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ABSTRACT
Background & objectives: Trichophyton rubrum is one of the most common pathogeniccause of
dermatophytosis. One of the drugs which have been prescribed widely for fungal infections is
terbinafine which belongs to allylamines group of antifungal agents. Recently molecular typing
methods have been developed for answering the epidemiological questions and disease recurrence
problems. Current study has been conducted on 22 isolates of Trichophyton rubrum obtained
from patients randomly. Our aim was the investigation of correlation between genetic pattern and
sensitivity to Terbinafine in clinical isolates of Trichophyton rubrum.
Methods: Firstly the genus and species of isolated fungi from patients have been confirmed by
macroscopic and microscopic methods, then, the resistance and sensitivity of isolates against drug
have been determined using culture medium containing defined amount of drug. In next step
fungal DNA has been extracted by RAPD-PCR (random amplified polymorphic DNA) with
random sequences of 3 primers.
Results: Each primer produced different amplified pattern, and using each 3 primers differences
have been observed in genetic pattern of resistant and sensitive samples using each 3 primers, but
there was no bond with 100% specificity.
Conclusion: The 12 sensitive isolates which didn’t grow in 0.1 mg concentration of drug, also
had limited growth at the low concentration of drug. Ten resistant isolates which grew in
0.1mg/ml of drug, in lower concentration of drug were resisted. RAPD analysis for molecular
typing of Trichophyton rubrum seems to be completely suitable.
Keywords: Trichophyton rubrum, Terbinafine, RAPD-PCR, Genetic Diversity
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مقدمه
بیماریهاي واگیردار شایعترینعفونتهاي درماتوفیتی یکی از 

درماتوفیتها . ]1[قارچی در انسان محسوب می شوند
قارچهایی کراتین دوست هستند که باعث ایجاد گروه وسیعی 
. از بیماریهاي پوست و ضمائم آن مانند ناخن و مو می شوند

و نترایکوفایتو،میکروسپورومجنس3این عوامل قارچی در 
عامل ترایکوفایتون روبرومکه ]2[قرار دارنداپیدرموفایتون

عفونتهاي درماتوفیتی و اصلی ترین عامل شناخته % 5/69
و این به علت حضور این قارچ در سراسر ]3[شده است

دنیا و همچنین توانایی آن در فرار از سیستم ایمنی میزبان 
. ]4[است

یت ها با تربینافیندرمان انیکومایکوزیس ناشی از درماتوف
)Terbinafine ( موارد موفقیت آمیز بوده % 85در

می توان ) موارد%15(از دلایل عمده عدم موفقیت . ]5[است
به عواملی مانند عدم نفوذ دارو به بافت هاي عمقی، 

انواع گونه ها، واریته ها و مقاومت به داروهاي ضد قارچی،
اشاره کرد که تمام سویه هاي قارچی، و پاسخ هاي میزبان 

توانند سبب عود مجدد بیماري شوند که عود بیماري آنهامی
به ترایکوفایتون روبرومبه ویژه در عفونت هاي ناشی از 

ترایکوفایتون شناسایی . ]6[طور مکرر مشاهده شده است
در سطح سویه کمک قابل ملاحظه اي در درمان و روبروم

.]1[پیشگیري درماتوفیتوزیس خواهد کرد

چکیده
یکی از داروهایی که به . مولد بیماري درماتوفیتوزیس استمل عوایکی از شایعترینترایکوفایتون روبروم:زمینه و هدف

اخیراً روشهاي تایپینگ مولکولی براي . طور وسیعی جهت درمان تجویز می شود، تربینافین از گروه آلیل آمین ها می باشد
ایزوله 22این مطالعه روي . ه اندپاسخ دادن به سؤالات اپیدمیولوژیکی و مشکلات عود مجدد بیماري گسترش زیادي یافت

هدف مطالعه بررسی رابطه الگوي ژنتیکی . که به طور اتفاقی از بیماران مبتلا جدا شده بود، انجام گرفتترایکوفایتون روبروم
. بودترایکوفایتون روبرومو حساسیت به داروي تربینافین در ایزوله هاي کلینیکی 

سپس با .جداشده از بیماران با روش هاي ماکروسکوپی و میکروسکوپی تأیید گردید ابتدا جنس و گونه قارچهاي:روش کار
در مرحله بعد .استفاده از محیط کشت هاي حاوي مقدار معین دارو مقاومت و حساسیت ایزوله ها نسبت به دارو تعیین شد

DNA قارچ ها استخراج گردید وRAPD-PCR)پرایمر با توالی تصادفی 3ده از با استفا) تکثیر تصادفی قطعات پلی مرفیک
. انجام گرفت

پرایمر تفاوتهایی در الگوي ژنتیکی نمونه هاي حساس و 3هر پرایمر الگوي تکثیریافته متفاوتی را ایجاد کرد و با هر :یافته ها
. اختصاصیت را نشان دهد یافت نشد% 100مقاوم دیده شد ولی هیچ باندي که 

میکروگرم در میلی لیتر دارو رشد نکردند،در غلظت هاي پایین تر دارو 1/0که در غلظت ایزوله حساس 12:نتیجه گیري
میکروگرم در 1/0ایزوله مقاوم که در غلظت 10.نیز رشد آن ها به میزان چشمگیري در مقایسه با پلیت شاهد محدود شد

. ان دادندمیلی لیتر دارو رشد کردند، در غلظت هاي پایین تر دارو نیز از خود مقاومت نش
. کاملاً مناسب نشان دادترایکوفایتون روبرومجهت تایپینگ مولکولی ایزوله هاي RAPDآنالیز 

؛ تنوع ژنتیکیRAPD-PCRتربینافین؛ ؛ ترایکوفایتون روبروم:کلمات کلیدي
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روشهاي مرفولوژیک قادر به شناسایی در حد گونه یا واریته 
به علت تشابهات زیاد نبوده درحالیکه روشهاي مولکولی 

. باشدجدید قادر به تمیز دادن حتی در حد سویه نیز می 
،آنالیزPCR،RFLPلتکنیک هاي زیست مولکولی مث

randomly amplified polymorphic DNA
(RAPD) وSouthern blotting منجر به پیشرفت

در . ]1[برجسته در تمیزدادن گونه و سویه ها شده است
ترایکوفایتون در تفکیک RAPD، تکنیکرایکوفایتونتمورد 

ترایکوفایتون و ترایکوفایتون منتاگروفایتیس، روبروم
، و تنوع داخل گونه اي به وسیله ]7[موفق بودتونسورانس

آشکار منتاگروفایتیسترایکوفایتون این روش در گروه 
سویه 96روي 2000و همکارانش در سال 1گراسر. ]8[شد

PCRقاره جهان، به وسیله4از ترایکوفایتون روبروم

fingerprinting،amplified fragment length

polymorphism وrandom amplified

monomorphic DNA markersاین . تحقیق کردند
نوعی را نشان می دادند در سویه ها مورفولوژي کلنی مت

حالیکه هیچ یک از این متدها هیچ پلی مورفیسمی را آشکار 
. ]9[نکرد

میرهندي و همکارانش طی تحقیقی با روش 2008در سال 
اي پلی مراز نــاحیه                                واکنش زنجیره

SrDNA-ITS2ITS1-5.8 تقویت کردند و سپس به را
. مورد هضم اندونوکلئازي قرار دادندMvaΙکمک آنزیم 

ترایکوفابتون آنها با این روش موفق به شناسایی و افتراق 
عباس . ]10[شدندترایکوفایتون منتاگروفایتیسو روبروم 

تحقیقی در مورد 2013تبار و همکارانش نیز در سال 
آنها روي ژن . درماتوفیتهاي بیماریزا در کشور ایران داشتند

RFLPمتمرکز شدند و از روش ß-tubulinمولد

را همچنان تراکوفایتونهاي در نتیجه گونه. استفاده کردند
. ترین عوامل عفونی در کشور قلمداد کردندیکی از برجسته

مارکر ژنتیکی مفیدي جهت مطالعات ßT2به نظر آنها ژن 
. ]11[اپیدمیولوژیکی درماتوفیتها است

درماتوفیتوزیس به اران مبتلا بهاین امکان وجود دارد که بیم
. طور فردي به وسیله سویه هاي گوناگون مبتلا شده باشند

ترایکوفایتون به ویژه بیمارانی با عفونت ناخن ناشی از 
، که یک استعداد ژنتیکی دارند که آ نها را نسبت به روبروم

یزدانپرست و . ]13،12[این ارگانیسم آسیب پذیر می کند
سویه مختلف یا بیشتر از 2تعداد 2003همکارانش در سال 

1 Graser

از یک ناحیه عفونی گزارش کردند، آنها ترایکوفایتون روبروم
کلنی براي تایپینگ انتخاب کردند و 5از هر پلیت کشت ، 

براي تعیین PCRسویه ها به وسیله یک روش مبتنی بر 
r RNAاز تکرارهاي ژن NTSتعداد عوامل تکراري در 

ج پیشنهاد کرد که در عفونت هاي ناخن نتای.آنالیز شدند 
هاي آتی آزمایش. ]2[سویه هاي مختلفی درگیر هستند

نوکلئوتید بر اساس باندهاي اختصاصی مشاهده شده، بینش 
هایی را نسبت به ساختار ژنتیکی و عملکردهاي ممکن در 
مورد این نواحی ژنی اشغال شده فراهم می کند و روشن 

ابط ژنتیکی بین واریته هاي است که موجب درك بیشتر رو
مختلف ترایکوفایتون ها می شود و تشخیص درماتوفیت هاي 

ما در این . انسانی بهتر، دقیق تر و سریع تر صورت می گیرد
پرایمر مختلف با توالی 3با RAPDمطالعه از تکنیک 

تصادفی ، جهت تایپینگ مولکولی ایزوله هاي حساس و مقاوم 
پرایمر الگوي 3فاده کردیم که با هر استترایکوفایتون روبروم

تکثیریافته متفاوتی بین نمونه هاي حساس و مقاوم مشاهده 
.شد

هدف از این پژوهش بررسی رابطه الگوي ژنتیکی و حساسیت 
ترایکوفایتون به داروي تربینافین در ایزوله هاي کلینیکی 

استفاده شد، به این امید RAPDبود، که از روش روبروم
که بتوان تفاوت هایی در الگوي ژنتیکی نمونه هاي حساس و 

.مقاوم یافت

روش کار
.نوع مطالعه توصیفی بوده است و شامل مراحل زیر می باشد

22از ترایکوفایتون روبرومهاي جدایه: میکروارگانیسم) الف
. وري شدبیمار مبتلا به درماتوفیتوزیس به طور اتفاقی جمع آ

هاي جدا شده ابتدا در محیط کشت قارچ
سابورودکستروزآگار حاوي کلرامفنیکل و سیکلوهگزامید 
کشت داده شد و مشخصات ماکروسکوپی آن ها مورد 
بررسی قرار گرفت، سپس با استفاده از روش اسلایدکالچر 

(slide culture)مشخصات میکروسکوپی نیز تأیید شد .
در : ها نسبت به داروي تربینافینتعیین حساسیت جدایه) ب

agar(این مرحله روش آگارماکرودیلوشن 

macrodilution( توسط 1989که در سالProctor و
Mackenzie معرفی شد و چندین محقق دیگر نیز در

-17[مطالعات خود آن را به کار برده اند، استفاده گردید 
تا حدودي روي رشد DMSOاز آنجایی که حلال . ]14

درماتوفیت ها به خصوص در پلیت و آگار تأثیر منفی دارد 
حال آنکه استون با توجه به اینکه فراّر نیز هست فاقد چنین 
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میلی 1، رقت %50به کمک حلال استون . ]16-18[اثري ست 
گرم در میلی لیتر از داروي تربینافین به عنوان محلول مادر 

دوده وسیعی از غلظت دارو جهت در ابتدا از مح. تهیه شد
میکروگرم در 1/0در غلظتهاي .تعیین حساسیت استفاده شد

میکروگرم در میلی لیتر از دارو، برخی 05/0میلی لیتر و 
نمونه ها محدودیت چشمگیري در رشد داشتند و در غلظت 

به دلیل اینکه . میکروگرم در میلی لیتر فاقد رشد بودند1/0
میکروگرم 1/0اي حساس در غلظت قطر هاله رشد کلنی ه

در میلی لیتر دارو به صفر رسید پس این غلظت بیشترین 
از . غلظت براي دارو جهت تعیین حساسیت در نظر گرفته شد

میکروگرم در میلی لیتر اولین آثار 005/0طرفی در غلظت 
میکروگرم در میلی 001/0تاثیر دارو دیده شد و در غلظت 

ونه هاي حساس هم از نظر قطرهاله لیتر از دارو، همین نم
بنابراین روي غلظت هاي . رشد فرقی با نمونه شاهد نداشتند

. تمرکز شد005/0و01/0و05/0و1/0
سی سی محیط کشت 20مقدارمشخصی از محلول مادر به 

SCC استریل موجود در لوله آزمایش،در شرایط استریل و
1/0، 05/0دردماي مناسب اضافه گردید تا رقت هاي 

سریعاً این محیط ها . میکروگرم در میلی لیتر به دست آمد 
براي تهیه رقت هاي دارویی . به داخل پلیتها منتقل شدند 

میکروگرم در میلی لیتر، محلول مادر با کمک 01/0و 005/0
1، هزار برابر رقیق شد تا غلظت آن به %50استون 

این رقت ها میکروگرم در میلی لیتر رسید و با استفاده از آن 
همچنین جهت ارزیابی اثر ضد قارچی استن از . تهیه گردید

بعد از آماده .پلیت کنترل حاوي حلال استن نیز استفاده شد
میلی 6شدن محیطهاي تعیین حساسیت، با استفاده از پانچر 

روز از کشت آنها می 7متري از ایزوله هایی که تقریباً 
. محیطها منتقل شدگذشت تکه هایی برداشته شد و به این 

این محیطهاي تعیین حساسیت به همراه یک پلیت شاهد فاقد 
دارو و یک پلیت کنترل حاوي حلال استن  براي هر ایزوله، به 

. درجه سانتی گراد انکوبه شدند30روز در دماي 10مدت 
روز درصد کاهش رشد جدایه هاي قارچی با 10بعد از 

. استفاده از فرمول زیر محاسبه گردید

×100

اندازه قطر کلنی در محیط 
اندازه قطر کلنی –حاوي دارو 

شاهد
رشدکاهشدرصد=

اندازه قطر کلنی شاهد- 6

با توجه به درصد کاهش رشد در غلظت هاي متفاوت دارو، 
درجه حساسیت و مقاومت ایزوله ها به داروي تربینافین 

. ]16-18[تعیین گردید 
ایزوله ها روي محیط کشت همه: DNAاستخراج ) ج

و %) W/V05/0(سابورودکستروزآگار حاوي کلرامفنیکل 
کشت ) SCCمحیط کشت %) (W/V05/0(سیکلوهگزامید 

در . روز انکوبه شدند 10براي C°25داده شدند و در دماي 
گرم از میسلیوم قارچی 2تا1یک هاون چینی نیتروژن مایع به 

ته هاون آسیاب و پودر اضافه شد و سلول ها به خوبی با دس
و Del Salژنومی به وسیله روشی که DNA. شدند 

همکارانش توصیف کردند ، با اندکی تغییرات استخراج شد 
شامل (lysis bufferمیکرولیتر500به طور خلاصه . ]19[

10mMتریس-اسیدکلریدریک)Tris-HCl( باpH:8،
EDTA1به میزان mM،1% SDS100و µg از

proteinase K ml به این پودر در یک تیوب اپندورف)1-
ساعت در دماي 1مخلوط به مدت .اضافه گردیدمیسلیومی

میکرولیتر از 200درجه سانتی گراد انکوبه شد،37
NaCl5M درجه 65دقیقه در دماي 10اضافه و به مدت
میکرولیتر استیل تري 100سپس . قرار گرفتسانتی گراد

اضافه و انکوباسیون براي % 10(w/v)بروماید متیل آمونیوم
RNase A. درجه سانتی گراد ادامه یافت65دقیقه در 20

g mlبا غلظت نهایی  -1µ50 به محلول زده شد و به مدت
درجه سانتی گراد قرار داده شد و سپس با 37ساعت در 1

v/v)({ایزوآمیل الکل /کلروفرم/یک حجم مساوي از فنل

4دقیقه در 15براي g12000استخراج شد و در }1:24:25
. بار تکرار شد3این مرحله . درجه سانتی گراد سانتریفیوژ شد

DNA درجه -20پروپانول سرد در دماي -2با دو حجم از
500دقیقه متراکم شد، براي دو بار در 20سانتی گراد براي 
100ر شستشو شد، خشک شد، و د% 70میکرولیتر اتانول 
تریس -اسید کلریدریکازTE)40 mMمیکرولیتر از بافر 

DNAغلظت . حل شد) pH:82mM EDTA,با

استخراج شده به وسیله اندازه گیري جذب نوري در 
260nm[1]. تخمین زده شد

پرایمر زیر 3جهت انجام واکنش از : RAPD-PCR)د
) 1جدول . (]21،20[استفاده گردید 

نوکئوتیدي پرایمرهاتوالی . 1جدول 
نام پرایمرتوالی پرایمر

5’-GGTTCTGGCA-3’پرایمرA

5’-AAGAGCCCGT-3’پرایمرB

5’-AACGCGCAAC-3’پرایمرC
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Master mix)1): غلظت نهاییx PCR Buffer،3mM

ازdNTPs،pmol20مخلوط Mgcl2 ،mM5/0از 
primer ،Taq DNA polymeraseبه مقدارµ2 ،ng

.بود µ25حجم کلی نهایی . استخراج شده DNAاز 10
میکروتیوپ حاوي مواد فوق داخل دستگاه ترموسایکلر 

در ابتدا مرحله . قرارداده شد و سیکل زیر آغاز گردید
درجه  سانتی 95دقیقه و در دماي 4واسرشت اولیه به مدت 

ثانیه اي در 50سیکل 38گراد، در ادامه مرحله واسرشت با 
38سانتی گراد، سپس مرحله اتصال به تعداد درجه94دماي 
B ،36وAدقیقه اي که دماي آن در کار با پرایمر 1سیکل 

درجه سانتی گراد C،30درجه سانتی گراد و در کار با پرایمر
دقیقه اي 1سیکل 38مرحله بعدي مرحله ساخت شامل . بود

درجه سانتی گراد، ودر پایان مرحله ساخت 72در دماي 
درجه سانتی گراد واکنش 72دقیقه و دماي 10پایانی با زمان 

PCRبعد از خارج کردن میکروتیوب ها از . را کامل کرد
توسط DNAو تکثیر دستگاه، جداکردن فرآورده هاي تکرار 

رنگ آمیزي با . انجام شد% 2الکتروفورز بر روي آگاروز ژل 
Transصورت گرفت و از (EB)ایتیدیوم بروماید

Illuminator UV جهت مشاهده باندها وPolaroid

camera جهت عکس برداري زیر نورUVاستفاده شد .
اندازه باندها تعیینUVIDocMwبا استفاده از نرم افزار

، هر ایزوله به همراه باندهاي SPSSسپس در نرم افزار. شد
آن معرفی گردید و این نرم افزار با استفاده از این اطلاعات 

. ها درخت فیلوژنی ترسیم کردبراي ایزوله
یافته ها

معیار براي تعیین حساسیت و مقاومت ایزوله ها، دیسک 
در مرحله . ]22[بوده است disk diffusionدیفیوژن 

تعیین حساسیت این نتیجه حاصل شد که ایزوله هاي شماره 
میکروگرم در 1/0حساس به تربینافین در غلظت 12تا 1

مقاوم به تربینافین 22تا 13میلی لیتر و ایزوله هاي شماره 
.میکروگرم در میلی لیتر هستند1/0در غلظت 

پرایمر الگوي تکثیریافته متفاوتی بین نمونه هاي 3با هر 
خلاصه اي از مقایسه باندهاي . حساس و مقاوم مشاهده شد 

ایزوله هاي مقاوم و RAPD-PCRموجود در محصولات 
4و3و2در جداول شماره C,B,Aحساس با پرایمرهاي 

در نمونه هاي حساس، همه Aبا پرایمر. آورده شده است

Aحاصل از نمونه هاي مقاوم و حساس در کار با پرایمر RAPD-PCRخلاصه اي از مقایسه باندها در محصولات . 2جدول 
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جدایه شماره . جواب دادند12به جز جدایه شماره جدایه ها 
باند حداقل تعداد باندهاي ایجاد شده را دارد و جدایه 2با 9

باند ایجادي حداکثر 12و 13به ترتیب با 7و 11هاي شماره 
هم چنین الگوي تکثیریافته هیچ یک از . باندها را ایجادکردند

و 840اي بانده. جدایه هاي حساس با یکدیگر یکسان نیست
با فراوانی نسبی ) bp(320و 460و 470و570و 640و810

. بیشترین بیان را در نمونه هاي حساس داشته اند %  25
و  1300و 1460و 1580و 2150و 3810باندهایی مانند 

و  400و 450و 500و 540و  680و 830و 1100و 1190
راوانی با ف) bp(110و 130و 220و 250و 270و 350

، هر کدام فقط در یکی از جدایه ها ي حساس % 33/8نسبی 
در بین باندها ، باندهایی وجود دارند که داراي . بیان شدند 

فراوانی نسبی مشابهی می باشند ولی در جدایه هاي مشابه 
در نمونه هاي Aبا پرایمر). a-1تصویر(اند مشاهده نشده 

. جواب دادند18ه مقاوم، همه جدایه ها به جز جدایه شمار
باند حداقل تعداد باندهاي ایجاد شده 2با 17جدایه شماره 

باند ایجادي حداکثر باندها را 11با 15را دارد و جدایه شماره 
کاملاً یکسان 21و 20الگوي مولکولی جدایه هاي . ایجاد نمود

مشابه یکدیگر 15و 14و 13هاي الگوي مولکولی جدایه. است
با فراوانی نسبی bp760باند. نمی باشدبوده ولی یکسان

و 1500باندهایی مانند . بیشترین بیان را داشته است%  60
و 630و 740و 800و850و 900و 930و 1040و 1360

، هر کدام فقط % 10با فراوانی نسبی ) bp(350و 460و 600
در بین باندها، . در یکی از جدایه ها ي مقاوم بیان شدند

وجود دارند که داراي فراوانی نسبی مشابهی می باندهایی
باشند ولی در جدایه هاي مشابه مشاهده نشده اند 

در نسبت فراوانی تمامی Aضمناً با پرایمر ). b-1تصویر(

باندها در نمونه هاي حساس و مقاوم اختلاف قابل ملاحظه اي 
که میزان این )bp(350و 630دیده شد، به جز در باند  

بیشترین اختلاف نسبت فراوانی باندها در . بود % 67/1اختلاف 
. بودbp760و در باند % 60نمونه هاي حساس و مقاوم 

1280و 1460و 1630و 2150و 3810برخی باندها مانند 
و 450و500و 590و 690و 790و 890و 1000و 1100و 

دهایی بودند که ، بان) bp(110و130و250و 320و 400
فقط در نمونه هاي حساس دیده شدند و باندهایی مانند 

850و900و 930و1110و 1240و 1340و 1390و 1500
، باندهایی )bp(440و 560و600و 700و 760و800و 

بنابراین . بودند که فقط در نمونه هاي مقاوم مشاهده شدند
وم شوند و آنها ، این باندها می توانند اختصاصی حساس و مقا

در نمونه Bبا پرایمر). 1تصویرشماره(را از هم تفکیک کنند 
هاي حساس، همه جدایه ها به جز جدایه هاي شماره 

باند حداقل 1با 6جدایه شماره . جواب دادند 12و11و3
باند 8با4تعداد باندهاي ایجاد شده را دارد و جدایه شماره 

هم چنین الگوي . است ایجادي حداکثر باندها را ایجادکرده
. با یکدیگر یکسان است 8و 7تکثیریافته جدایه هاي شماره 

%  25با فراوانی نسبی ) bp(510و600و1090و1500باندهاي
. بیشترین بیان را در نمونه هاي حساس داشته اند 

890و970و 1010و1350و 1790و2070و3090باندهاي
فراوانی نسبی با) bp(300و 450و 590و720و840و

، هر کدام فقط در یکی از جدایه ها ي حساس بیان % 33/8
در بین باندها ، باندهایی وجود دارند که داراي . شدند 

فراوانی نسبی مشابهی می باشند ولی در جدایه هاي مشابه 
در نمونه هاي Bبا پرایمر). a-2تصویر(مشاهده نشده اند 

جواب 16و15جز جدایه هاي شماره مقاوم، همه جدایه ها به

(b) (a)

-4-5-7-9-10مربوط به نمونه هاي حساس با شماره هاي ) a(تصویر سمت راست): Aبا پرایمر( روي ژل الکتروفورزRAPD-PCRمحصولات . 1تصویر 
. می باشد13-14- 15-20- 19-21مربوط به نمونه هاي مقاوم با شماره هاي ) b(و تصویر سمت چپ2-1
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باند حداقل تعداد باندهاي ایجاد 1با 21جدایه شماره . دادند
باند ایجادي 11با14و 13شده را دارد و جدایه هاي شماره 

هم چنین الگوي تکثیریافته . حداکثر باندها را ایجادکرده اند 
باند       . با یکدیگر یکسان است14و 13جدایه هاي شماره 

bp990 شترین بیان را در نمونه بی%  30با فراوانی نسبی
1400و1790و2000باندهاي. هاي مقاوم داشته است 

با فراوانی نسبی ) bp(610و 720و 1090و1160و1250و
، هر کدام فقط در یکی از جدایه ها ي مقاوم بیان شدند % 10
در بین باندها ، باندهایی وجود دارند که داراي فراوانی . 

ر جدایه هاي مشابه مشاهده مشابهی می باشند ولی دنسبی 
در نسبت فراوانی Bضمناً با پرایمر ) . b-2تصویر(نشده اند 

تمامی باندها در نمونه هاي حساس و مقاوم اختلاف قابل 
bp720وbp1790ملاحظه اي دیده شد ، به جز در باند  

بیشترین اختلاف نسبت . بود% 67/1که میزان این اختلاف 
و در باند % 30ونه هاي حساس و مقاوم فراوانی باندها در نم

bp990920و1010و1500و3090باندهایی مانند . بود
فقط در نمونه هاي ) bp(330و 510و 600و 650و840و

1250و1400و 2000و2690حساس دیده شدند و باندهاي
، ) bp(230و 325و 490و610و710و880و990و1160و

. مونه هاي مقاوم دیده شدند باندهایی هستند که فقط در ن
بنابراین این باندها می توانند اختصاصی حساس و مقاوم 

با ) .2تصویر شماره(شوند و آنها را از هم تفکیک کنند 
در نمونه هاي حساس ، همه جدایه ها باند ایجاد Cپرایمر
باند حداقل تعداد 1با 12و 2جدایه هاي شماره . کردند

باند 8با10رند و جدایه شماره باندهاي ایجاد شده را دا
هم چنین الگوي . ایجادي حداکثر باندها را ایجادکرده است

. با یکدیگر یکسان است5و 4یافته جدایه هاي شماره تکثیر
بیشترین بیان را در %  66/41با فراوانی نسبی bp840باند

2230و2370باندهایی مانند . نمونه هاي حساس داشته است
1160و1240و1370و1430و1500و1560و1700و 

و 300و 440و510و580و690و770و850و950و1010و
250)bp ( هر کدام فقط در یکی از % 33/8با فراوانی نسبی ،

در بین باندها، باندهایی . جدایه ها ي حساس بیان شدند 
وجود دارند که داراي فراوانی نسبی مشابهی می باشند ولی 

با ). a-3تصویر(مشاهده نشده اند در جدایه هاي مشابه
در نمونه هاي مقاوم، همه جدایه ها باند ایجاد Cپرایمر

باند و 5تعداد 16و 15، 14، 13جدایه هاي شماره . کردند 
22باند و جدایه 6تعداد 21و 20و 17جدایه هاي شماره 

باند ایجاد 8تعداد 19و 18باند و جدایه هاي 7تعداد 
با یکدیگر 19و 18وي تکثیریافته جدایه هاي شماره الگ. کردند

21هم چنین الگوي تکثیریافته جدایه هاي شماره . یکسان است
یک 22شبیه به یکدیگر است ، ولی در جدایه شماره 22و 

. فاقد آن است 21وجود دارد که جدایه شماره bp610باند
بیشترین بیان را در نمونه %  50با فراوانی نسبی bp810باند

و 1320و 1400باندهایی مانند . هاي مقاوم داشته است 
480و 610و 800و 900و 960و1000و 1120و 1260

، هر کدام فقط در یکی از جدایه % 10با فراوانی نسبی 430و
دارند در بین باندها ، باندهایی وجود . هاي مقاوم بیان شدند 

که داراي فراوانی نسبی مشابهی می باشند ولی در جدایه هاي 
در نسبت Cبا پرایمر ). b-3تصویر(مشابه مشاهده نشده اند 

و مقاوم اختلاف فراوانی تمامی باندها در نمونه هاي حساس
و   bp1370قابل ملاحظه اي دیده شد ، به جز در باند  

bp960 بیشترین اختلاف . بود % 67/1که میزان این اختلاف
و % 50نسبت فراوانی باندها در نمونه هاي حساس و مقاوم 

و 2230و 2370باندهایی مثل . دیده شدbp810در باند  
700و 840و 950و 1240و1360و 1450و 1560و 1700

(b)                                                                                                            (a)

-5-6-7- 8-10مربوط به نمونه هاي حساس با شماره هاي ) a(تصویر سمت راست): Bبا پرایمر( روي ژل الکتروفورزRAPD-PCRمحصولات . 2تصویر
. می باشد13-14-20-17- 19-21مربوط به نمونه هاي مقاوم با شماره هاي ) b(و تصویر سمت چپ2-1
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، باندهایی )bp(250و 300و 400و440و 510و 580و 
بودند که فقط در نمونه هاي حساس دیده شدند و باندهاي 

و 1000و1060و 1120و 1260و 1300و 1400و 1620
، فقط در نمونه )bp(380و480و 600و 720و 830و 900

اندها می توانند بنابراین این ب. هاي مقاوم مشاهده شدند
اختصاصی حساس و مقاوم شوند و آنها را از هم تفکیک کنند 

).3تصویر شماره(
پرایمر تفاوتهایی در الگوي ژنتیکی نمونه هاي 3در کل با هر 

که اختلاف نسبت Aپرایمر . حساس و مقاوم دیده شد
% 60آن در نمونه هاي حساس و مقاوم bp760فراوانی باند

بود، جهت تفکیک مناسب به نظر می رسد و به ترتیب 
که با همه جدایه هاي موجود باند تشکیل داد و Cپرایمر

آن در نمونه هاي حساس bp810اختلاف نسبت فراوانی باند
نیز با اختلاف نسبت فراوانی Bبود و پرایمر % 50و مقاوم 

جهت تفکیک نمونه هاي حساس و مقاوم bp990در باند% 30
.می تواند مناسب باشد

و با استفاده از SPSSدر دندروگرامی که توسط نرم افزار 
ترسیم شد، ایزوله ها Aالگوهاي مولکولی ایزوله ها با پرایمر 

گروه اول شامل . گروه قرار گرفتند3، در %15در سطح 
13، گروه دوم شامل ایزوله هاي 21و 20ایزوله هاي شماره 

- 9-18-12-5-4و گروه سوم شامل ایزوله هاي 15، 14، 
تصویر (.بودند2-16-3-22-1-6-7-8-11- 17-10-19

)a– 4شماره
به دست آمده از ایزوله RAPDالگوهاي در دندروگرام

(b)                                                                                                            (a)

و 6-8-9-11-12مربوط به نمونه هاي حساس با شماره هاي ) a(تصویر سمت راست): Cبا پرایمر( روي ژل الکتروفورزRAPD-PCRمحصولات . 3تصویر
.می باشد16- 17- 21- 22مربوط به نمونه هاي مقاوم با شماره هاي ) b(چپتصویر سمت

Aبا پرایمرترایکوفایتون روبرومبه دست آمده از ایزوله هاي RAPDدندروگرام الگوهاي . )a-4(تصویر 
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ایزوله % 10، در سطحBبا پرایمرترایکوفایتون روبرومهاي 
در گروه 14و 13ایزوله هاي . را تشکیل دادندگروه 4ها 

در گروه 4در گروه دوم، ایزوله شماره 8و7اول، ایزوله هاي 
-22-20-1-18- 5-2-9-17- 19-10(سوم و سایر ایزوله ها 

. در گروه چهارم قرار گرفتند) 6-21-12-11-3-16-15
)b-4ویر شمارهتص(

به دست آمده از ایزوله RAPDدر دندروگرام الگوهاي 
، ایزوله ها در سطح Cبا پرایمرترایکوفایتون روبرومهاي 

گروه اول شامل ایزوله هاي . گروه تشکیل دادند4، 15%
، گروه سوم 22و21، گروه دوم شامل ایزوله هاي 19و18

و 11و16و3و12و2و7و1و9و8و17و13و6هاي شامل ایزوله

. بود10و5و4و20و15و14گروه چهارم شامل ایزوله هاي 
)c-4تصویرشماره(

بحث 
داراي آنزیم هاي پروتئولیتیک به نام قارچهاي درماتوفیت

کراتوکیناز هستند که این آنزیم سبب هضم کراتین شده و 
. قارچ از این ماده و سایر عناصر جهت تغذیه استفاده می کند

از آن جا که کراتین در مو و ناخن و قسمت شاخی پوست 
وجود دارد این قارچ ها به این بخش ها حمله کرده و در 

.  ]23[ت کلنی تشکیل می دهند طبقه شاخی پوس
تربینافین که متعلق به خانواده آلیل آمین ها می باشد به 

.Bبا پرایمرترایکوفایتون روبرومبه دست آمده از ایزوله هاي RAPDدندروگرام الگوهاي . )b-4(تصویر

.Cبا پرایمرترایکوفایتون روبرومبه دست آمده از ایزوله هاي RAPDدندروگرام الگوهاي .)c-4(تصویر
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طور وسیعی جهت درمان عفونت هاي درماتوفیتی تجویز می 
آلیل آمین ها از طریق مهار مراحل اولیه بیوسنتز .شود

ارگوسترول، رشد دیواره سلولی قارچ را مهار می کنند که 
این باعث عدم حفاظت و حمایت از سلول و در نتیجه مرگ

این از هم گسیختگی دیواره قارچ باعث اختلال . سلول می شود
]24[.در عملکرد دیواره قارچی هم می شود 

عواملی مانند عدم نفوذ دارو به بافت هاي عمقی، عدم 
تشخیص صحیح عوامل قارچی در آزمایشگاه، عوامل 
سیستماتیک و پاسخ هاي میزبان در عدم موفقیت درمان با 

یل هستند اما یکی از مهمترین دلایل داروهاي ضدقارچی دخ
شکست در درمان بیماري هاي قارچی پاسخ هاي متفاوت یا 

. ]2[درجه مقاومتی است که قارچ ها به دارو نشان می دهند 
این پایان نامه با هدف یافتن رابطه اي بین الگوي ژنتیکی و 
حساسیت به داروي تربینافین در ایزوله هاي کلینیکی 

، بر روي جدایه هاي جمع آوري شده از وبرومترایکوفایتون ر
بیماران مبتلا به درماتوفیتوزیس مراجعه کننده به آزمایشگاه 
قارچ شناسی پزشکی دانشکده بهداشت دانشگاه علوم پزشکی 
تهران و آزمایشگاه هاي تخصصی قارچ شناسی در تهران در 
آزمایشگاه تحقیقاتی ارشد میکروبیولوژي دانشکده علوم 

. آزاد اسلامی واحد کرج صورت گرفتدانشگاه
در سال هاي اخیر روش هاي مولکولی به نحو چشمگیر ي در 
تشخیص عفونت هاي قارچی و گونه هاي آنها مورد استفاده 

میرزاحسینی و همکارانش در سال .  ]26،25[قرار گفته است 
را در سرعت بخشیدن به PCR-RFLPعملکرد 2009

ن مهم کلینیکی مورد بررسی تشخیص درماتوفیت هاي پاتوژ
اختصاصی و PCRآنها نتیجه گرفتند محصولات . قرار دادند

حاصل از اثر آنزیم هاي محدودکننده RFLPالگوهاي 
MvaI،HinfI وHaeIII تشخیص سریع ایزوله هاي

روز از کشت آنها می گذرد را در 10-5درماتوفیتی که 
ف آنها در ژن هد. سطح جنس و گونه امکان پذیر می نماید

در . ]27[قرار داردrDNAاز ITSاین تحقیق روي ناحیه 
دو تحقیق RFLPرضائی ماتکلائی با کمک تکنیک 2012سال 

پایه گذاري شده بود انجام rDNA ITSکه بر روي نواحی 
او توانست بین گونه هاي مختلف درماتوفیتها در ایران . داد

تفاوت هایی مشاهده کند و بیان کرد که روشهاي مبتنی بر 
بیشترین کمک را در تشخیص و DNAعملکرد و ساختار 

نشان دادن قرابت ژنتیکی درماتوفیت ها به ما خواهد 
ین تکنیک که ژن هاي در تحقیق دیگرش با هم. ]28[کرد

) TEF1(و ß-tubulinمسئول در ساخت ) BT2(هدف آن 
ترایکوفابتون بودند، توانست à-1مسئول در ساخت فاکتور 

. ]29[جدا کند ترایکوفایتون اکوئینیومرا از تونسورانس
با به کارگیري 2014عباس تبار و همکارانش در سال 

بر که,MwolAlw21I,HpyCH4Vاندونوکلئازهاي 
گذاشتند توانستند اثر میß-tubulinروي ژن مولد 

، تراکوفایتون اینتردیجیتالرا از ترایکوفایتون روبروم
تفکیک ترایکوفایتون ویولاسئومو ترایکوفایتون تونسورانس

.]30[کنند
که مبتنی بر استفاده از ) PCR(اي پلیمراز واکنش زنجیره

ابداع و در 1985پلیمراز می باشد در سال DNAآنزیم 
این روش یکی از حساس ترین و . به روز رسانی شد1988

اختصاصی ترین تکنیک ها جهت تشخیص قارچ هاي مهم در 
براي مثال جکسون و همکارانش در .  ]31-33[پزشکی است 

ترایکوفایتون تنوع داخل گونه اي در سویه هاي 2000سال 
ه گسترش عوامل جزئی تکراري متوالی به را به وسیلروبروم 

از ناحیه فاصله انداز رونویسی نشده ي TRS-1)(نام 
rDNA به نام)NTS( تیپ 21، توصیف کردند کهTRS-1

PCR همچنین . ]34[ایزوله کلینیکی شناسایی شد 101در
TRS-1تیپ از 17، 2004کامیا و همکارانش در سال 

PCR 35[اهده کردند ایزوله کلینیکی مش252در[ .
ترایکوفایتون یزدانپرست دو یا تعداد بیشتري سویه مختلف 

براي تعیین PCRرا به وسیله یک روش مبتنی بر روبروم
r RNAاز تکرارهاي ژن NTSتعداد عوامل تکراري در 

او با انجام این آزمایش دریافت که در عفونت . آنالیز کرد
. ]2[د هاي ناخن سویه هاي مختلفی درگیر هستن

می باشد که PCR ،RAPD-PCRیکی از انواع روشهاي 
پرایمرها به . تکثیر تصادفی قطعات ژنوم را به همراه دارد

محل هایی متصل می شوند که بالاترین همولوژي تحت 
اخیراً این روش . داده شده به آن ها را دارندPCRشرایط 

براي مطالعات تشخیصی مولکولی برخی میکروارگانیسم ها به 
کار گرفته شده زیرا این روش می تواند الگوهاي متفاوتی 
ایجاد کند که براي طبقه بندي میکروارگانیسم ها استفاده 

نکته اي که باید در مطالعه با استفاده از این. ]36[شوند 
روش مورد توجه قرار داد تغییرات غیرحقیقی است که در 
نتایج رخ می دهد و در اثر اختلافات کوچکی در شرایط 

الگو، غلظت پرایمر، دماهاي DNAواکنش نظیر غلظت 
، غلظت یون منیزیم ایجاد می شود PCRمراحل مختلف

]1[   .
و ترایکوفایتون روبروممطالعاتی که تا به حال بر روي قارچ 

صورت گرفته همگی در خصوص RAPD-PCRبه روش 
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و مقایسه آن با ترایکوفایتون روبرومبررسی الگوي مولکولی 
و 1لیو. الگوي مولکولی سایر درماتوفیت ها بوده است

ترایکوفایتون گونه هاي RAPDهمکارانش، توسط تکنیک 
ترایکوفایتون و ترایکوفایتون تونسرانس، روبروم

را از یکدیگر مجزا کردند، آنها گزارش کردند منتاگروفیتس
مورد ترایکوفایتون روبرومایزوله 8که هیچ اختلافی بین 

اي دیگر آنها با در مطالعه. ]7[مطالعه خود مشاهده نکردند 
اپیدرموفایتون استفاده از دو پرایمر به سادگی سه قارچ 

ا و واریته انسان گرترایکوفایتون منتاگروفایتیس، فلوکوزوم
بر طبق این . را از یکدیگر تفکیک دادندترایکوفایتون روبروم

حاصل می شود تعارضی RAPDمطالعه نتایجی که از تکنیک 
. ]38،37[ندارد mtDNA RFLPبا نتایج آنالیز 

و همکارانش طی تحقیقی بر روي چندین گونه از 2ماکیزوکی
، ترایکوفایتون روبرومدرماتوفیت هاي انسانی از قبیل 

واریته انسان دوست و ترایکوفایتون منتاگروفایتیس
-RAPDبا استفاده از روش اپیدرموفایتون فلوکوزوم

PCR نوکلئوتیدي توانستند به طور 10پرایمر 5و توسط
واضح گونه ها را از هم تفکیک نمایند،آن ها نتیجه گرفتند که 
گونه هاي انسان دوست درماتوفیتی به طور واضح توسط 

RAPD-PCR و 3فاگی. ]39[از هم قابل تشخیص اند
را براي تشخیص RAPD-PCRهمکارانش توانستند روش 

آنها روش . گونه هاي مختلف درماتوفیت ها به کار برند
RAPD-PCR را با استفاده از پرایمر)GACA (4 به

ها معرفی کردند عنوان روش مناسب تشخیص درماتوفیت
را ترایکوفایتون روبرومایزوله 30و همکارانش، 4ژانگ. ]40[

ایزوله را تمیز 22مطالعه کردند ، آنها RAPDبا روش 
5بائزا. ]41[ایزوله را با تفاوت هاي ناچیز یافتند 8ندادنی و 

شامل (پرایمر مختلف 6و همکارانش، در طی تحقیقی توسط 
بر روي تایپینگ مولکولی ) در این مطالعهCوBپرایمرهاي 

مطالعه RAPDبا استفاده از تکنیک ترایکوفایتون روبروم
از پرایمرهاي مقاله حاضر (کردند که توسط دو پرایمر 

جدایه مشاهده 10پلی مورفیسم داخل گونه اي در ) نبودند
. ]21[الگوي مولکولی ایجاد شد 5شد و توسط هر پرایمر، 

جدایه 67تحقیق خود را بر روي 2006این گروه در سال 
با استفاده از دو پرایمري که در مطالعه ترایکوفایتون روبروم

1 Liu
2 Mochizuki
3 Faggi
4 Zhang
5 Baeza

با بکارگیري یکی . پیشین جواب مطلوبی داده بودند، ادامه داد
از پرایمرها دوازده الگوي مولکولی و با پرایمر دیگر یازده 

]1[جدایه ایجاد گردید 67الگوي مولکولی در میان 
و همکارانش صورت 6در مطالعه اي که توسط سانتوس

پرایمرفوق استفاده شد، توانایی و شایستگی گرفت و از دو
پروفایل مولکولی براي ایزوله 19. هر دوي آنها ثابت شد

با این پرایمرها شکل دهی شد ترایکوفایتون روبرومهاي 
از این دو 2011گروه دیگري از محققین در سال . ]42[

ترایکوفایتون پرایمر جهت تشخیص ایزوله هاي کلینیکی 
نشان 1استفاده کردند که پرایمرRAPDبه روش روبروم

از لحاظ ژنتیکی با %) 3/87(داد که تقریبا همه ایزوله ها 
. ]43[یکدیگر مرتبط اند 

در این مطالعه ابتدا حساسیت یا مقاومت ایزوله ها در برابر 
1/0ایزوله هایی که در غلظت . داروي تربینافین تعیین شد

نکردند و در غلظت میکروگرم در میلی لیتر از دارو رشد 
میکروگرم در میلی لیتر از دارو نیز مقدار درصد 05/0

کاهش رشد آنها در مقایسه با پلیت شاهد پس از انجام 
بود ایزوله هاي حساسی بودند که در % 60محاسبات بیشتر از 

میکروگرم در میلی لیتر از دارو 005/0و 01/0غلظت هاي 
هاي مقاوم در غلظت اما ایزوله. نیز رشد آن ها محدود شد

میکروگرم در میلی لیتر از دارو رشد کردند و در غلظت 1/0
هاي پایین تر دارو نیز از خود مقاومت قابل ملاحظه اي نشان 

.دادند
ترایکوفایتون جدایه 22در مرحله بعد تایپینگ مولکولی 

بیمار مبتلا به درماتوفیتوزیس به 22شده از جداروبروم
پرایمر استفاده 3از . گرفتصورتRAPD-PCRروش 

شد که هر یک الگوي تکثیریافته متفاوتی را ایجاد کردند و با 
پرایمر تفاوتهایی در الگوي ژنتیکی نمونه هاي حساس و 3هر 

در مقایسه نمونه هاي حساس و مقاوم هیچ . مقاوم دیده شد
با . اختصاصیت را نشان دهد، دیده نشد% 100باندي که 

کاملاً یکسان 21و 20لکولی جدایه هاي الگوي موAپرایمر
مشابه یکدیگر 15و 14و 13بود و الگوي مولکولی جدایه هاي

الگوي تکثیریافته جدایه هاي Bبا پرایمر. بود ولی یکسان نبود
با یکدیگر یکسان بودو هم چنین الگوي تکثیریافته 8و 7شماره 

وي الگCبا پرایمر. یکسان بود14و 13جدایه هاي شماره 
با یکدیگر و الگوي 5و 4تکثیریافته جدایه هاي شماره 

. با یکدیگر یکسان بود 19و 18تکثیریافته جدایه هاي شماره 
شبیه 22و 21هم چنین الگوي تکثیریافته جدایه هاي شماره 

6 Santose
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وجود bp610باند22به یکدیگر بود ولی در جدایه شماره 
.فاقد آن بود 21داشت که جدایه شماره 

تیجه گیري ن
ترایکوفایتون اگر از پرایمرهاي متفاوت دیگري و ایزوله هاي 

بیشتري استفاده شود، نه تنها می توان امیدوار بود روبروم
جهت انگشت نگاري ژنتیکی RAPDکه روش

)fingerprinting (ترایکوفایتون روبرومهاي مختلف ایزوله
بتوان بین به کار گرفته شود، بلکه این امید وجود دارد که 

هاي حساس و مقاوم به تربینافین الگوي ژنتیکی ایزوله
بدین ترتیب با تعیین به هنگام . تفاوتهاي مهم و مشخصی یافت

میزان مقاومت ایزوله ي مولد عفونت به دارو و تجویز دز 

مناسب دارو توسط پزشک، کمک شایان توجهی به بیمارانی 
.که از این عفونتها رنج می برند خواهد شد

تشکر و قدردانی
آزمایشگاهارشد از آقاي امیر بختیاري کارشناس 

که در مراحل انجام پروژه میکروبیولوژي دانشگاه آزاد کرج 
. هماهنگی هاي لازم را مبذول داشتند، سپاسگزاري می کنم

همچنین از اعضاي محترم آزمایشگاه قارچ شناسی پزشکی 
دانشکده بهداشت دانشگاه علوم پزشکی تهران که در مرحله 
جمع آوري نمونه ها به اینجانب عنایت داشته اند تشکر 
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