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 سیتوزیرمــاتوفانــواع د %80از  شیعامــل بــ اینتردیجیتــال تونیکوفایتراو  ترایکوفایتون روبروم يدوگونه :زمینه و هدف

فاده شــده مشــابه اســت اریبس يدوگونه نیفتراق اجهت ا مختلفی کیولوژیزیو ف کیرفولوژوم يهاباشند. تاکنون روشیم

واکــنش  کیــ یمطالعــه، معرفــ نیــبرخوردارنــد. هــدف ا ینییپا یژگیبر بوده و از وزمان شیها کمابروش نیااست، اما 

 باشد.یم گریکدیدو گونه از  نیافتراق ا يبرا عیمراز دوگانه ساده و سریپل يارهیزنج

در آزمایشــگاه  1395تــا  1394 يهاســال بــیناســت کــه  یو تجربــ یلــیتحل مطالعــه کیــ ،پژوهش نیا :روش بررسی

 هیــناح 4 يدیــنوکلئوت یمنظور تــوال نیدانشکده بهداشت دانشگاه علوم پزشکی تهران انجام شد. بد یشناسی پزشکقارچ

 ،دو گونه قــارچ مــدنظردر  نیآلفا و کالمودول کیفاکتور  شنیالانگ ن،یتوبول ، بتاInternal transcribed spacer (ITS) یژن

، یادشــده يهــادو گونه در هر کدام از ژن نیها بدینوکلئوت يهاها و تشابهقرار گرفت و تفاوت کیوانفورماتیب زیآنال مورد

 Duplex) مراز دوگانــهیپل يارهیجهت انجام واکنش زنج یانتخاب يهامریپرا یژگی. ودیگرد یبررس مریانتخاب پرا يبرا

PCR) دیگرد آزمایش یتیدرماتوف ياهگونه يشده یتوال نییتع يهالهزویدر مقابل ا.  

هــا مریپرا نیــ. ادیدآلفا انتخاب گر کیفاکتور  شنیاز ژن الانگ یاختصاص يهامریها، پرابا توجه به مجموع داده ها:یافته

در مواجهه بــا  ونمود  دیتول اینتردیجیتالو  ترایکوفایتون روبروم يهادر گونه بیترتجفت باز به 384و 173با  یمحصول

  برخوردار بودند. ییبالا تیمختلف از اختصاص یتیدرماتوف يهاگونه

 نســبت بــه عیو ســر یاختصاصــ یروش افتراقــ کیــشــده  يانــدازمــراز دوگانــه راهیپل يارهیــواکنش زنجگیري: نتیجه

 باشد.یم گریکدیاز  دیجیتالاینتر تونیکوفایتراو  ترایکوفایتون روبرومدو گونه  ییمتداول جهت شناسا يهاروش

  .مرازیپل يارهیواکنش زنج ک،یفاکتور  شنیالانگ س،یتوزیدرماتوف :لیديک لماتک

 

  
 توانایی که اي هستندرشته هايقارچ از گروهی هادرماتوفیت

 براساس و باشنددارا می را بدن دارکراتین هايبافت روي بر رشد

 و ترایکوفایتون، اپیدرموفایتون جنس سه در غیرجنسی مرحله

توانند از مخازنی گردند که هر یک میمی بنديطبقه میکروسپوروم

  دود ـها داراي حدرماتوفیت 1.مانند انسان، حیوان و یا خاك جدا شوند

  

ترایکوفایتون  گونه انسان دوست که از این میان دو باشندمیگونه  41

 %80 از بیش عامل اینتردیجیتال تونترایکوفای و روبروم

علل عمده باشند. این دو گونه می جهان و ایران درماتوفیتوزیس در

دنیا  کچلی ناخن در سرتاسـري ران، دست و ، کشالهکچلی پا

 و ترایکوفایتون روبرومتـشخیص آزمایـشگاهی  3و2.باشندمی

هاي براساس ویژگی از یکدیگر اینتردیجیتال ترایکوفایتون

تست سـوراخ  کشت، ها در محیطاکروسکوپی و میکروسکوپی آنم

  مقدمه

 
  

 

  227تا  222هاي ، صفحه4شماره  ،77دوره ، 1398 تیری تهران، کی، دانشگاه علوم پزشکده پزشکشمجله دان  مقاله اصیل

 

  31/04/1398آنلاین:      24/04/1398پذیرش:      07/03/1398: ویرایش     30/02/1398دریافت:          چکیده
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گیرد صورت می هاي فیزیولوژیکیاز تستدیگر مو و تعدادي  کـردن

دلیل وجود شباهت زیاد به گیر بوده وها وقتاغلب این تست کـه

 خاص هـاي دقتمهـارتهاي فنوتیپی میان این دو گونه، به ویژگی

لکولی وهاي مروشامروزه  4.است کادر تخصصی آزمایشگاهی نیاز

قادرند  و برخوردارند بالاتري و ویژگی براین که از حساسیتافزون

از سرعت بالاتري نیز  ها را تا حد گونه تعیین نمایند،قارچ يگونه

و  نیستند نیز اسپورزا هايوابسته به تشکیل بخش برخوردار بوده و

ساز ها مشکلن روشای نیز درمسئله پلئومورفیسم  مانندمشکلاتی 

   5.شودنمی

هاي نوکلئوتیدي نواحی مطالعه دقیق توالی این پژوهش با هدف

 ترایکوفایتون و ترایکوفایتون روبرومژنی مختلف در دو گونه 

از یکدیگر   یادشدهمنظور تفکیک همزمان دو گونه به اینتردیجیتال

  انجام گرفت. 

  

  
   هايکه در سال باشدنوع تحلیلی و تجربی می ازاین مطالعه 

 بهداشت دانشکده پزشکی شناسیقارچ آزمایشگاهدر  1394- 1395

   انجام پذیرفت. تهران پزشکیعلوم دانشگاه

الف)  بود: شامل دو گروه مطالعه این در آزمون مورد هاينمونه

سسات که از مو هاي شایع درماتوفیتیاستاندارد گونه هاياسترین 24

Centraalbureau voor Schimmelcultures (CBS) و NITE 

Biological Resource Center (NBRC)  (107تهیه شدند. ب 

که جهت تشخیص عفونت  از بیمارانی شده جدا ي درماتوفیتیایزوله

شناسی دانشکده بهداشت دانشگاه درماتوفیتوزیس به آزمایشگاه قارچ

 پس هادرماتوفیت تمامیراجعه کردند. تهران و دکتر شیدفر در تهران م

) Merck, Germanyآگار ( محیط سابورودکستروز روي کشت از

           .ندگردید سیکلوهگزامید جداسازي و کلرامفنیکل محتوي

به روش گریندر و تخلیص آن به روش فنل  DNAجداسازي 

         هاي استاندارد و بالینی باتمام گونه 6.انجام گرفت کلروفرم

-Internal transcribed spacer, polymerase chain reactionتکنیک 

restriction fragment length polymorphism (ITS PCR-RFLP)  و

 7،توصیف شده است ترپیشکه  MvaIمحدوداثر  آنزیم از استفاده با

ترایکوفایتون مورد شناسایی قرار گرفتند. پس از تاثیر آنزیم گونه 

 ترایکوفایتوننوکلئوتیدي و  65و  95 ،164، 368اي بانده روبروم

نوکلئوتیدي را ایجاد  14و  50، 89، 124، 406باندهاي  اینتردیجیتال

  . کنندمی

طراحی جفت پرایمرهاي اختصاصی: چهل توالی نوکلئوتیدي 

 اینتردیجیتال ترایکوفایتونو  ترایکوفایتون روبروممربوط به دو گونه 

تا توبولین، الانگیشن فاکتور یک آلفا و ، بITSناحیه ژنی  4در 

 NCBIکالمودولین از پایگاه ژنی 

(https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/) آوري شد. در ادامه گرد

 DNASIS computer program, version 2.5 (Hitachiبا استفاده از 

Software Engineering Co., Yokohama, Japan) هاي توالی

ي هر ژن به صورت مجزا مورد بررسی قرار گرفتند و نوکلئوتیدي برا

ها حالت ممکن دو جفت پرایمر اختصاصی در نهایت از بین ده

واکنش  دربررسی اختصاصیت پرایمرها منظور بهانتخاب گردید. 

Single PCR 5/12 میکس میکرولیتر از پرهX2 )Ampliqon 

Denmarkو ( µl 5/0 )µmol 4/0رفت و  ) از هریک از پرایمرهاي

 ،µl 4تهیه شد. آنگاه به هر تیوب  µl 25برگشت در حجم نهایی 

DNA  استخراج شده از هر ایزوله اضافه شد. مراحلPCR  در دستگاه

Thermal cycler (Eppendorf AG, Hamburg, Germany)  5شامل 

C ثانیه 45سیکل شامل  30، 95دقیقه در 
C دقیقه 1، 94 °

° 58 ،1 

C دقیقه
C دقیقه در هفتایت و در نه 72 °

ریزي و انجام برنامه 72 °

حاوي دو جفت پرایمر  Duplex PCR در واکنش هر تیوب شد.

هاي متفاوت توانستند اختصاصی بوده که با ایجاد باندهایی در اندازه

را شناسایی  اینتردیجیتال ترایکوفایتونو  ترایکوفایتون روبرومدو گونه 

 µl 25 واکنش یک انجام براي زیرو از یکدیگر تفکیک نماید. شرایط 

 X2، µl 4/0میکس از پره µl 5/12 شد: استفاده  PCRدر یک تیوب 

)µmol 4/0 (دو جفت) طراحی شده، پرایمر 4) از هریک از µl 6/1 

ي استریل تا استخراج شده و مقدار لازم آب مقطر دیونیزه DNAاز 

در دستگاه . در ادامه برنامه حرارتی µl 25 رسیدن به حجم نهایی

 Thermal cycler به صورت یک سیکل C
 سیکل 35دقیقه،  پنج 95 °

C
C ثانیه، 30 ،94 °

C ثانیه و 35 ،61 °
C ثانیه و یک سیکل 35 ،68 °

° 

  دقیقه تنظیم گردید.  6 ،68

تکثیر شده در هر یک  DNAاز  PCR: µl 5الکتروفورز محصول 

 %2/1رز در ژل آگا Duplex PCRو  Single PCRهاي از واکنش

  بارگذاري گردید. 

  بررسیروش 
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ی ناحیه ژن چهارهاي نوکلئوتیدي مربوط به پس از بررسی توالی

ITSشخصم ،توبولین، الانگیشن فاکتور یک آلفا و کالمودولین ، بتا 

ن ژهاي نوکلئوتیدي موجود در بانک ژن مربوط به شد که طول توالی

 و ترایکوفایتون روبرومي در دو گونهالانگیشن فاکتور یک آلفا 

زان جفت باز است. می 770تا  700بین  اینتردیجیتال ترایکوفایتون

از با بجفت  78باشد و در می %6/94دو گونه در ناحیه ژنی این تشابه 

هاي ي سکانسبیشتر در زمینه هايدادهیکدیگر اختلاف دارند. 

ت شده است. در نهایآورده  1وتیدي مورد ارزیابی در جدول ئنوکل

و یک جفت  ترایکوفایتون روبرومیک جفت پرایمر اختصاصی براي 

 ک آلفاتور یاز ناحیه ژنی الانگیشن فاک اینتردیجیتال ترایکوفایتونبراي 

. توالی هاي کامپیوتري سنتز گردیدانتخاب و پس از بررسی

  .باشدصورت زیر میپرایمرهاي استفاده شده در این مطالعه به

T. interdigitale forward primer: 
CTGCACATTTTTTTCTCTCCCTT 
 

T. interdigitale revers primer: 
ATGGAGGGGAAAGGTAAAGAG 
 

T. rubrum forward primer:  
AGCCACCAGATACCTCTAG 
 

T. rubrum revers primer: 
GAAAATTGTGCAACAGAACGGA 
 

 جیتالاینتردی ترایکوفایتونناحیه مورد بررسی در این ژن در 

 173 ترایکوفایتون روبرومجفت باز و در  384ي محصولی به اندازه

 چشمگیريجفت باز ایجاد کرد که از لحاظ اندازه با هم اختلاف 

کامل قابل طوربهداشته و در مرحله الکتروفورز باندهاي حاصل 

 Inصورتهباشند. پرایمرهاي طراحی شده بتفکیک از یکدیگر می

slico آزمون افزار) و درم(بررسی توسط نر Single PCR  تنها به دو

هاي درماتوفیتی و سایر شدند نه دیگر گونهگونه مورد نظر متصل می

هاي غیردرماتوفیتی و مخمرها. از مجموع ساپروفیتمانند ها قارچ

107 DNA ی در واکنش ـهاي بالینی درماتوفیتاستخراج شده از ایزوله  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

با  اینتردیجیتال ترایکوفایتونو  ترایکوفایتون روبرومهاي له: تمایز ایزو1شکل 

 7، 6هاي ، ردیفترایکوفایتون روبرومرا  3و  2، 1هاي . ردیفDuplex PCRروش 

مارکر  5کنترل منفی و ردیف  9و  5، 4هاي ، ردیفاینتردیجیتال ترایکوفایتون 8و 

  جفت بازي. 100مولکولی 

  
  نالیزهاي بیوانفورماتیک بر روي نواحی ژنی مورد نظر در این مطالعه.هاي مربوط به آ: داده1جدول 

 ناحیه ژنی گونه درماتوفیتی جفت باز /ها در بانک ژنیتوالیمیانگین طول  اي/ جفت بازگونه بین متفاوت نوکلئوتیدهاي تعداد  تشابه دوگونه/درصد

5/93   ITS ترایکوفایتون روبروم 720 72 
  

ینتردیجیتالاترایکوفایتون  631  

4/97  توبولین بتا ترایکوفایتون روبروم 794 28 

اینتردیجیتالترایکوفایتون  432  

3/96  کالمودولین ترایکوفایتون روبروم 627 35 

اینتردیجیتالترایکوفایتون  634  

6/94 الانگیشن فاکتور یک  ترایکوفایتون روبروم 737 78 

تالاینتردیجیترایکوفایتون  768 آلفا  

  هایافته
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Duplex PCR، 24  ترایکوفایتونایزوله با پرایمر اختصاصی 

ت گردید. مثب ترایکوفایتون روبرومایزوله در مقابل  71 و اینتردیجیتال

ی شدند در این واکنش منفرا شامل می شش موردها که ایزوله سایر

 Duplex PCRهاي بالینی در واکنش الکتروفورز ایزوله 1 شکلبودند. 

ا طراحی شده ب Duplex PCRها در دهد. نتایج تعیین گونهمیرا نشان 

  داشت. یبه طور کامل همخوان PCR-RFLPنتایج حاصل از 

  

  
ها و ها در شناسایی گونهنواحی ژنی که تاکنون توالی آن

محدود  ،کار رفته استمشابه به یکدیگر به هاي درماتوفیتیزیرگونه

 rDNAدر کمپلکس  ITSها نواحی توان گفت از میان آنو می باشدمی

ها در درماتوفیت ITSاز ناحیه . باشدبیشترین قدرت تفکیک را دارا می

ي و گونه منتاگروفایتیس ترایکوفایتونهاي کمپلکس جهت تمایز گونه

ترایکوفایتون ، دو گونه ترایکوفایتون روبرومها یعنی نزدیک به آن

هاي شایع و گونه هاي کمپلکس روبروم، گونهنسورانستوو  اکوئینوم

در مطالعه حاضر از این  8- 11.جنس ترایکوفایتون استفاده شده است

جفت باز اختلاف پرایمرهایی طراحی  72ناحیه نیز با توجه به وجود 

اما  ،ها صددرصد بودویژگی آن ،هاي بیوانفورماتیکیشد که در بررسی

ه مورد مطالعه قابل تفکیک از یکدیگر در محیط آزمایشگاه دو گون

ي باشند. همچنین ناحیه ژنی بتا توبولین در افتراق دوگونهنمی

کار هب آرترودرما اوتهو کمپلکس  تونسورانسو  ترایکوفایتون اکوئینوم

ي وسیعی رفته و ناحیه ژنی کالمودولین نیز براي بررسی فیلوژنی دامنه

این دو  ،با این وجود 12- 14.فیتی بررسی شده استهاي درماتواز گونه

ي تشابه زیاد نوکلئوتیدي براي افتراق دو گونه واسطههناحیه ب

چندان مفید به نظر  اینتردیجیتال ترایکوفایتونو  ترایکوفایتون روبروم

بررسی  جهت ترپیشناحیه الانگیشن فاکتور یک آلفا  رسد.نمی

 30ایزوله درماتوفیتی از  167اي ونهاي و درون گهاي بین گونهتفاوت

نشان داده است که این ناحیه  کار رفته و نتایج حاصلههگونه مختلف ب

اما ویژگی و قدرت  ،دارد ITSقدرت تفکیک کم و بیش مشابهی با 

 ITSتفکیک الانگیشن فاکتور یک آلفا در برخی موارد بیشتر از 

ود در برخی از هاي موجطوري که در شناسایی گونهبه ،باشدمی

، ترایکوفایتون روبروم، آرترودرما وان بروزگمی مانندها کمپلکس

   15مفیدتر است. آرترودرما اوته و آرترودرما بنهامی

در  ژنی اي دیگر به آنالیز توالی نوکلئوتیدي این ناحیهدر مطالعه

علوم مپرداخته شده و  تونسورانسو  ترایکوفایتون اکوئینومدو گونه 

ئوتید نوکل 13در ژن الانگیشن فاکتور  یادشدهي ه دو گونهشده است ک

ها در با یکدیگر اختلاف دارند و این در حالی است که اختلاف آن

   12.نوکلئوتید است یکدر حد  ITSناحیه 

یک  معرفی شده در این مطالعه دوگانه مرازاي پلیواکنش زنجیره

 چشمگیري طورباشد که بهمیروش تشخیصی و افتراقی اختصاصی 

جهت شناسایی دو گونه  تر از روش روتین کشتتر و سریعدقیق

عمل  از یکدیگر اینتردیجیتال ترایکوفایتون و ترایکوفایتون روبروم

   است.نموده 

نامه با عنوان این مقاله حاصل بخشی از پایان سپاسگزاري:

ساده جهت افتراق  Multiplex PCRمعرفی و ارزیابی یک روش "

رین ایعتشبه عنوان  اینتردیجیتال ترایکوفایتونو  ون روبرومترایکوفایت

چ قاردر مقطع کارشناسی ارشد رشته  "انسان عوامل درماتوفیتوزیس

باشد که با حمایت می 4118520کد و  1395در سال  شناسی پزشکی

  .دانشگاه تهران اجرا شده است
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Background: Dermatophytes create the most common fungal disease in humans, called 

dermatophytosis. The two species of Trichophyton rubrum and Trichophyton interdigital are 

responsible for over 80% of types of dermatophytosis. So far, several morphological and 

physiological methods have been used to differentiate these very similar species, but these 

methods are generally time-consuming and have low specificity. The purpose of this study 

was to introduce a simple and rapid duplex polymerase chain reaction (PCR) reaction to 

differentiate these two species from each other. 

Methods: This research was an analytical and experimental study that was carried out 

from 2017 to 2018 in the Medical Mycology Laboratory, School of Public Health, 

Tehran University of Medical Sciences, Iran. For this purpose, the nucleotide sequences 

of the 4 regions of internal transcribed spacer (ITS), beta-tubulin, elongation factor 1 

alpha and calmodulin in the two considered species of fungi were conducted 

bioinformatics analysis. The differences and similarities of nucleotides between two 

species in each of these genes were studied for selecting the primer. The specificity of 

selected primers was tested for duplex PCR reaction against sequenced isolates of 

dermatophyte species. 

Results: According to the total data, the specific primers were selected from elongation 

factor 1 alpha gene. These primers produced a product of 173 and 384 bp, in 

Trichophyton rubrum and Trichophyton interdigital, respectively. They had high 

specificity in the face of various dermatophytes. The length of nucleotide sequences 

found in the genebank of this gene in the two species is between 700 and 770 bp. The 

similarity of the two species in this region is 94.6% and differs by 78 bp.  

Of the 107 extracted DNAs from clinical dermatophyte isolates, in duplex PCR 24 

isolates were positive with Trichophyton interdigital primer and 71 isolates against 

Trichophyton rubrum. The remaining isolates, which included 6, were negative in this 

reaction, which included other dermatophyte species. 

Conclusion: This method is a specific and fast differential method compared to 

conventional methods for identifying Trichophyton rubrum and Trichophyton 

interdigital from each other. 
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