناسـایی        اطمینان نـسبت بـه روش     
. کنـد هاي قارچی رایج در پزشـکی را فـراهم مـی          ایزوله

حاضـر نـشان داد کـه عوامـل         ينتایج حاصل از مطالعه   
طـور  هب PCR-RFLPروش  مخمري اونیکومایکوزیس با  

توانـد بـه اتخـاذ    مـی کامل شناسایی شده و این نتیجـه   
.درمان مناسب کمک نماید
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Background and Aim: The aim of the present study is rapid
and precise identification of yeast species isolated from nail of
patients with clinical features of onychomycosis using PCR-
RFLP technique.

Methods: 50 patients with involvement of 29 fingernails and
21 toenails were enrolled in the study. Different yeast species
were identified by conventional mycological. The PCR-RFLP
was tested on yeast isolated and the PCR-RFLP products were
separated by electrophoresis in 2% agarose gel, with DNA
stain.

Results: The main causative agents were yeasts in 12 cases
(24%). Candida albicans was the most commonly isolated
yeast species followed by Candida parapsilosis (6%), and
Candida glabrata (4 %).

Conclusion: PCR-RFLP method using ITS1-ITS4 primers
and MspI restriction enzymes is a rapid, accurate and cost-
effective method for specific diagnosis of the most prevalent
candida spp. Its ability to detect low amounts of fungal DNA
in patient samples in 6-8 hours could be useful for clinical
laboratories for optimal management of these infections.

Keywords: onychomycosis, yeasts, candida albicans, candida
parapsilosis, molecular diagnosis, PCR-RFLP
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