
  
 PCR-FSPروش : كانديدازاي جنس  بيماريهاي  شناسايي گونه

 

 
 1387 ، آذر9  ، شماره66مجله دانشكده پزشكي، دانشگاه علوم پزشكي تهران، دوره 

  
  
 

 

  PCR-FSPروش : كانديدازاي جنس  هاي بيماري شناسايي گونه

  
  
  

  2حسن آدين، *1سيد حسين ميرهندي

  1پريوش كردبچه، 1محمد رضا شيدفر
  3مريم موذني، 1سيد جمال هاشمي

  3كلايي متهعلي رضايي ، 1پور ليلا حسين
  

شناسي، دانشكده  شناسي و قارچ انگل گروه -1
  بهداشت

شناسي، دانشگاه علوم  چكارشناس ارشد قار -2
  ي گلستانكپزش

  شناسي  قارچ PhDدانشجوي  -3
  

  دانشگاه علوم پزشكي تهران

  
  
  
  
  

  

  
تهران، دانشگاه علوم پزشـكي تهـران،        :نويسنده مسئول *

  شناسي شناسي و قارچ دانشكده بهداشت، گروه انگل
  88951583: تلفن

email: mirhendi@tums.ac.ir 

 14/05/1387:     تاريخ پذيرش28/01/1387: تاريخ دريافت مقاله                                                                 

  

اين در .  واجد اهميت استك و بيولوژيك تشخيصي، درماني، اپيدميولوژينظرشناسايي كانديداها از  :زمينه و هدف
 فقط با انجام  وشد استفاده انديداهاي مهم پاتوژنك  براي شناساييDNAمطالعه رويكرد جديدي از متدهاي مبتني بر 

روش  .ندديكديگر متمايز شاز سهولت  انديدا بهكهاي مهم   گونهPCR هاي بعد از  و بدون نياز به روشPCR واكنش
 ايزوله 60هاي استاندارد و  هاي مورد آزمون شامل استرين نمونهو  تجربي - بررسي توصيفيكاين مطالعه، ي: بررسي

، ITS1 از پرايمرهاي PCRكلروفرم استخراج و براي  -فنل  وglass-beadsروش  ها به ي همه نمونهDNA. بيماران بوداز 
ITS2 ،ITS3  وITS4كه دو قطعه  ITS1 و ITS2 مخمر با توجه به الگوي ةگون. نمايند استفاده شد را تكثير مي 

 با :ها يافته .شد ها تشخيص داده مي انسك آمده از آناليز سدست ههاي ب  حاصله و با در نظر گرفتن اندازهكتروفورتيكال
 در هر گونه مخمر ITS2 و ITS1ه قطعات ك مربوط به مخمرهاي مختلف، مشخص شد تواليها  امپيوتري دهكبررسي 

ان هويت تو تروفورز ميكگيري وزن آنها با ال آنگاه اندازه دام از اين قطعات وكثير هر كت  لذا با،دن دارياندازه مخصوص
گلابراتا، ، تروپيكاليس انديداها شامل آلبيكنس،كزاي  هاي بيماري روش فوق گونه به. ردكمخمرها را مشخص 
انديدا ك افتراق فير، لوزيتانيا و روگوزا به روشني قابل تشخيص گرديدند وليكاي، گيليرموندي،  پاراپسيلوزيس، كروزه

 .هاي باليني با اين روش تشخيص داده شدند  همه ايزوله.يسر نبودانديدا دابلينينسيس با اين روش مكآلبيكنس از 
هاي مخمري استاندارد و چه براي شناسايي   ساده چه براي شناسايي استرينيارايي روشكدر اين مطالعه : گيري نتيجه
  .باشد ز ميه قابل توسعه براي تعيين هويت ساير مخمرها نيكرسد  نظر مي هاي باليني، نشان داده شد و به ايزوله

  .ITSي، ي، كانديدا، شناساPCR-FSP :لمات كليديك
  

  
هاي مخمري مشهوري هستند كه موضوع  قارچ (Candida)كانديداها 

جنس  .باشند  ميژيپزشكي، صنعت و بيولو تحقيقات بسياري در
 گونه 10-15حدود   گونه است و100بيش از  كانديدا مشتمل بر

شناسايي كانديداها از . شوند هاي مختلف در انسان مي عث بيماريبا
هاي متعددي باعث   گونه-1: هاي متعددي حائز اهميت است ديدگاه

ي، اونيكومايكوز يانديدياز پوست، كانديدياز دهان، واژينيت كانديدياك
. شوند هاي سطحي مي ي و ساير عفونتيكانديدا) عفونت ناخن(

، سيستم ايمني ميزبان دچار ضعف يا نقص گاهي كه به علل مختلف
اي در   خطرناك و كشندهكهاي سيستمي شود، كانديداها عفونت مي

با پيشرفت دانش پزشكي و . آورند وجود مي هخون يا احشاء داخلي ب
   العلاج و افزايش طول عمر هاي صعب هاي درماني بيماري بهبود روش

  

كننده، متاسفانه شيوع  وانهاي نات بيماران دچار ضعف ايمني يا بيماري
هاي قارچي كانديدايي رو به  طلب از جمله عفونت هاي فرصت عفونت

نترل يا پيشگيري از اين ك لازمه مبارزه، 1و2.افزايش نهاده است
. ها در وحله اول مستلزم شناسايي عوامل مولد بيماري است عفونت

ي ها  با كشف داروهاي ضد قارچي و كنترل عوامل اصلي عفونت-2
 ،C. glabrataهاي ديگري همچون   گونهC. albicansي مثل يانديداك

C. krusei  وC. lusitania ور ذاتي يا اكتسابي نسبت به ط هكه ب
ها  اين بيماري  شيوع و بروزاند، هاي ضدقارچي مقاوم بوده يا شدهدارو

هاي  ها كه تحت عنوان پاتوژن  اين گونه3.اند اهميت بيشتري يافته
ها  هاي غير قابل كنترل در بيمارستان ند، عامل عفونتا طرحپديد م نو
 -شناخت بهتر اين عوامل پاتوژن براي درك روابط انگل. باشند مي

هاي بيمارستاني  ميزبان و براي درك پاتوژنز و سپس كنترل عفونت

مقدمه

 
  639-645،  1387 آذر، 9 ، شماره 66 پزشكي تهران، دوره مجله دانشكده پزشكي، دانشگاه علوم

چكيده
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     و همكارانسيد حسين ميرهندي      

 

 
 1387، آذر9 شماره ،66 تهران، دورهيك دانشگاه علوم پزش،يكده پزشكمجله دانش

ي ناشي از يانديداك كهاي سيستمي اغلب عفونت -3 .ضروري است
ي بدن هستند كه در شرايط مستعد مهاجم شدن ميكرو فلوراي طبيع
اند اما در بسياري از موارد نيز معلوم  تكثير يافته و عفونت ايجاد كرده

ي و يهاي دارو شده است كه منابع خارجي نظير كادر پزشكي، محلول
اتترهاي داخل وريدي آلوده به قارچ بوده و منشأ بيماري كي مثل ياشيا

 شناسايي 4.باشند مارستاني مي بي(Outbreaks) هاي در برخي از طغيان
 محيط و شناخت -مخمرها براي درك روابط اپيدميولوژيك عفونت

هاي متعددي از  روش. مخازن، منابع و منشأ بيماري ضروري است
گذشته تا حال براي تعيين هويت مخمرها و در رأس آنها كانديداها 

تيپيك و توان به دو گروه فنو لا ميكها را  اين روش. كار رفته است هب
: هاي گروه اول عبارت است از از جمله روش .ژنوتيپيك تقسيم نمود

هاي جذب و  رفولوژي مخمرها در محيط عصاره مالت آگار، روشم
ها بسيار متنوع بوده از متدهاي قديمي  اجراي اين روش(تخمير قندها 
تا استفاده از ) روش ويكرهام(هاي حاوي محيط مايع  كشت در لوله

 API هاي تجارتي مثل ، استفاده از كيت)اگزانوگرافي(دي قن هاي ديسك
 در تغيير Vitekهاي جديد اتومات مثل سيستم  و بالاخره روش

، )Candida Checkمثل سيستم تجارتي (هاي سرولوژي  ، روش)است
و ) CHROMagar Candidaمثل (زا  هاي رنگ روش كشت روي محيط

توان  نوع بوده، از جمله ميژنوتيپي نيز مت هاي  روش5و6.هاي ديگر روش
 multiplex- PCR،1 و PCRبه استفاده از پرايمرهاي اختصاصي در 

 تعيين PCR-RFLP،10-8 7،هاي اختصاصي هرگونه استفاده از پروب
تمام .  اشاره نمودreal-time PCR13 و 11و12خاص توالي نواحي ژني

 خاص هاي م مزايا و محدوديتالذكر مفيد بوده هر كدا هاي فوق روش
هاي  برخي قادر به شناسايي تعداد معدودي از گونه .خود را دارند
، )Candida Checkو  CHROMagar Candida مثل( باشند كانديدا مي

گير و  برخي عليرغم قابليت شناسايي دامنه وسيعي از مخمرها وقت
وجود  ، برخي با)قندها هاي جذب و تخمير مثل روش(كاربر هستند 

وسيع مخمرها، بسيار گرانقيمت  و قابليت شناسايي كافيو اعتبار  كارايي
مثل (شناسي هستند  هاي قارچ در آزمايشگاهروزمره و غير قابل كاربرد 

هاي بالا،   حساسيت، و بعضي نيز با)sequencing و Vitekسيستم 
هاي طراحي شده براي  ويژگي كمتري دارند مثل استفاده از پروب

ساده   بنابراين هنوز هم روشي معتبر و.ها شناسايي هر كدام از گونه
هاي  انديداها مورد نياز آزمايشگاهكاز جمله  براي شناسايي مخمرها و

 را براي PCR-RFLP  پروفايلكما طي مقالات قبلي ي. باشد ميمرجع 

 در مطالعه 8.ايم ردهكانديدايي معرفي كهاي  ترين گونه شناسايي شايع
 براي شناسايي DNAي بر حاضر رويكرد ديگري از متدهاي مبتن

اعتبار اين روش براساس توالي . شدمهم پاتوژن استفاده  انديداهايك
 استوار بوده و 14ي ريبوزومالDNA س ژني با ارزشي همچونكمپلك

هاي   و بدون نياز به روشPCR واكنشتنها دليل انجام  سادگي آن به
هاي   گونه.باشد  مي، پروب، تعيين توالي و غيرهRFLP مثل PCR بعد از
 ،C. albicans ،C. tropicalis، C. guilliermondii :شايع شامل مهم و

C. krusei، C. kefyr ،C. glabrata ،C. parapsilosis ،C. lusitania و 
C. rugosa  شوند شناسايي و از يكديگر متمايز ميبا اين روش.  

  

  
، از ارديبهشت تا آذر تجربي بوده - بررسي توصيفيكاين مطالعه، ي

ز كده بهداشت و انستيتو تحقيقات بهداشتي مرك در دانش1386
  روش ابداعي آزمايشگاهيكتوصيف مباني نظري ي منظور  بهاصفهان،

انديدايي كعملي از آن براي شناسايي مخمرهاي  اندازي و استفاده راه و
 مطالعه شامل سه مورد آزمون در اين هاي نمونه. ي انجام شدكمهم پزش
دست  ه بITS2 و ITS1هاي ناحيه  انسكهاي س نمونه) الف: گروه بود

. هاي مختلف مخمري ها و گونه مربوط به استرين  ژنكمده از بانآ
 مورد آناليز DNASIS افزار ها با استفاده از نرم انسكهاي اين س داده

ي ني مخمرهاانديدايي استاندارد يعكهاي  استرين )ب. قرار گرفت
 المللي تائيد شده  گونه آنها توسط مراجع بينكهواجد هويت مشخص 

 ليست اين مخمرها و 1جدول . دنباش  شماره رفرانس ميو داراي
هاي مخمري جدا شده از  ايزوله) ج. دهد شماره مربوطه را نشان مي

پوست، ناخن و مخاط دهان ( هاي سطحي ه مبتلا به عفونتكبيماراني 
ليه ك. اند بوده) هاي ادرار، خلط، بيوپسي نمونه( يا عمقي) يا واژن

 آگار و%) 1( ، پپتون%)4( شت روي محيط گلوكزكمخمرها پس از 
، در فريزر %20هاي حاوي گليسرول  جداسازي و در تيوب %)5/1(
C°20-پرايمرها و  انتخاب . نگهداري گرديدDNAبراساس :ي هدف 

هاي  روارگانيسمكمي در DNAمختلف  هاي رشته راجع بهقبلي مطالعات 
 كه به آن (rRNA)ي ريبوزومي RNAمختلف، ژن مسئول كدكردن 

rDNAبندي  ي و طبقهي گويند، قطعه مناسبي براي اهداف شناسا
آناليز قطعات مختلف   پس از14.باشد ها و از جمله مخمرها مي قارچ

rDNA معلوم شد كه قطعات Internal Transcribed Spacer (ITS1) و 
(ITS2) لذا از . هاي مخمري است كافي براي افتراق گونهراي تنوع دا

  بررسيروش
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 PCR-FSPروش : كانديدازاي جنس  بيماريهاي  شناسايي گونه

 

 
 1387 ، آذر9  ، شماره66مجله دانشكده پزشكي، دانشگاه علوم پزشكي تهران، دوره 

 كه دو قطعه فوق را تكثير ITS4و  ITS1 ،ITS2 ،ITS3پرايمرهاي 
 بوده و ها همگاني اين پرايمرها در بين قارچ. نمايد استفاده شد مي

توالي . انديداها كاربرد داردكبراي تكثير قطعه هدف براي همه 
  : بود پرايمرها به قرار زير

)ITS1: (5'-TCCGTAGGTGAAC CTGCGG-3'  
)ITS2: (5'-GC TGCGTTCTTCATCGATGC-3'  
)ITS3: (5'-GCATCGATGAAGAACGCAGC-3'  
)ITS4: (5-TCCTCCGCTTAT TGATATGC-3'  

 يك لوپ 15،ه قبلا توصيف شدهك مطابق روشي DNA استخراججهت 
و به كلني تازه برداشت  از) متر مكعب  ميلي10حدود (باكتريولوژي 

ليتر بافر ليز شامل  روك مي300 ليتري اپندرف منتقل و  ميلي5/1تيوب 
 EDTA (pH 8) ،100مولار   ميلي10، (pH 8)مولار تريس   ميلي100
ليتر مخلوط  روك ميNaCl ،1 %SDS ،2 %Triton X-100، 300مولار  ميلي
اي  هاي شيشه ليتر پرل روك مي200و حدود ) 1:1( كلروفرم -فنل

(glass-beads) دقيقه با سهمتر اضافه گرديد و مدت   ميلييك به قطر 
 5000 دقيقه در دور پنجآنگاه . شدت تكان داده شد دست به

ليتر  روك مي400ي به تيوب جديد منتقل و يسانتريفوژ و مايع رو
ي به يانتقال مايع رو كلروفرم اضافه شد و پس از سانتريفوژ مجدد و

 حجم استات %1 روپانول سرد و حجم ايزوپيكتيوب جديد مقدار 
 پس از ده دقيقه نگهداري در  اضافه كرده و(pH: 5.2) مولار سهسديم 

C° 20 - پس از   سانتريفوژ شده و10000 دقيقه در دور 15، مدت
ليتر  روك مي50 درجه نهايتاً در 70شستشوي رسوب حاصله با الكل 

نگهداري  -C° 20تا موقع استفاده در فريزر  آب مقطر حل گرديد و
 متعدد هاي ، پس از انجام آزمايشPCRبراي انجام موفق : PCR. شد

 25هاي ذكر شده براي انجام يك واكنش  سرانجام مواد زير با غلظت
 ليتر، پرايمرهاي رفت روك ميPCR 5/2 بافر: ليتري استفاده شد روكمي
)ITS3 و ITS1(برگشت   و)ITS4 و ITS2 (25نوع چهارمول،  وك پي 

 Taq polymerase 25/1مولار، آنزيم  روك مي200 (dNTPs)د نوكلئوتي
، آب مقطر ) نانوگرم10حدود  (ليتر روك مييكي الگو DNAواحد، 

برنامه اجراء . ليتر روك مي25نيزه حجم لازم تا رسيدن به حجم كلي ديو
 دقيقه يك ششمدت   بهC°95 حرارت:  عبارت بود ازPCRشده براي 

  ثانيه،30مدت   بهC°94 هاي ليه، حرارتسيكل براي دناتوراسيون او
C°56مدت يك دقيقه و   درجه بهC°72ثانيه، جمعاً  45مدت   درجه به

مدت  ه بC°72ي در حرارت يتكثير نها  وDNA  سيكل براي تكثير30

، آگاهي از اندازه DNAتفكيك قطعات منظور  به .لكسي ك دقيقه يپنج
ويت كردن آنها، هر قابل ر آميزي و  و نيز قابل رنگPCRمحصول 

 TBEبافر .  روي ژل آگارز الكتروفورز گرديدPCRكدام از محصولات 
مولار   ميليدو مولار اسيد بوريك و 09/0 مولار تريس، 09/0(

EDTA،pH: 8.3 (ار رفتك جهت ساخت ژل و پر كردن تانك به .
ازاي   ولت به5-10الكتريسيتة مستقيم با ولتاژ  كمك جريان ها به نمونه

سانتيمتر طول ژل الكتروفورز گرديده و با رنگ اتيديوم بروميد به هر 
 312آميزي و با طول موج  ليتر رنگ گرم در ميلي روك مي5/0غلظت 

طريق ديجيتال  هنانومتر و با استفاده از ترانس الوميناتور مشاهده و ب
هاي  دام از نمونهكدر اين تحقيق در مورد هر . برداري شد عكس

هاي باليني، ابتدا هر نمونه در دو تيوب جداگانه  ايزولهاستاندارد يا 
 و ديگري حاوي جفت پرايمر ITS2 و ITS1ي حاوي جفت پرايمر كي(

ITS3 و ITS4 (PCR شده و آنگاه از هر تيوب μl1 برداشت شده و با 
الكترو فورز % 2ديگر مخلوط و حاصل اختلاط روي ژل آگارز كي

الگوي الكترو فورتيك حاصله و با  مخمر با توجه به ةگون. گرديد مي
  .شد  ميها معلوم انسكس آمده از آناليز دست ههاي ب در نظر گرفتن اندازه

  

  
انس كها س پس از بررسي ده: هاي مربوط به مخمرها انسكآناليز س
 در مخمرهاي مختلف و نيز بررسي ITS2 و ITS1 قطعات مربوط به
ه كاند، مشخص شد  هاي قطعات پرداخته  بررسي تواليه بهكمقالاتي 

 يا ITS2 و ITS1جز در موارد معدود، در اغلب مخمرها اندازه قطعات 
 عبارت ديگر هر مخمر دو در مخمرها منحصر به فرد بوده و به هر

 در ITS1ه ناحيه كخود را دارد و مشخص شد  هاندازه مخصوص ب
هم و در برخي  ه بكاندازه نزديبرخي مخمرها نسبتاً مشابه يا داراي 

 ITS2اين موضوع در مورد ناحيه  .داراي اندازه متفاوت هستند ديگر
 ITS2 و ITS1هاي مربوط به نواحي   اندازه2جدول . نيز مصداق دارد

ه از هر كنتيجه اين .دهد زاي مختلف را نشان مي انديداهاي بيماري كدر
ي فقط برخي يوان در شناسات تنهايي مي  بهITS2 و ITS1دام از قطعات ك
دام از اين كه با تقويت هر كبدين معني . انديداها سود جستك

تروفورز كگيري وزن آنها با ال آنگاه اندازه  وPCRروش  قطعات به
انديداها را شناخت ولي بعضي ديگر همچنان مجهول كتوان بعضي  مي

جداگانه دام از قطعات، كه هر كن شد ـلذا تصميم بر اي. مانند باقي مي
  عهـشده ولي هنگام الكتروفورز، هر دو قط PCR نش متفاوت،كو در وا

 هايافته
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 1387، آذر9 شماره ،66 تهران، دورهيك دانشگاه علوم پزش،يكده پزشكمجله دانش

  كار رفته در مطالعه حاضر هاي قارچي به استرين :1 -جدول
       رديف  قارچ  منبع تهية قارچ شمارة استرين

10261    

ATCC 
  

C. albicans 1 
10231  
90029  

  

ATCC 
  

ATCC  

  

C. albicans 
  
C. albicans  

2 
3  

24432 
  

ATCC  
  

C. albicans 4  
90028 

  

ATCC  
  

C. albicans  5  
00300  
90030 

  

TIMM  
  

ATCC  

  

C. kefyr  
  
C. glabrata  

6  
7  

138 
  

CBS 
  

C. glabrata  8  
0750 

  

ATCC 
  

C. tropicalis 9  
0313 

  

TIMM 
  

C. tropicalis  10  
6258 

  

ATCC 
  

C. krusei 11  
3404 

  

TIMM  
  

C. krusei  12 
22019 

  

ATCC  
  

C. parapsilosis 13  
90018 

  

ATCC  
  

C. parapsilosis  14  
9058  
3400 

  

ATCC 
  

TIMM  

  

C. guilliermondii 
  
C. guilliermondii 

15  
16  

1814 
  

TIMM  
  

C. rugosa  17  
1439 

  

TIMM  
  

C. lusitania 18 
2747 

  

CBS 
  

C. dubliniensis  19  
  

  انديداكهاي   در مهمترين گونهITS2 و ITS1اندازه قطعات نواحي : 2 -جدول
  انديداكگونه  ITS1 اندازه ناحيه  ITS2 اندازه ناحيه
270  141 

  

Candida rugosa 

251  145    

Candida lusitaniae  
344 181    

Candida krusei  
343  214 

  

Candida dubliniensis  
340 214    

Candida albicans  
327  214    

Candida tropicalis  
309  225    

Candida parapsilosis  
374  243    

Candida guilliermondii 

427  305    

Candida kefyr 

413 475    

Candida glabrata 
  

  
ديگر مخلوط و با هم الكتروفورز ك مخمر خاص با يكمتعلق به ي

بررسي جا مورد  كشود تا تفاوت يا تشابه قطعات مربوط به مخمرها ي
بدين ترتيب هم در وقت و مواد مصرفي آزمايشگاهي  .قرار گيرد

خودي  دام از قطعات بهكه نه تنها هر كشود و هم اين جويي مي صرفه
 DNA ه مجموعه دو نواركتنهايي قابل بررسي است، بل هخود و ب

ي مخمر يبراي آناليز طولي قطعه و در نهايت شناساگو ـ الكعنوان ي به
  ها، خاص گونهن الگو براي هر كدام از ـاي. ردـگي ار ميمورد بررسي قر

  
  
  
  
  
  

  

bp 500--  
  
  
bp 200--  
  

  

 با )استاندارد(مختلف مخمري  هاي  گونهPCRالكتروفورز محصولات  :1 -شكل
 ومخلوط  PCR محصولات دو . ITS3-ITS4 وITS1-ITS2استفاده از پرايمرهاي 

انديدا  كانديدا آلبيكنس، ك:ازند  عبارت11 تا 1 هاي شماره. ندالكتروفورز شد
انديدا پاراپسيلوزيس، كگلابراتا،  انديدا كانديدا تروپيكاليس، كدابلينينسيس،

انديدا كانديدا لوزيتانيا، كفير، كانديدا كگيليرموندي،  انديداكاي،  كروزه انديداك
  )Fermantaseت كشر( جفت بازي 100ولي كر مولك مار:Mرديف  .روگوزا

  

  
  
  
  

  
bp 340--  

  

bp 214--  
  

  9ولي كر وزن مولك مار:M هاي بيماران نمونه PCRژل الكتروفورز : 2 -شكل
  

اندازه خاص، عبارت ديگر مجموع دو باند با  به. همان گونه است
دهد كه با كمي دقت و با مراجعه به اندازه قطعات  دست مي الگويي به

ر شد مبناي كآنچه ذ. شناختتوان گونه مربوطه را باز  ، مي)2جدول (
. گرفت مي ه البته بايستي در عمل مورد آزمون قراركار بود ك كتئوري

، با استفاده از روش مذكور در فوق، نتايج PCRپس از اجراي عملي 
رفت،  حاصله عملاً با آن چه كه از اطلاعات كامپيوتري انتظار مي

 نواحي PCR الكتروفورز مخلوط محصولات 1 شكل. مطابقت داشت
ITS1 و ITS2 متعلق به مخمرهاي مختلف استاندارد روي ژل آگارز را 

اندازه  (PCRمحصولات شود، اندازه  چنانچه ملاحظه مي. دهد نشان مي
 نيز مخلوط 2 شكل.  است2هاي جدول  داده دقيقاً منطبق با) باندها
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 PCR-FSPروش : كانديدازاي جنس  بيماريهاي  شناسايي گونه

 

 
 1387 ، آذر9  ، شماره66مجله دانشكده پزشكي، دانشگاه علوم پزشكي تهران، دوره 

مخمرهاي  در تعدادي از ITS2 و ITS1 قطعات PCRمحصولات 
 مقايسه  با.دهد از بيماران نشان ميشده  هاي جدا شده از نمونه جدا

 با باندهاي موجود در 2 مندرج در جدول ITS2 و ITS1اندازه نواحي 
، 24، 22، 21، 20، 15، 14هاي شماره  ه ستونكيابيم  تصوير، در مي

ي ك حا23 و 17هاي شماره  ، ستونC. albicansدهنده   نشان29، و 25
 18ستون   وC. tropicalis مربوط به 16، ستون C. parapsilosisاز 

 با مقايسه اندازه باندهاي دو 27در ستون  .باشد  ميC. kefyrمتعلق به 
 ITS2و  ITS1ناحيه موجود در تصوير الكتروفورز با اعداد نواحي 

تطبيق  475 و 413 با اعداد شود كه اندازه باندها جدول ملاحظه مي
  .شندبا مي C. glabrataها متعلق به  دارد كه اين اندازه

  

  
-PCRولي كهاي مول رد جديدي از روشكدر مطالعه حاضر روي

basedانديدا مورد بررسي قرار كزاي  هاي بيماري  براي افتراق گونه
 در ITS2و  ITS1هاي  ولكدر اين مطالعه تفاوت سايز مول. گرفت
 كتروفورتيكالانديداها بوده، الگوي كهاي مختلف مبناي افتراق  گونه

ول روي ژل آگارز منجر به تشخيص گونه شده كمخلوط دو مول
عنوان ابزاري براي تعيين هويت   هدف، بهDNA قطعه كي .است

آل  تواند مفيد و حتي ايده ها در سطح گونه، وقتي مي ميكروارگانيسم
 كدر اعضاي وابسته به ي) يا قطعات(ه اولاً توالي آن قطعه كباشد 

ه از بيماران مختلف، ك) C. albicansهاي   ايزولهمثلاً(گونه خاص 
اند،  ديگر جدا شدهكهاي متفاوت يا نواحي جغرافيايي دور از ي محيط

را دارا باشد تا بتوان  تنوعديگر حداقل عبارت  و بهحداقل تغيير توالي 
ها  تر گونه  سهلكيكثانيا براي تشخيص و تف  وردكبه آن قطعه اعتماد 

هاي  هاي مزبور در اعضاي متعلق به گونه لاف تواليه اختكلازم است 
بوده و   هرچه بيشتر)C. parapsilosisو  C. albicansمثلاً (مختلف 

به بيان ديگر هرچه تنوع درون .  باشدا را دارvariationثر كحدا
متر باشد و از سوي ديگر هرچه ك قطعه خاص كاي در توالي ي گونه

شتر باشد، آن قطعه براي اهداف اي در آن قطعه بي تنوع بين گونه
بندي، فيلوژنيك و نيز اهداف رديابي اختصاصي در  شناسايي، طبقه

ها يا  در بين جميع ژن. هاي عفوني، معتبرتر است تشخيص بيماري
هاي مختلف پاتوژن  روارگانيسمكحال در مي هه تا بك DNAهاي  رشته

 موجود در ITS2 و ITS1اند، احتمالاً نواحي  بررسي و شناخته شده
DNAدهي  س ژني مسئول رمزكمپلك(  ريبوزوميRNAي ريبوزومي (

بوده و لذا قطعات هدف مناسبي براي طراحي  الذكر واجد شرايط فوق
 در 14.ها است روارگانيسمكهاي مختلف ژنوتيپي در تشخيص مي روش

هاي نوكلئوتيدي  مطالعه حاضر پس از بررسي بيوانفورماتيك داده
زاي مختلف متعلق به جنس  هاي بيماري در گونهالذكر  قطعات فوق

 نه تنها از لحاظ ترتيب ITS2 و ITS1ه نواحي كانديدا معلوم شد ك
ه از كديگر تفاوت دارند بلكهاي مختلف با ي نوكلئوتيدها در گونه

اي متفاوتند و همين  طور قابل ملاحظه هحيث تعداد نوكلوتيد نيز ب
. دنظر تحقيق جاري بوده استها م ولكمول) طول(تفاوت در اندازه 

انديداها كمختلف  هاي  در گونهITS2 و ITS1هاي  ولكطول مول اختلاف
طور اعم، از چندين سال قبل در  هطور اخص و در مخمرها ب هب

ها   گونهكيكهاي مختلف مد نظر بوده و از آن براي تف پژوهش
العه حاضر ها در مط هاي آناليز توالي  يافته1و14و16و17.استفاده شده است

 در آن 12. مطابقت داردChenويژه گزارش  همطالعات قبلي بنتايج  با
اي نظير  گير و پيچيده هاي پرهزينه، وقت مطالعات همواره از روش

 اين تفاوت طول ك براي در16و17 يا الكتروفورز موئينه12و16تعيين توالي
 ناحيهبرخي از اين مطالعات . و از آنجا تعيين گونه استفاده شده است

ITS114 و برخي نيز ناحيه ITS212را براي اين منظور مد نظر 11و 
لي و بنيادي مطالعه حاضر نيز ناظر بر همين كايده  .اند داشته
شور ما كه در كها  جاي استفاده از آن روش هاست، منتها اولاً به تفاوت

صرفه و گاهي مقدور نيست، از روش متداول و ساده  مقرون به
ه روشي بسيار ساده و كي ژل آگارز استفاده شده است الكتروفورز رو

ي از كجاي استفاده از فقط ي قيمت و تقريباً سريع است و ثانياً به ارزان
طور همزمان مورد سنجش  هدو اين قطعات ب ، هرITS2 يا ITS1نواحي 
از مجموع ناحيه و همكاران  Fujita .اند گيري قرار گرفته و اندازه

ITS1-ITS2ناحيه   وITS2سيستمكتنهايي در ي  به  PCR Mutiplex- 
ي موجود در آن، در كنيكلات تكتوجه به مش ه باكردند كاستفاده 

بررسي حاضر هر  شده در سيستم معرفي در 18.مطالعه ما استفاده نشد
كننده  ي حاوي پرايمرهاي تقويتكنمونه مخمر در دو تيوب مجزا، ي

يگري حاوي پرايمرهاي و د) ITS2 و ITS1پرايمرهاي  (ITS1قطعه 
 شده و ITS4( ،PCR و ITS3پرايمرهاي  (ITS2ننده قطعه ك تقويت

ديگر مخلوط و الكترفورز ك هر دو تيوب با يPCRمحصولات 
ازاي هر نمونه دو  آميزي ژل و رؤيت باندها، به پس از رنگ. شوند مي

ول ك و ديگري متعلق به مولITS1ول كي متعلق به مولك يDNAنوار 
ITS2از روي (گيري وزن اين دو باند پس از اندازه. شود اهده مي مش

بحث
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و با توجه ) هاي استاندارد و چه بهتر در حضور گونهولي كر مولكمار
گونه ) 2 جدول(ها در مخمرهاي مختلف  به جدول سايزهاي مولكول

در اين روش تنها با . شود راحتي تشخيص داده مي انديداي مجهول بهك
طور  هتواند ب ه ميك غيراختصاصيمرهاي  با پرايPCRنش كدو وا

همزمان استفاده شود و پس از الكتروفورز روي ژل آگارز معمولي و 
 ،RFLP نظير post-PCRولي كبدون استفاده از هيچگونه عمليات مول

Sequencing، Capillary Electrophoresis  و غيره تعيين هويت
 و 2ه در جدول كطور  همان. باشد پذير مي انكها در حد گونه ام ايزوله
ور در كاربرد پرايمرهاي يونيورسال مذكشود با   ديده مي1 شكل

از  C. dubliniensis و C. albicans   دو گونهكيكها، تف قسمت روش
 در وركهاي مذ ولكاين دو مخمر در مول. باشد ديگر مقدور نميكي

 ه در ژل آگارز قابلكشماري اختلاف دارند  تعداد نوكلئوتيد انگشت
 هدف ديگري DNAلذا بايستي پرايمرهاي ديگري در .  نيستندكيكتف

 اين دو در نظر گرفته شود تا بتوان از روي اندازه كيكبراي تف
.  نمودكيك آنها را تفRFLP19از روي الگوي  يا ، وPCRمحصولات 

توسعه روش ارائه شده در اين مطالعه در راستاي تعيين هويت تعداد 
در اين مطالعه  .ماستخمري، هدف بعدي هاي م بيشتري از گونه

ه براي ك(  با دو جفت پرايمر عموميPCRاندازه قطعات حاصل از 
، )ها واجد آمپليكون است قارچهمه هاي مخمري و حتي  همه گونه

اين . انديدا قرار گرفته استكهاي مهم پاتوژنيك   افتراق گونهكملا
گيرد تحت  جام ميه براي اولين بار در جهان و ايران انكروش ساده 

 نامگذاري PCR-Fragment Size Polymorphism (PCR-FSP)عنوان 
اندارد و هاي مخمري است ارايي آن، چه براي شناسايي استرينكشده و 

عنوان  بهاين متد .  نشان داده شدهاي باليني، چه براي شناسايي ايزوله
هاي  يك روش جديد، مطمئن، سريع و ارزان در تشخيص گونه
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Background: The clinical importance of yeast infections has increased in recent 
decades. There are 10-15 pathogenic Candida species. The current morphological and 
physiological methods for identification of Candida species are generally not easy to 
interpret and may be expensive or time-consuming. In the present study, we introduce 
and use a new approach for the identification and differentiation of medically 
important yeast species of Candida. In this method, size polymorphism of the internal 
transcribed spacer regions, ITS1 and ITS2, of the ribosomal DNA in various Candida 
species is used as the basis of species recognition. 
Methods: The genomic DNA of 31 standard strains and 60 clinical isolates was 
extracted and PCR-amplified using two primer pairs (ITS1-ITS2 and ITS3-ITS4) 
separately. Both PCR products were mixed and analyzed after standard agarose gel 
electrophoresis. The species of the tested yeasts were identified by the electrophoretic 
patterns of the mixed PCR products of each sample, comparing the data obtained from 
the sequence analyses of ITS1 and ITS2 molecules. 
Results: By this method, with the exception of C. albicans and C. dubliniensis, we 
were able to clearly differentiate nearly all common pathogenic Candida species, 
including C. albicans, C. glabrata, C. gulliermondii, C. parapsilosis, C. tropicalis,   
C. krusei, C. kefyr, C. lusinaniae and C. rugosa. All standard and clinical strains were 
identified correctly, without expensive methods such as sequencing and capillary 
electrophoresis. 
Conclusion: It seems that the PCR-FSP method introduced in this study is the easiest 
molecular approach for the identification of a wide range of pathogenic Candida 
species and is applicable for diagnostic and epidemiological purposes in reference 
laboratories. 
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