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ABSTRACT 
 
Background & objectives: Trichophyton rubrum is one of the most common pathogenic causes of 
dermatophytosis. One of the drugs prescribed for fungal infections is fluconazole which belongs 
to Azoles 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 Fluconazole 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 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 50µg/ml concentration of drug, also 
had limited growth at the lower concentration of drug. Ten resistant isolates which grew in 
50µg/ml of drug, also showed resistant to lower concentration of drug. There are differences in 
genetic pattern of resistant and sensitive samples. RAPD analysis for molecular typing of 
Trichophyton rubrum seems to be completely suitable. 
Keywords: Trichophyton rubrum, Fluconazole, RAPD-PCR, Genetic Diversity. 
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بررسی رابطه الگوی ژنتیکی و حساسیت به داروی فلوکونازول در 
  ترایکوفایتون روبرومی کلینیکی ها  ایزوله

  
  

  ، آذر سبکبار، مهروز دزفولیان، امیر بختیاری*فاطمه حدادی
  

  ، ایرانکرجآزاد اسلامی واحد کرج،  ، دانشگاهپایه  دانشکده علومگروه میکروبیولوژی، 
 fatem_hdd@yahoo.com :پست الکترونیک     02632229533: فاکس     09127674945تلفن. نویسنده مسئول *

  17/12/93 :پذیرش    25/6/93 :دریافت
  

  

  قدمهم
ترین  ی درماتوفیتی یکی از معمولها  عفونت
اگیردار قارچی در انسان محسوب ی وها  بیماری

دوست  هایی کراتین قارچ ها درماتوفیت. ]1[ شوند می
ی ها هستند که باعث ایجاد گروه وسیعی از بیماری

این . ندشو میپوست و ضمائم آن مانند ناخن و مو 
، ممیکروسپوروجنس  3عوامل قارچی در 

که . ]2[ قرار دارند اپیدرموفایتونو  ترایکوفایتون
های  عفونت درصد 5/69عامل  ترایکوفایتون روبروم

 ]3[ شده است ترین عامل شناخته درماتوفیتی و اصلی
و این به علت حضور این قارچ در سراسر دنیا و 
همچنین توانایی آن در فرار از سیستم ایمنی میزبان 

زول از جمله مشتقات داروی فلوکونا. ]4[ است
و متعلق به گروه تری  ها خانواده بزرگ آزول

این دارو با جلوگیری از دمتیلاسیون در . ستا ها  آزول
ساز ارگوسترول  لانواسترول که یک پیش 14تم کربن ا

ی ها  سنتز این ترکیب اساسی غشای سلول است، از
ها  در مقایسه با دیگر آزول .دکن میقارچی ممانعت 

  :چکیده
فلوکونازول دارویی از . ترین پاتوژن مولد بیماری درماتوفیتوزیس است معمول ترایکوفایتون روبروم :زمینه و هدف

ی تایپینگ مولکولی برای پاسخ دادن به سؤالات ها  اخیراً روش. شود ست که جهت درمان تجویز میا ها  لخانواده آزو
 ترایکوفایتون روبرومایزوله  22این مطالعه روی . ندا د بیماری گسترش زیادی یافتهد مجداپیدمیولوژیکی و مشکلات عو

ت به بررسی رابطه الگوی ژنتیکی و حساسی مطالعه دفه. که به طور اتفاقی از بیماران مبتلا جدا شده بود، انجام گرفت
  .بود ترایکوفایتون روبرومی کلینیکی ها  داروی فلوکونازول در ایزوله

سپس . دیدی ماکروسکوپی و میکروسکوپی تأیید گرها  های جداشده از بیماران با روش  ابتدا جنس و گونه قارچ :روش کار
در مرحله . نسبت به دارو تعیین شد ها  رو مقاومت و حساسیت ایزولهی حاوی مقدار معین داها  با استفاده از محیط کشت

پرایمر با توالی  3با استفاده از ) تصادفی قطعات پلی مرفیک تکثیر( RAPD-PCR استخراج گردید و ها  قارچ DNA بعد
  .تصادفی انجام گرفت

ی حساس ها  هایی در الگوی ژنتیکی نمونه  پرایمر تفاوت 3هر پرایمر الگوی تکثیریافته متفاوتی را ایجاد کرد و با هر  :ها یافته
  . افت نشدی د،اختصاصیت را نشان ده% 100ندی که و مقاوم دیده شد ولی هیچ با

تر دارو  های پایین  ی لیتر دارو رشد نکردند، در غلظتمیکروگرم در میل 50ایزوله حساس که در غلظت  12 :نتیجه گیری
میکروگرم  50ایزوله مقاوم که در غلظت  10. محدود شد به میزان چشمگیری در مقایسه با پلیت شاهد ها  نیز رشد آن

هایی در الگوی ژنتیکی   تفاوت. از خود مقاومت نشان دادندتر دارو نیز  های پایین  تلی لیتر دارو رشد کردند، در غلظدر می
کاملاً مناسب  ترایکوفایتون روبرومی ها  جهت تایپینگ مولکولی ایزوله RAPD آنالیز. ی حساس و مقاوم وجود داردها  نمونه

  . نشان داد
 ، تنوع ژنتیکیRAPD-PCRفلوکونازول،،ترایکوفایتون روبروم :کلیدی هایواژه
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 P450تری بر روی آنزیم سیتوکروم صاصیاثر اخت
قارچی نسبت به نوع انسانی دارد و عوارض و 

ی ها تکنیک. ]6،5،3[ ن نیز کمتر استآتداخلات 
 ،PCR، RFLP زیست مولکولی مثل

 Randomly Amplified Polymorphicآنالیز

DNA (RAPD) و Southern Blotting  منجر به
شده  ها سویهپیشرفت برجسته در تمیزدادن گونه و 

در  RAPD ، تکنیکترایکوفایتوندر مورد . ]1[ است
ترایکوفایتون ، ترایکوفایتون روبرومتفکیک 

 موفق بود ترایکوفایتون تونسورانسو  منتاگروفایتیس
و تنوع داخل گونه ای به وسیله این روش در ، ]7[

 .]8[آشکار شد  ترایکوفایتون منتاگروفایتیسگروه 
ترایکوفایتون سویه  96 روی و همکاران 1گریزر
 PCRن، به وسیلههاجقاره  4از  روبروم

Fingerprinting،Amplified Fragment Length 

Polymorphism وRandom Amplified 

Monomorphic DNA Markers این . کردند تحقیق
دادند  مورفولوژی کلنی متنوعی را نشان می ها سویه

مورفیسمی  هیچ پلی ها که هیچ یک از این متد در حالی
میرهندی و  2008 در سال. ]9[ را آشکار نکرد

ی ها طی تحقیقی با روش واکنش زنجیر همکاران
تقویت  را SrDNA-ITS2ITS1-5.8 مراز نــاحیه پلی

مورد هضم  MvaΙ و سپس به کمک آنزیم کردند
با این روش موفق به  ها آن.اندونوکلئازی قراردادند

و  برومترایکوفابتون روشناسایی و افتراق 
عباس تبار . ]10[ شدند ترایکوفایتون منتاگروفایتیس

ی ها حقیقی در مورد درماتوفیتنیز ت و همکاران
-ß روی ژن مولد ها آن .ایران داشتند بیماریزا در

Tubulin  متمرکز شدند و از روشRFLP  استفاده
همچنان  را کوفایتونیترای ها نتیجه گونهر د .کردند

امل عفونی در کشور قلمداد ترین عو یکی از برجسته
مارکر ژنتیکی مفیدی  ßT2 ژن ها به نظر آن .کردند

 است ها جهت مطالعات اپیدمیولوژیکی درماتوفیت
این امکان وجود دارد که بیماران مبتلا به . ]11[

                                                 
1 Graser  

ی ها درماتوفیتوزیس به طور فردی به وسیله سویه
به ویژه بیمارانی با عفونت  .گوناگون مبتلا شده باشند

، که یک استعداد ترایکوفایتون روبروماخن ناشی از ن
را نسبت به این ارگانیسم  ها ژنتیکی دارند که آ ن

 یزدانپرست و همکاران. ]13،12[ دکن میآسیب پذیر 
ترایکوفایتون سویه مختلف یا بیشتر از  2تعداد 
از  ها از یک ناحیه عفونی گزارش کردند، آن روبروم

تایپینگ انتخاب کردند و کلنی برای  5هر پلیت کشت، 
برای  PCR به وسیله یک روش مبتنی بر ها سویه

 ی ژنها از تکرار NTS تعیین تعداد عوامل تکراری در
rRNA د کرد که در هانتایج پیشن .آنالیز شدند
 ی مختلفی درگیر هستندها ی ناخن سویهها عفونت

ی ها ی آتی نوکلئوتید بر اساس باندها آزمایش. ]2[
یی را نسبت به ها اهده شده، بینشاختصاصی مش

ی ممکن در مورد این ها ساختار ژنتیکی و عملکرد
د و روشن است کن میفراهم نواحی ژنی اشغال شده 

 انواعکه موجب درک بیشتر روابط ژنتیکی بین 
تشخیص  د وشو می ها ترایکوفایتونمختلف 
تر  تر و سریع نی بهتر، دقیقی انساها درماتوفیت
 3با  RAPD در این مطالعه از تکنیک .گیرد صورت می

پرایمر مختلف با توالی تصادفی، جهت تایپینگ 
ترایکوفایتون ی حساس و مقاوم ها مولکولی ایزوله

   .گردیداستفاده  روبروم
هدف از این پژوهش بررسی رابطه الگوی ژنتیکی و 

ی ها در ایزوله فلوکونازولحساسیت به داروی 
 بود، که از روش ترایکوفایتون روبرومکلینیکی 
RAPD  استفاده شد، به این امید که بتوان
ی حساس و ها یی در الگوی ژنتیکی نمونهها تفاوت

  .مقاوم یافت
  

   روش کار
فی بوده است و شامل توصی نوع مطالعه گروه حاضر،

  .باشد مراحل زیر می
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  ها آوری میکروارگانیسم جمع) الف
مبتلا به بیمار  22از  ترایکوفایتون روبرومی ها جدایه

کننده به آزمایشگاه  مراجعه درماتوفیتوزیس
شکی دانشکده بهداشت دانشگاه شناسی پز قارچ
ی تخصصی ها پزشکی تهران و آزمایشگاه علوم
. آوری شد به طور اتفاقی جمعشناسی در تهران  قارچ
شده ابتدا در محیط کشت ی جداها قارچ

سابورودکستروزآگار حاوی کلرامفنیکل و 
د کشت داده شد و مشخصات سیکلوهگزامی

، سپس مورد بررسی قرار گرفت ها کوپی آنماکروس
مشخصات  1با استفاده از روش اسلایدکالچر

  .میکروسکوپی نیز تأیید شد
نسبت به داروی  ها تعیین حساسیت جدایه) ب

  فلوکونازول
 که در سال 2ماکرودیلوشن در این مرحله روش آگار

ی شد و معرف 4مکنزی و 3پروکتور توسط 1989
ر مطالعات خود آن را به کار چندین محقق دیگر نیز د

 آنجایی که حلالاز . ]14-17[ استفاده گردید اند، برده
DMSO به  ها تا حدودی روی رشد درماتوفیت

حال آنکه  ،خصوص در پلیت و آگار تأثیر منفی دارد
استون با توجه به اینکه فراّر نیز هست فاقد چنین 

، رقت %50کمک حلال استون  به، ]16-18[اثری ست 
لیتر از داروی فلوکونازول به  گرم در میلی میلی 10

وسیعی  دامنهدر ابتدا از  .عنوان محلول مادر تهیه شد
در  .از غلظت دارو جهت تعیین حساسیت استفاده شد

 25لیتر و  میکروگرم در میلی 50ی ها غلظت
 ها لیتر از دارو، برخی نمونه میکروگرم در میلی

دیت چشمگیری در رشد داشتند و در غلظت محدو
به دلیل  .فاقد رشد بودند لیتر میلیمیکروگرم در  50

 50ی حساس در غلظت ها له رشد کلنیها  اینکه قطر
دارو به صفر رسید پس این  لیتر میلیمیکروگرم در 

غلظت برای دارو جهت تعیین  غلظت بیشترین
                                                 
1 Slide Culture 
2 Agar Macrodilution 
3 Proctor  
4 Mackenzie  

 1از طرفی در غلظت  .حساسیت در نظر گرفته شد
اولین آثار تاثیر دارو دیده  لیتر میلیمیکروگرم در 

از دارو،  لیتر میلیمیکروگرم در  5/0شد و در غلظت 
له رشد ها  طری حساس هم از نظر قها همین نمونه

بنابراین روی . نداشتند فرقی با نمونه شاهد
میکروگرم  50 و 25 و 5/12 و 25/6 و 1ی ها غلظت

، 1ی ها ه رقتجهت تهی .تمرکز شد لیتر میلیدر 
، به لیتر میلیمیکروگرم در  50و  25، 5/12 ،25/6

از محلول میکرولیتر  100و  50، 25، 5/12، 2ترتیب 
استریل  SCCسی سی محیط کشت  20مادر به 

 موجود در لوله آزمایش، در شرایط استریل و در
به  ها سریعاً این محیط. دمای مناسب اضافه گردید

همچنین جهت ارزیابی اثر  .منتقل شدند ها داخل پلیت
ضد قارچی استن از پلیت کنترل حاوی حلال استن نیز 

اضافه  ها میزان استنی که به این پلیت. استفاده شد
، به ی حاوی دارو بودها برابر با استن پلیت ،شده بود

میکروگرم در  1عنوان مثال برای پلیت کنترل رقت 
شت به محیط کمیکرولیتر استن  2دارو  لیتر میلی

ی تعیین ها بعد از آماده شدن محیط. دگردیضافه ا
 متری از میلی 6 پانچر حساسیت، با استفاده از

 ها روز از کشت آن 7یی که تقریباً ها سوش
 ها یی برداشته شد و به این محیطها گذشت تکه می

ی تعیین حساسیت به همراه ها این محیط. منتقل شد
رل حاوی یک پلیت شاهد فاقد دارو و یک پلیت کنت

روز در  10، به مدت سوشحلال استن برای هر 
 10بعد از . درجه سانتی گراد انکوبه شدند 30دمای 

ی قارچی با استفاده ها روز درصد کاهش رشد جدایه
  . از فرمول زیر محاسبه گردید

100×  
اندازه قطر کلنی در محیط حاوی 

  درصد کاهش رشد=   اندازه قطر کلنی شاهد–دارو
  قطر کلنی شاهداندازه  -6

  

ی متفاوت ها با توجه به درصد کاهش رشد در غلظت
بـه داروی   هاسوش درجه حساسیت و مقاومت دارو، 

  . ]16-18[ فلوکونازول تعیین گردید
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  DNAاستخراج ) ج
 روی محیط کشت سابورودکستروزآگار ها سویههمه 

و سیکلوهگزامید  )W/V05/0%( حاوی کلرامفنیکل
)W/V05/0%( ) کشتمحیط SCC ( کشت داده

. روز انکوبه شدند 10برای  C°25شدند و در دمای 
گرم از  2 تا 1ون چینی نیتروژن مایع به ها  در یک

، به مقداری که کاملا روی اضافه شد میسلیوم قارچی
به خوبی با  ها سلول. آن را بگیرد و آن را خشک کند

ژنومی به  DNA .ون آسیاب و پودر شدندها  دسته
توصیف کردند،  و همکاران 1سال دلشی که وسیله رو

طور خلاصه  به. ]19[ با اندکی تغییرات استخراج شد
 10mM شامل( lysis buffer میکرولیتر 500

 ،pH: 8با ) Tris/HCl( تریس-اسیدکلریدریک

EDTA1 به میزانmM ،1%SDS 100 وµg از 
proteinase K ml -1(  در یک تیوب اپندورف به این

 1دت مخلوط به م .اضافه گردیدپودر میسلیومی 
 گراد انکوبه شد، درجه سانتی 37ساعت در دمای 

 10 اضافه و به مدت NaCl5M میکرولیتر از 200
. قرار گرفت گراد درجه سانتی 65دقیقه در دمای 

میکرولیتر استیل تری متیل آمونیوم  100سپس 
 20اضافه و انکوباسیون برای  10%(w/v) بروماید

 RNase .جه سانتی گراد ادامه یافتدر 65دقیقه در 

A ییهابا غلظت نg ml -1 µ50 به محلول زده شد و 
گراد قرار داده   درجه سانتی 37ساعت در  1به مدت 

شد و سپس با یک حجم مساوی از 
} v/v 1:24:25)({ایزوآمیل الکل /کلروفرم/فنل

 4دقیقه در  15برای  g 12000استخراج شد و در 
بار  3این مرحله . تریفیوژ شدگراد سان درجه سانتی

انول سرد در پروپ -2با دو حجم از  DNA .تکرار شد
دقیقه متراکم  20گراد برای  درجه سانتی -20دمای 

% 70میکرولیتر اتانول  500شد، برای دو بار در 
 میکرولیتر از بافر 100شستشو شد، خشک شد، و در 

TE )40 mM Tris/HCl pH:8, 2mM EDTA ( حل
استخراج شده به وسیله  DNA غلظت. شد

                                                 
1 Del-Sal 

تخمین زده  nm 260گیری جذب نوری در  اندازه
 . ]1[ شد

   RAPD-PCR)د
 پرایمر زیر استفاده گردید 3جهت انجام واکنش از 

  ).1جدول ( ]21،20[
  ها توالی نوکئوتیدی پرایمر. 1 جدول

  نام پرایمر توالی پرایمر
5’-GGTTCTGGCA-3’  پرایمرA 
5’-AAGAGCCCGT-3’  یمرپراB  
5’-AACGCGCAAC-3’  پرایمرC  

  

 Master mix)1 ):ییهاغلظت نxPCR Buffer، 
3mM از Mgcl2،0.5 mM  مخلوط 

dNTPs،20pmol  از primer،Taq DNA 

polymerase  2 قداربه مµ،  10ng ازDNA 
   .بود µ25یی هاحجم کلی ن، استخراج شده

میکروتیوپ حاوی مواد فوق داخل دستگاه 
 .داده شد و سیکل زیر آغاز گردیدترموسایکلر قرار

دقیقه و در  4در ابتدا مرحله واسرشت اولیه به مدت 
رحله گراد، در ادامه م درجه سانتی 95دمای 

درجه  94ای در دمای  ثانیه 50سیکل  38واسرشت با 
 1سیکل  38اتصال به تعداد  گراد، سپس مرحله سانتی
 B، 36 و Aای که دمای آن در کار با پرایمر  دقیقه

درجه  C، 30 گراد و در کار با پرایمر درجه سانتی
مرحله بعدی مرحله ساخت شامل . گراد بود سانتی

درجه سانتی گراد،  72دقیقه ای در دمای  1سیکل  38
دقیقه و  10ن و در پایان مرحله ساخت پایانی با زما

را کامل  PCRگراد واکنش  درجه سانتی 72دمای 
از دستگاه،  ها وتیوپکردن میکر  عد از خارجب. کرد

توسط  DNAی تکرار و تکثیر ها جداکردن فرآورده
. انجام شد% 2روی آگاروز ژل  الکتروفورز بر

 صورت گرفت (EB) آمیزی با ایتیدیوم بروماید رنگ
 و ها جهت مشاهده باند UV Transilluminator و از

Polaroid Camera برداری زیر نور جهت عکس UV 
 UVIDocMw اده از نرم افزاربا استف. استفاده شد
، SPSS سپس در نرم افزار. تعیین شد ها اندازه باند
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ی آن معرفی گردید و این ها هر ایزوله به همراه باند
 ها برای ایزوله نرم افزار با استفاده از این اطلاعات

  . درخت فیلوژنی ترسیم کرد
  

  ها یافته
 ،ها هسویحساسیت و مقاومت معیار برای تعیین 

در مرحله تعیین  .]22[ بوده است دیفیوژن دیسک
تا  1ی شماره ها ایزوله: یج حاصل شداحساسیت این نت

با درصد کاهش رشد حساس به فلوکونازول  12
 50در غلظت یا خیلی نزدیک به آن،  100%

 25که در غلظت  هستند لیتر میلیمیکروگرم در 
از دارو نیز مقدار درصد  لیتر میلیمیکروگرم در 

در مقایسه با پلیت شاهد پس از  ها شد آنکاهش ر
ی ها بوده و در غلظت% 60انجام محاسبات بیشتر از 

 .تر دارو نیز درصد کاهش رشد بالایی داشتند پایین
با  فلوکونازولمقاوم به  22تا  13ی شماره ها سوش

در غلظت ، یا نزدیک به آن %0درصد کاهش رشد 
اهش درصد ک .هستند لیتر میلیمیکروگرم در  50

میکروگرم  25ی مقاوم در غلظت ها رشد این ایزوله
ی ها و در غلظت بود% 50دارو کمتر از  لیتر میلیدر 
 3 با هر .داشتند رشد چشمگیریتر دارو نیز  پایین

ی ها پرایمر الگوی تکثیریافته متفاوتی بین نمونه
ای از مقایسه  خلاصه. حساس و مقاوم مشاهده شد

- ایزوله RAPD-PCR تی موجود در محصولاها باند

 در جداول C,B,Aی ها ی مقاوم و حساس با پرایمرها 
  . آورده شده است 4و  3و  2

  

  Aهای مقاوم و حساس در کار با پرایمر  حاصل از نمونه RAPD-PCRها در محصولات  خلاصه ای از مقایسه باند. 2جدول 
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0

  64
0

  70
0

  76
0

  84
0

  88
0

  92
0

  11
10

  12
40

  13
90
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40

  

  )bp( باند

های  نمونه  0%  0%  0%  0%  0%  0%  25%  0%  0%  25%  0%  25%  0%  25%  0%  25%
  حساس

های  نمونه  20%  20%  30%  30%  20%  50%  0%  60%  20%  0%  30%  0%  20%  0%  40%  0%
  مقاوم

  

  Bکار با پرایمر های مقاوم و حساس در  حاصل از نمونه RAPD-PCRها در محصولات  خلاصه ای از مقایسه باند .3جدول 
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0

  49
0
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0

  58
0

  60
0

  71
0

  88
0

  99
0

  13
70

  15
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  26
90

  

  )bp( باند

  های حساس نمونه  0%  25%  0%  0% 0% 0% 25% 0% 25% 0%  0%  0% 0%
  های مقاوم نمونه  20%  0%  20%  30% 20% 20% 0% 20% 0% 20%  20%  20% 20%

  

  Cهای مقاوم و حساس در کار با پرایمر  حاصل از نمونه RAPD-PCRها در محصولات  خلاصه ای از مقایسه باند .4جدول 
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  )bp( باند

0%  0%  0%  0%  0%  33/
33%  

0%  0%  66/
41%  

0%  0%  0%  33/8%  

های  نمونه  0%
  حساس

های  نمونه  20%  40%  20%  20%  20%  0%  20%  50%  10%  20%  40%  20%  20%  20%
  مقاوم

 
به  ها ی حساس، همه جدایهها در نمونه A با پرایمر

با  9جدایه شماره . جواب دادند 12جز جدایه شماره 
ی ایجاد شده را دارد و ها باند حداقل تعداد باند 2

باند 12و  13به ترتیب با  7و  11ی شماره ها جدایه
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هم چنین الگوی . درا ایجادکردن ها ایجادی حداکثر باند
ی حساس با یکدیگر ها یک از جدایهثیریافته هیچتک

 و 570و  640 و 810و  840ی ها باند .یکسان نیست
 %25با فراوانی نسبی ) bp( 320و  460و  470

. اند ی حساس داشتهها بیشترین بیان را در نمونه
و  1460و  1580و  2150و  3810یی مانند ها باند

 500 و 540 و 680و  830و  1100و  1190 و 1300
و  130و  220و  250و  270و  350 و 400و  450و 

110 )bp ( کدام فقط در ، هر%33/8با فراوانی نسبی
، ها در بین باند .ی حساس بیان شدندها یکی از جدایه

دارای فراوانی نسبی  یی وجود دارند کهها باند
ی مشابه مشاهده ها باشند ولی در جدایه مشابهی می

ی ها در نمونه Aپرایمر با ). a-1شکل (اند  نشده
جواب  18به جز جدایه شماره  ها مقاوم، همه جدایه

باند حداقل تعداد  2با  17جدایه شماره . دادند
 11با  15ی ایجاد شده را دارد و جدایه شماره ها باند

الگوی . را ایجاد نمود ها باند ایجادی حداکثر باند
گوی ال. کاملاً یکسان است 21و  20ی ها مولکولی جدایه
مشابه یکدیگر  15و  14و  13 یها مولکولی جدایه

با فراوانی  bp 760 باند .بوده ولی یکسان نمی باشد
یی ها باند. بیشترین بیان را داشته است %60نسبی 
 850و  900و  930و  1040و  1360و  1500مانند 

با ) bp( 350و  460و  600و  630و  740و  800و

ط در یکی از ، هر کدام فق%10فراوانی نسبی 
یی ها ، باندها در بین باند .ی مقاوم بیان شدندها جدایه

که دارای فراوانی نسبی مشابهی وجود دارند 
ی مشابه مشاهده نشده ها باشند ولی در جدایه می
در نسبت فراوانی  Aضمناً با پرایمر ). b-1شکل (اند 

حساس و مقاوم اختلاف ی ها در نمونه ها تمامی باند
بیشترین اختلاف نسبت . ای دیده شد قابل ملاحظه
و % 60ی حساس و مقاوم ها در نمونه ها فراوانی باند

و  3810مانند  ها برخی باند .بود bp760در باند 
و  1000و  1100و  1280و  1460و  1630و  2150

و  400و  450 و 500و  590و  690و  790و  890
 یی بودند کهها ، باند)bp( 110 و 130 و 250و  320

یی ها ی حساس دیده شدند و باندها فقط در نمونه
 و 1110و  1240و  1340و  1390و  1500مانند 

 و 600و  700و  760 و 800و  850 و 900و  930
یی بودند که فقط در ها ، باند)bp( 440و  560
نشان از  ها این باند .ی مقاوم مشاهده شدندها نمونه

والگوی  به دارو ها سوشوجود ارتباط بین مقاومت 
نتیجه وجود ارتباط بین مقاومت  و در ها ژنتیکی آن

 ها حاصل از آن RAPDبه دارو و الگوی  ها سوش
ند اختصاصی حساس توان می ها باند بنابراین، این. دارد

  ).1شکل (را از هم تفکیک کنند  ها و مقاوم شوند و آن

(b)                                                      (a) 

   
-4-5-7-9-10های  های حساس با شماره مربوط به نمونه) a( تصویر سمت راست): Aبا پرایمر(  روی ژل الکتروفورز RAPD-PCRمحصولات . 1شکل 

  .می باشد13- 14-15-20-19-21های  های مقاوم با شماره مربوط به نمونه) b( و تصویر سمت چپ 2-1
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به  ها جدایه ی حساس، همهها در نمونه B با پرایمر
. جواب دادند 12 و 11 و 3ی شماره ها جز جدایه

ی ها باند حداقل تعداد باند 1با  6جدایه شماره 
باند ایجادی  8 با 4شده را دارد و جدایه شماره ایجاد

چنین الگوی هم. را ایجادکرده است ها حداکثر باند
با یکدیگر یکسان  8و  7ی شماره ها تکثیریافته جدایه

با ) bp( 510 و 600 و 1090 و 1500 یها باند. است
ی ها بیشترین بیان را در نمونه% 25فراوانی نسبی 
و  1790 و 2070 و 3090 یها باند. اند حساس داشته

و  590 و 720 و 840 و 890 و 970و  1010 و 1350
، هر کدام % 33/8با فراوانی نسبی ) bp( 300و  450

در بین . دی حساس بیان شدنها فقط در یکی از جدایه
که دارای فراوانی نسبی یی وجود دارند ها ، باندها باند

ی مشابه مشاهده ها باشند ولی در جدایه مشابهی می
ی ها در نمونه B با پرایمر). a-2شکل ( اند نشده

 و 15ی شماره ها به جز جدایه ها مقاوم، همه جدایه
باند حداقل  1با  21جدایه شماره . جواب دادند 16

ی شماره ها ی ایجاد شده را دارد و جدایهها تعداد باند
 را ایجاد ها حداکثر باند باند ایجادی 11 با 14و 13

ی شماره ها هم چنین الگوی تکثیریافته جدایه. اند کرده
با  bp 990 باند. با یکدیگر یکسان است 14و  13

ی ها بیشترین بیان را در نمونه %30فراوانی نسبی 
 و 1400 و 1790 و 2000 یها باند. مقاوم داشته است

با فراوانی ) bp( 610و  720و  1090 و 1160 و 1250
ی مقاوم  ها کدام فقط در یکی از جدایه، هر%10نسبی 

که یی وجود دارند ها ، باندها در بین باند. بیان شدند
ولی در  ،باشند دارای فراوانی نسبی مشابهی می

 با. )b-2شکل (اند  ابه مشاهده نشدهی مشها جدایه
نیز وجود ارتباط بین مقاومت  Bاستفاده از پرایمر

. دیده شد ها حاصل از آن RAPDالگوی  و ها سوش
ی حساس ها در نمونه ها در نسبت فراوانی تمامی باند

. وجود داشتای  و مقاوم اختلاف قابل ملاحظه
 bp 990و در باند % 30اختلاف میزان این بیشترین 

 و 920 و 1010 و 1500 و 3090یی مانند ها باند. بود
فقط در ) bp( 330و  510و  600و  650 و 840
 و 2690 یها ی حساس دیده شدند و باندها نمونه
 710 و 880 و 990 و 1160 و 1250 و 1400و  2000

یی هستند ها ، باند)bp( 230و  325و  490 و 610 و
بنابراین . ی مقاوم دیده شدندها که فقط در نمونه

د اختصاصی حساس و مقاوم شوند نتوان می ها این باند
  . )2شکل (از هم تفکیک کنند را  ها و آن

(b)                                                      (a) 
    

  
  
  
  
  
  
  
  
  

  با ( روی ژل الکتروفورز RAPD-PCRمحصولات  - 2تصویر شماره
های  نمونهمربوط به ) b( و تصویر سمت چپ 1-2-5-6- 7-8- 10های  با شمارههای حساس  مربوط به نمونه) a( تصویر سمت راست): Bپرایمر. 2شکل 

  .می باشد 13-14-20-17-19-21های  مقاوم با شماره
  

باند  ها ی حساس، همه جدایهها در نمونه C با پرایمر
باند  1با  12و  2ی شماره ها جدایه. ایجاد کردند

 ی ایجاد شده را دارند و جدایهها حداقل تعداد باند
 را ایجاد ها حداکثر باند باند ایجادی 8 با 10شماره 
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ی ها هم چنین الگوی تکثیریافته جدایه. کرده است
با  bp 840 باند. با یکدیگر یکسان است 5و  4شماره 

ی ها بیشترین بیان را در نمونه %66/41فراوانی نسبی 
و  2230 و 2370یی مانند ها باند. حساس داشته است

 و 1240 و 1370 و 1430 و 1500 و 1560 و 1700
 و 580 و 690 و 770 و 850 و 950 و 1010 و 1160

با فراوانی نسبی ) bp( 250و  300و  440 و 510
ی حساس ها ، هر کدام فقط در یکی از جدایه33/8%

که یی وجود دارند ها ، باندها در بین باند .بیان شدند
باشند ولی در  دارای فراوانی نسبی مشابهی می

با . )a-3شکل (اند  ی مشابه مشاهده نشدهاه جدایه
باند  ها ی مقاوم، همه جدایهها در نمونه C پرایمر

 16و  15، 14، 13ی شماره ها جدایه. ایجاد کردند
تعداد  21 و 20و  17ی شماره ها باند و جدایه 5تعداد 

 19و  18ی ها باند و جدایه 7تعداد  22باند و جدایه  6
ی ها الگوی تکثیریافته جدایه. باند ایجاد کردند 8تعداد 

چنین هم. با یکدیگر یکسان است 19 و 18شماره 
شبیه به  22و  21ی شماره ها الگوی تکثیریافته جدایه

 bp یک باند 22یکدیگر است، ولی در جدایه شماره 
. فاقد آن است 21وجود دارد که جدایه شماره  610
ا بیشترین بیان ر %50با فراوانی نسبی  bp 810 باند

یی مانند ها باند. ی مقاوم داشته استها در نمونه

و  960 و 1000و  1120و  1260و  1320و  1400
با فراوانی نسبی  430 و 480و  610و  800و  900

ی مقاوم بیان ها ، هر کدام فقط در یکی از جدایه10%
که یی وجود دارند ها ، باندها در بین باند. شدند

باشند ولی در  دارای فراوانی نسبی مشابهی می
با ). b-3شکل (اند  ی مشابه مشاهده نشدهها جدایه

در  ها در نسبت فراوانی تمامی باند Cپرایمر 
ای  حساس و مقاوم اختلاف قابل ملاحظهی ها نمونه

در  ها بیشترین اختلاف نسبت فراوانی باند .دیده شد
 bp 810 و در باند% 50ی حساس و مقاوم ها نمونه

را مبنی بر آثاری  توان مییز در این مورد ن. دبو
 RAPDو الگوی  ها سوشوجود ارتباط بین مقاومت 

و  2230و  2370یی مثل ها باند. یافت ها حاصل از آن
و  950و  1240 و 1360و  1450و  1560و  1700

و  300و  400 و 440و  510و  580و  700و  840
250 )bp(ی ها که فقط در نمونه یی بودندها ، باند

و  1400و  1620ی ها ه شدند و باندحساس دید
و  900و  1000و 1060و  1120و  1260و  1300

، فقط در )bp( 380 و 480و  600و  720و  830
 ها بنابراین این باند. ی مقاوم مشاهده شدندها نمونه
را  ها ند اختصاصی حساس و مقاوم شوند و آنتوان می

  ). 3 شکل(از هم تفکیک کنند 
  

(b)                                                      (a) 

  
  

 6-8-9-11-12های  های حساس با شماره مربوط به نمونه) a(تصویر سمت راست ): Cبا پرایمر ( روی ژل الکتروفورز  RAPD-PCRمحصولات . 3شکل 
 .می باشد 16-17-21-22های  های مقاوم با شماره مربوط به نمونه) b(و تصویر سمت چپ 
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یی در الگوی ژنتیکی ها پرایمر تفاوت 3ر کل با هر د
که وجود ارتباط  ی حساس و مقاوم دیده شدها نمونه

 ها به دارو و الگوی ژنتیکی آن هاسوش بین مقاومت 
به  ها سوشو در نتیجه وجود ارتباط بین مقاومت 

 .کرد را ثابت می ها حاصل از آن RAPDو الگوی دارو 
آن  bp 760 فراوانی باندکه اختلاف نسبت  A پرایمر

کیک ، جهت تفبود% 60ی حساس و مقاوم ها نمونهدر 
که با  C رسد و به ترتیب پرایمر مناسب به نظر می

ی موجود باند تشکیل داد و اختلاف ها همه جدایه
ی حساس ها آن در نمونه bp 810 نسبت فراوانی باند

نیز با اختلاف نسبت  Bبود و پرایمر % 50و مقاوم 
ی ها جهت تفکیک نمونه bp 990 در باند% 30ی فراوان

در  .د مناسب باشدتوان میحساس و مقاوم 
و با استفاده  SPSSدندروگرامی که توسط نرم افزار 

 ترسیم شد، Aبا پرایمر  ها هجدایی مولکولی ها از الگو
. گروه قرار گرفتند 3، در %15 در سطح ها سوش

گروه  ،21و  20ی شماره ها هجدایشامل گروه اول 
و گروه سوم شامل  15، 14، 13ی ها هجدایدوم شامل 

-3-16-2-19-10-17-9-18-12-5-4ی ها هجدای
  .)a– 4 شکل( بودند 22-1-6-7-8-11

به دست آمده از  RAPDی ها در دندروگرام الگو
، در B با پرایمر ترایکوفایتون روبرومی ها سوش
. گروه را تشکیل دادند 4 ها جدایه% 10 سطح
 8 و 7 یها هجدایدر گروه اول،  14و  13ی اه هجدای

در گروه سوم و سایر  4 شماره شوس در گروه دوم،
-21-6-22-20-1-18-5-2-9-17-19-10( ها هجدای
رم قرار گرفتند هادر گروه چ) 12-11-3-16-15

به  RAPDی ها در دندروگرام الگو .)b-4 شکل(
با  ترایکوفایتون روبرومی ها سوشدست آمده از 

گروه تشکیل  4 ،%15 در سطح ها هجدای، Cرپرایم
گروه  ،19 و 18ی ها سوشگروه اول شامل . دادند

، گروه سوم شامل 22 و 21ی ها سوشدوم شامل 
 و 12 و 2 و 7 و 1 و 9 و 8 و 17 و 13 و 6ی ها هجدای

 و 14ی ها هجدایرم شامل ها، و گروه چ11 و 16 و 3
  .)c-4شکل ( بود 10 و 5 و 4 و 20 و 15

  

  
  Aبا پرایمر ترایکوفایتون روبرومهای  هسویبه دست آمده از  RAPDهای  دندروگرام الگو .)a-4( شکل
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   Bبا پرایمر ترایکوفایتون روبرومهای  هسویبه دست آمده از  RAPDهای  دندروگرام الگو. )b-4(شکل

  

  
  Cبا پرایمر روبرومترایکوفایتون های  سوشبه دست آمده از  RAPDهای  دندروگرام الگو). c-4(شکل 

  

  بحث
ی پروتئولیتیک ها ی درماتوفیت دارای آنزیمها قارچ

به نام کراتیناز هستند که این آنزیم سبب هضم 
شده و مو و ناخن و قسمت شاخی پوست کراتین 

قارچ از این ماده و سایر عناصر جهت ضمن اینکه 
طبقه شاخی پوست کلنی در  ،دکن میتغذیه استفاده 

از طریق  فلوکونازولداروی . ]23[ دده میتشکیل 
ر مراحل بیوسنتز ارگوسترول، رشد دیواره هام
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و باعث اختلال در د کن میر هاسلولی قارچ را م
عدم حفاظت و حمایت از سلول  عملکرد دیواره قارچ،

یکی از مهمترین . ]3[ دشو میو در نتیجه مرگ سلول 
ی ها ی قارچی پاسخها دلایل شکست در درمان بیماری

به دارو  ها تفاوت یا درجه مقاومتی است که قارچم
ای  بطهبا هدف یافتن را مطالعهاین . ]2[ندده مینشان 

ی ها نمونهبین الگوی ژنتیکی و حساسیت به دارو در 
ی ها ، بر روی جدایهترایکوفایتون روبرومی بالین
ن مبتلا به درماتوفیتوزیس شده از بیمارا آوری جمع

گاه قارچ شناسی پزشکی کننده به آزمایش مراجعه
دانشکده بهداشت دانشگاه علوم پزشکی تهران و 

در ، ی تخصصی قارچ شناسی در تهرانها آزمایشگاه
آزمایشگاه تحقیقاتی ارشد میکروبیولوژی دانشکده 
 . علوم دانشگاه آزاد اسلامی واحد کرج صورت گرفت

ی مولکولی به نحو ها ی اخیر روشها در سال
ی قارچی و ها ونتی در تشخیص عفچشمگیر

 مورد استفاده قرار گفته است ها ی آنها گونه
 نمیرزاحسینی و همکاراای  در مطالعه .]25،24[

را در سرعت بخشیدن به  PCR-RFLP عملکرد
ی پاتوژن مهم کلینیکی مورد ها تشخیص درماتوفیت
نتیجه گرفتند محصولات  ها آن .بررسی قرار دادند

PCR ی ها اختصاصی و الگوRFLP اصل از اثر ح
 HaeIII و MvaI، HinfI ی محدودکنندهها آنزیم

روز  10-5 ی درماتوفیتی کهها هجدایتشخیص سریع 
در سطح جنس و گونه گذرد را  می ها از کشت آن

در این تحقیق  ها ژن هدف آن .نماید امکان پذیر می
در  .]26[شت قرار دا rDNAاز  ITSروی ناحیه 

 RFLPرضائی ماتکلائی با کمک تکنیک دیگری  همطالع
پایه گذاری  rDNA ITS دو تحقیق که بر روی نواحی

ی مختلف ها او توانست بین گونه. شده بود انجام داد
یی مشاهده کند و ها در ایران تفاوت ها درماتوفیت

 و ساختار ی مبتنی بر عملکردها بیان کرد که روش
DNA بیشترین کمک را در تشخیص و نشان دادن 

در  .]27[ خواهد کرد ها قرابت ژنتیکی درماتوفیت
ی ها با همین تکنیک که ژن این محقق تحقیق دیگر

و  ß-tubulinمسئول در ساخت  )BT2(هدف آن 
)TEF1 ( مسئول در ساخت فاکتورà-1 بودند ،

ترایکوفایتون را از  تون تونسورانسیترایکوفاتوانست 
با به  ارانعباس تبار و همک .]28[ جدا کند اکوئینیوم
 ,Mwol, Alw21I یها اندونوکلئاز کارگیری

HpyCH4V که بر روی ژن مولد ß-tubulin  اثر
را از  ترایکوفایتون روبرومگذاشتند توانستند  می
 ترایکوفایتون تونسورانس، کوفایتون اینتردیجیتالیترا
  .]29[ تفکیک کنند ترایکوفایتون ویولاسئومو 

که مبتنی بر  )PCR( ای پلیمراز واکنش زنجیره
باشد در سال  پلیمراز می DNAاستفاده از آنزیم 

این روش . ز رسانی شدبه رو 1988ابداع و در  1985
جهت  ها ترین تکنیک ترین و اختصاصی یکی از حساس
. ]30-32[ ی مهم در پزشکی استها تشخیص قارچ

ای در  تنوع داخل گونه و همکاران 1جکسونبرای مثال 
 را به وسیله گسترش ون روبرومترایکوفایتی ها سویه

از ناحیه  TRS-1)(عوامل جزئی تکراری متوالی به نام 
، )NTS(به نام  rDNAفاصله انداز رونویسی نشده 

 101در  TRS-1 PCR تیپ 21توصیف کردند که 
و  2کامیاهمچنین . ]33[ ی شناسایی شدبالینه جدای

ه جدای 252در  TRS-1 PCRاز  نوع 17 ،همکاران
یزدانپرست دو یا تعداد . ]34[ شاهده کردندی مبالین

را به  ترایکوفایتون روبرومبیشتری سویه مختلف 
برای تعیین تعداد  PCRوسیله یک روش مبتنی بر 

 rRNAی ژن ها از تکرار NTSعوامل تکراری در 
او با انجام این آزمایش دریافت که در  .آنالیز کرد

 ستندی مختلفی درگیر هها ی ناخن سویهها عفونت
]2[ .  

باشد  می PCR ،RAPD-PCRی ها یکی از انواع روش
. که تکثیر تصادفی قطعات ژنوم را به همراه دارد

ند که بالاترین شو مییی متصل ها به محل ها پرایمر
را  ها داده شده به آن PCRهمولوژی تحت شرایط 

اخیراً این روش برای مطالعات تشخیصی . دارند

                                                 
1 Jackson  
2 Kamiya  
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 ،به کار گرفته شده ها ممولکولی برخی میکروارگانیس
متفاوتی ایجاد کند  یها د الگوتوان میزیرا این روش 
 استفاده شوند ها بندی میکروارگانیسم که برای طبقه

ای که باید در مطالعه با استفاده از این  نکته. ]36،35[
روش مورد توجه قرار داد تغییرات غیر حقیقی است 

ت کوچکی در د و در اثر اختلافاده میکه در نتایج رخ 
الگو، غلظت  DNAشرایط واکنش نظیر غلظت 

، غلظت یون PCRی مراحل مختلف ها پرایمر، دما
یکی دیگر از . ]1[ دشو میمنیزیم ایجاد 

ی این پژوهش و به طور کلی این ها محدودیت
روش، انجام مراحل مختلف تحقیق در شرایط استریل 

چنانچه در یکی از مراحل کشت، تعیین . است
میکروارگانیزمی  PCRو یا  DNA ، استخراجحساسیت

در  آن DNA ،مورد آزمایش شود همراه ایزوله
 اًضمن. نتایج آزمایش خطا ایجاد خواهد کرد

جنس و  بیمار و تشخیص اولیهزاقارچ  گیری نمونه
 ،یت دقت صورت گیردهاباید با نگونه درماتوفیت 
ی ها و به خصوص درماتوفیت ها چون درماتوفیت

ی ماکروسکوپی و ها شباهتوفایتون ترایکجنس 
یکروسکوپی به یکدیگر دارند و تشخیص اشتباه باعث م

  .خطا در آزمایشات خواهدشد
ترایکوفایتون مطالعاتی که تا به حال بر روی قارچ 

 ،صورت گرفته RAPD-PCRو به روش  روبروم
همگی در خصوص بررسی الگوی مولکولی 

الگوی مولکولی و مقایسه آن با  ترایکوفایتون روبروم
و تاکنون پژوهشی  بوده است ها سایر درماتوفیت

جهت بررسی رابطه الگوی ژنتیکی و حساسیت این 
 1لیو .قارچ به داروی فلوکونازول صورت نگرفته است

استفاده از دو پرایمر به سادگی سه  با ،و همکاران
ترایکوفایتون ، اپیدرموفایتون فلوکوزومقارچ 

ترایکوفایتون گرا و  انسانواریته  منتاگروفایتیس
بر طبق این . را از یکدیگر تفکیک دادند روبروم

 شدحاصل  RAPDمطالعه نتایجی که از تکنیک 
شت ندا  mtDNA RFLPی با نتایج آنالیزتعارض

                                                 
1 Liu  

طی تحقیقی بر روی  و همکاران 2ماچیزوکی. ]38،37[
ی انسانی از قبیل ها چندین گونه از درماتوفیت

 ترایکوفایتون منتاگروفایتیس، ترایکوفایتون روبروم
با  اپیدرموفایتون فلوکوزومواریته انسان دوست و 

پرایمر  5و توسط  RAPD-PCRاستفاده از روش 
را از  ها نوکلئوتیدی توانستند به طور واضح گونه10

ی ها نتیجه گرفتند که گونه ها آن هم تفکیک نمایند،
دوست درماتوفیتی به طور واضح توسط  انسان

RAPD-PCR 39[هستند  از هم قابل تشخیص[ .
را  RAPD-PCRتوانستند روش  و همکاران 3فاگی

به کار  ها ی مختلف درماتوفیتها برای تشخیص گونه
را با استفاده از  RAPD-PCRروش  ها آن. برند

به عنوان روش مناسب تشخیص  GACA (4(پرایمر 
  .]40[ معرفی کردند ها درماتوفیت

را  ترایکوفایتون روبروم سوش 30، و همکاران 4ژانگ
را  سوش 22 ها مطالعه کردند، آن RAPDبا روش 

 ی ناچیز یافتندها را با تفاوت سوش 8تمیز ندادنی و 
 6، در طی تحقیقی توسط و همکاران 5بیزا. ]41[

در این  C و Bی ها شامل پرایمر( پرایمر مختلف
ترایکوفایتون بر روی تایپینگ مولکولی ) مطالعه
مطالعه کردند  RAPDستفاده از تکنیک با ا روبروم

ر ی مقاله حاضها از پرایمر( که توسط دو پرایمر
جدایه  10ای در  پلی مورفیسم داخل گونه) نبودند

الگوی مولکولی  5مشاهده شد و توسط هر پرایمر، 
تحقیق خود  2006این گروه در سال . ]21 [ایجاد شد

ستفاده با ا ترایکوفایتون روبرومجدایه  67را بر روی 
از دو پرایمری که در مطالعه پیشین جواب مطلوبی 

 ها با بکارگیری یکی از پرایمر. داده بودند، ادامه داد
دوازده الگوی مولکولی و با پرایمر دیگر یازده الگوی 

در . ]1[ جدایه ایجاد گردید 67مولکولی در میان 
صورت  و همکاران 6سانتوزای که توسط  مطالعه

                                                 
2 Mochizuki  
3 Faggi  
4 Zhang  
5 Baeza  
6 Santose  
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فوق استفاده شد، توانایی و  ایمرگرفت و از دو پر
پروفایل  19. ثابت شد ها شایستگی هر دوی آن

با این  ترایکوفایتون روبرومی ها هسویمولکولی برای 
گروه دیگری از . ]42[ دهی شد شکل ها پرایمر

از این دو پرایمر جهت  2011محققین در سال 
به ترایکوفایتون روبروم ی بالینی ها سوشتشخیص 

استفاده کردند که نشان داد که  RAPDروش 
از لحاظ ژنتیکی با  )%3/87( ها هجدایتقریبا همه 

   .]43[ یکدیگر مرتبط اند
در  ها هجدایدر این مطالعه ابتدا حساسیت یا مقاومت 

گونه که  همان .تعیین شد فلوکونازولبرابر داروی 
میرعبداله الهی و معمارزاده نیز در مطالعات خود 

را در برابر  کوفایتون روبرومترایی ها سوشبرخی 
ی مورد آزمایش در ها داروی فلوکونازول با غلظت

این تحقیق حساس و برخی را مقاوم مشاهده کرده 
 ها هسویدر این تحقیق نیز برخی  .]17،16[ بودند

دلیلی  ها این یافته .حساس و برخی مقاوم نشان دادند
ترایکوفایتون است بر اینکه این دارو روی رشد 

یی که در غلظت ها سوش .استتأثیرگذار  ومروبر
از دارو رشد نکردند و در  لیتر میلیمیکروگرم در  50

از دارو نیز مقدار  لیتر میلیمیکروگرم در  25غلظت 
در مقایسه با پلیت شاهد  ها درصد کاهش رشد آن

ی ها ایزوله، بود% 60پس از انجام محاسبات بیشتر از 
 25/6و  5/12ی ها حساسی بودند که در غلظت

 لیتر میلیمیکروگرم در  1و  لیتر میلیمیکروگرم در 
ی ها اما ایزوله؛ محدود شد ها از دارو نیز رشد آن

از دارو  لیتر میلیمیکروگرم در  50مقاوم در غلظت 
و نیز از تر دار ی پایینها رشد کردند و در غلظت
  .ای نشان دادند خود مقاومت قابل ملاحظه

جدایه  22مولکولی در مرحله بعد تایپینگ 
بیمار مبتلا به  22 شده از جدا ترایکوفایتون روبروم

صورت  RAPD-PCRدرماتوفیتوزیس به روش 
پرایمر استفاده شد که هر یک الگوی  3از . گرفت

ی حاصل از ها یافته .ثیریافته متفاوتی را ایجاد کردندتک
و  و همکارانبیزا  این پژوهش همچون نتایج تحقیقات

پلی مورفیسم داخل  ،و همکارانتوز سانهمینطور 
نشان  ترایکوفایتون روبرومی ها ی را در جدایها هگون
 1هرینسویز همچون تحقیقاین تحقیق  .]1،21،42[ داد

ی بالینی ها هجدایکه جهت تشخیص  و همکاران
استفاده کرده  RAPDاز روش ترایکوفایتون روبروم 

از لحاظ  ها هجداینشان داد که تقریبا همه  ،بودند
پرایمر  3با هر . ]43[ ندژنتیکی با یکدیگر مرتبط

ی حساس و ها یی در الگوی ژنتیکی نمونهها تفاوت
 ها هجدایرتباط بین مقاومت وجود ا. مقاوم دیده شد

و در نتیجه وجود  ها به دارو و الگوی ژنتیکی آن
حاصل  RAPDو الگوی  ها هجدایارتباط بین مقاومت 

ی ها یی فقط در نمونهها ، به دلیل وجود باندها از آن
یی فقط در ها حساس و هم چنین وجود باند

ی ها در مقایسه نمونه .شد مشاهده ی مقاومها نمونه
اختصاصیت را % 100و مقاوم هیچ باندی که حساس 

الگوی مولکولی  A با پرایمر. نشان دهد، دیده نشد
کاملاً یکسان بود و الگوی مولکولی  21و  20ی ها جدایه
مشابه یکدیگر بود ولی  15و  14و  13 یها جدایه

ی حساس ها هم در نمونه ها برخی باند .یکسان نبود
که جهت تایپینگ ی مقاوم، ها نمونه بودند و هم در

 در bp760  باند اما. مهم هستند یقارچ گونهاین 
در  bp 880ی مقاوم و همچنین باند ها نمونه% 60
که در هیچ  ی مقاوم دیده شد، در حالیها نمونه% 50

 bp یها باند .ی حساس حضور نداشتندها یک از نمونه
ی ها نمونه% 25نیز در  320، 470، 810، 570، 640

ی مقاوم دیده ها تند ولی در نمونهحساس حضور داش
د نشان نتوان میدارای اهمیت اند و  ها بانداین . نشدند

ی حساس و ها یک اختلاف بین الگوی ژنتیکی نمونه
در برابر دارو  ها هجدایو اینکه مقاومت  دنمقاوم باش

الگوی  B با پرایمر .مرتبط است ها با الگوی ژنتیکی آن
با یکدیگر یکسان  8و  7ی شماره ها تکثیریافته جدایه

 13ی شماره ها بود و هم چنین الگوی تکثیریافته جدایه
به عنوان یک اختلاف مشاهده شده . یکسان بود 14و 
ی ها نمونه% 30ر د bp 990به وجود باند  توان می

                                                 
1 Hryncewicz-Gwóźdź 
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ی حساس این ها ، در حالیکه نمونهمقاوم اشاره کرد
 و 1500 و 3090یی مانند ها باند .باند را نشان ندادند

 330و  510و  600و  650 و 840 و 920 و 1010
)bp (ی حساس دیده شدند و ها فقط در نمونه

 و 1160 و 1250 و 1400و  2000 و 2690 یها باند
، )bp( 230و  325و  490 و 610 و 710 و 880 و 990
ی مقاوم دیده ها یی هستند که فقط در نمونهها باند

ی حساس ها هم در نمونه ،نیز ها برخی باند. شدند
الگوی  Cبا پرایمر. ی مقاومها بودند و هم در نمونه

با یکدیگر و الگوی  5و  4ی شماره ها تکثیریافته جدایه
با یکدیگر یکسان  19و  18ی شماره ها تکثیریافته جدایه

 21ی شماره ها هم چنین الگوی تکثیریافته جدایه. بود
 22شبیه به یکدیگر بود ولی در جدایه شماره  22و 
فاقد  21وجود داشت که جدایه شماره  bp 610 اندب

 هم در الگوی ها ضمن اینکه برخی باند .آن بود
RAPD ی حساس حضور داشتند و ها حاصل از نمونه

 باندی مقاوم، ها حاصل از نمونه RAPDهم در الگوی 

bp810  ی مقاوم وجود داشت ولی ها نمونه% 50در
 باندهمچنین  .ی حساس فاقد آن بودندها نمونه

bp840  ی حساس مشاهده شد ولی ها نمونه% 42در
هر دوی این  .ی مقاوم نبودها در هیچ یک از نمونه

ی ها نشان از اختلاف بین الگوی ژنتیکی نمونه ها باند
 RAPDی ها به طور کلی الگو .حساس و مقاوم دارند

یی را در الگوی ها حاصل از هر سه پرایمر تفاوت
در  شان داد که گاهی مثلاًن ها مولکولی تمامی جدایه

. این تفاوت بسیار ناچیز بود 14 و 13 یها مورد جدایه
مشاهده ی حساس ها سوشفقط در  ها باند برخی

 .بودند ی مقاومها سوشفقط در  برخیند و شد
اختصاصیت را نشان دهد % 100اگرچه هیچ باندی که 

 در کنار یکدیگر ها دیده نشد ولی همین باند
به  سوشرابطه بین حساسیت  دهندهند نشان توان می

هم  ها بعضی از باند. دارو و الگوی ژنتیکی آن باشند
ی ها ی حساس بودند و هم در نمونهها در نمونه

نشان ند توان میدر کنار یکدیگر ها مقاوم، این باند
  .باشند ها هجدایبین دهنده ارتباط ژنتیکی 

  
  نتیجه گیری 

ی ها هویسی متفاوت دیگری و ها اگر از پرایمر
 هانه تن بیشتری استفاده شود، ترایکوفایتون روبروم

جهت  RAPD امیدوار بود که روش توان می
ترایکوفایتون ی مختلف ها سوشنگاری ژنتیکی  انگشت
به کار گرفته شود، بلکه این امید وجود دارد  روبروم

ی حساس و مقاوم ها هسویکه بتوان بین الگوی ژنتیکی 
ی مهم و مشخصی ها فاوتفلوکونازول تداروی به 

به هنگام میزان مقاومت  بدین ترتیب با تعیین. یافت
مولد عفونت به دارو و تجویز دز مناسب  سوش

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

  
  تشکر و قدردانی

 شناسی بدین وسیله از اعضای محترم آزمایشگاه قارچ
پزشکی دانشکده بهداشت دانشگاه علوم پزشکی 

 محققبه  ها نمونه آوری جمعتهران که در مرحله 
  .گردد قدردانی میاند  عنایت داشته
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