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  ده يچك

 ـشود به و يگزارش م يدر سلامت عموم يمشكل اساس كيمهاجم به عنوان  يقارچ يها عفونت: سابقه و هدف  ژهي
 كيايدزي و نوتروپن مارانيب لياز قب زيمنوكومپرامايدر افراد ا ريمرگ و م شيكه موجب افزا كيستميس سيازيديكاند

اغلـب مشـكل اسـت در     كيسـتم يس سيازيديكاند هياول صيتشخ. شود يمغز استخوان م ونديپ اييدرمان يميتحت ش
 صيجهـت كـاهش زمـان تشـخ     ييهـا  اسـتفاده از روش  نيبرابنـا . شـود  يشروع م ريدرمان موثر اغلب با تاخ جهينت

 ـكاند يلودالتـون يك 65 نيژن مـانوپروتئ .باشـد  يمنتشره مرتبط م يماريب ريبا كاهش مرگ و م يقارچ يها عفونت  داي
 كـنس، يآلب( دايمتفاوت كاند يها گونه ييمطالعه شناسا نيهدف از ا. دباش يم صيتشخ يبرا يمناسب ديكاند كنسيآلب

  .باشد يم PCRكيبا استفاده از تكن) سيلوزي، پاراپسگلابراتا
، 80 نيتـوئ  يآگار حاو ليم كورن طيكشت در مح يها شيآزما يكينيكل يها مورد نمونه 107 يبر رو: ها مواد و روش

 ـ كروم آگار هم طي،كشت در محسرم طيدر مح ايلوله زا ديتول  ـبـا اسـتفاده از ك   يجـذب قنـد   يهـا  تسـت  نيچن   تي
API 20 C AUX (Biomerieux,France) شيآزما.انجام شد دايانواع مختلف كاند ييشناسا يبراPCR  با استفاده از

  .ها انجام شد تمام نمونه يبر رو يلودالتونيك 65 نيژن مانوپروتئ يگونه برا ياختصاص يمرهايپرا
 ـمورد نمونه كاند100هاي بيوشيميايي تستهاي كشت و با استفاده از روش:ها يافته  ـمـورد كاند  6،كـنس يآلب داي  داي
 يمرهـا يبـا پرا PCRشيآزما.شدند ييشناسا يكينيكل يها جدا شده از نمونه سيلوزيپاراپس دايمورد كاند 1گلابراتا و
 ـكاند يمورد انتظار برا باند با طول قطعه كيدانجام شد كه در همه موار يكينيكل يها نمونه يگونه بر رو ياختصاص  داي

 يهـا  به دست آمد و بـا همـه مـوارد گونـه     بيبه ترت) bp475 ،bp361 ،bp124( سيلوزيگلابراتا و پاراپس كنس،يآلب
  .داده شده با روش كشت مطابقت داشت صيتشخ

 ـ يمرهايپرا يريكارگ هبا ب PCRمطالعه نشان داد كه روش  نيا جينتا:گيري نتيجه  ـگونـه كاند  ياختصاص جهـت   داي
  .است يواختصاص عي،سرقابل تكرار يروش دايكاند يها گونه ييشناسا

  
  يمولكول صي، تشخداي، كاند65 نيمانوپروتئ: هاي كليدي واژه

  

  مقدمه
 ـكاند يماريب وعيش چنـد دهـه    يمهـاجم در ط ـ  سيازيدي

 ـا مـاران يب شياست بـه علـت افـزا    شيرو به افزارياخ ، يدزي

ــدهايپ ــان ود يون ــريارگ ــارانيب گ ــايا م ــروز  زيمنوكومپرام ب
  ].1[ است افتهيشيافزا سيازيديكانديماريب

با مرگ و  يمارستانيعفونت ب نيبه عنوان چهارم ايدميكاند

  :021yadegarm@modares.ac.ir                                       Email-82883030:نمابر  021-82883572:تلفننويسنده مسئول،  *
]  11/8/1392:تاريخ پذيرش19/12/1391  :تاريخ دريافت
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 يشروع درمـان ضـد قـارچ   . ]2[گزارش  شده است % 50 ريم
اغلب  هياول صيتشخ. است يضرور مارانيب يبهبود يبرا هياول

هـا اغلـب    و كشت ياختصاص ريغ يكينيكل ميمشكل است علا
 ضـد شروع درمـان   يشوند كه برا يبا تاخير مثبت م ايو  يمنف

خـون   يمنف يها موارد كشت% 56در . است ريد يليخ يقارچ
جـدا   يمنتشره،ارگانيسـم بعـد از اتوپس ـ   سيازيدياز نظر كاند

خيص به موقع و تـاخير در درمـان   گرديده كه نشانگر عدم تش
  ].3[ باشد مي

زا است و بعد از  جنس بيماري نيتر عيشا كنسيآلب دايكاند
هســتند و  شيرو بــه افــزا يگلابراتــا وكــروز يهــا آن گونــه
باشـند چـون    يتر م در موارد كم سيكاليو تروپ سيلوزيپاراپس
ضـد   يمقاوم به داروهـا  كنسيآلب ريغ ييدايگونه كاند نيچند
 ـكاند ييشناسـا  نيااند بنـابر  شناخته شده يقارچ در سـطح   داي

 دارد تياهم اريمناسب بس يدرمان ضد قارچ نييتع يگونه برا
فلوكونازول منجر  ژهيو هها ب مصرف گسترده و مكرر آزول. ]4[

 ـ كـنس يآلب دايمقاومت آزول در كاند عيبه توسعه سر  گـردد  يم
ــت دارو  .]5[ ــترش مقاوم ــعه و گس ــيتوس ــآزول در م ي  اني

و  تاس ـ يمشكل مهـم پزشـك   كيكنسيآلب دايكاند يها نياستر
 ـيمقاوم بـه دارو خ  يقارچ يها درمان عفونت تـر و   مشـكل  يل

 باشـد  يحساس م ييدايكاند يها تر از آن دسته از عفونت گران
]6.[  

ــانو ــنيپروتئ م ــروژن ترك كي ــاكرومولكول هت ــهيبيم از  افت
 يها نيبا پروتئ نكيلO و نكيلNيوندهاي،پگروه فسفات،مانوز
در ها  نيپروتئ مانو تيباشد اهم يمختلف م يمولكول يها با وزن

 يسـلول  يمنيا يها پاسخ يختگيبه بافت و برانگ داياتصال كاند
  ].9,8,7[مشخص شده است زبانيو هومورال م

 يديكوزيگلOيوندهايپ يدارا يلودالتونيك 65 نيپروتئ مانو
 نيتــر ازمهــم يكــيباشــد و امــروزه  يمــ ايــو حســاس بــه قل

خارج  كسيبه ماتر دايدر اتصال كاند تيقابل اهم يها نيپروتئ
  ].10[باشد يموثرم لميوفيب جاديبوده وجهت ا يسلول

 ـ يلودالتونيك 65 نيپروتئ مانو و  يصـورت سـاختمان   ههم ب
 يفيوجـود داردفـرم هـا    دايكاند يفيدر فرم ها ژهيو هب يترشح

 يبا فـرم مخمـر   سهيقدرت تهاجم قارچ در مقا شيباعث افزا

 لاسـيون يكوزيگل تيسـا  نيچنـد  يدارا نيپـروتئ  نيشود ا يم
 ـنيپروتئ نيباشد ا يم  ـ كي  CMI پاسـخ  يبـرا  يژن اصـل  يآنت

 ژنيــاده كييــلودالتونيك 65 نيپــروتئ رود مــانو يشــمار مــ هبــ
 ـكوزياز خـانواده گل  يبتاگلوكوناز بوده كه عضـو   (GH17)لي

 يـي زا يمـار يو ب يباشد ودر مرفوژنز و چسـبندگ  يم درولازيه
 ـ يرا باز ينقش اصل زبانيم  ـبـه ا .]1،7،10،11-3[ كنـد  يم  ني

بــا  ييهــا جهــت توســعه روش  ياديــز ليــتما ليــدلا
 يهـا  گونه عيسر صيو تشخ ييشناسا يبرا ديجديها يتكنولوژ

  .مهاجم وجود دارد سيازيديمختلف دركاند
مشـاهده شـده    دايمختلف كاند يها گونه فيدر ط يراتييتغ

 ـكاند يهـا  كـه گونـه   ياست به طور  ـغ ييداي در  كـنس يآلب ري
بـروز عفونـت    شيافـزا .اسـت  افتهيشيافزا يكينيكل يها زولهيا

 ـخون بـه علـت كاند   دايييكاند  ـوكاند سيلوزيپاراپس ـ داي  داي
] 13[يكــروز دايــو كاند سيكــاليتروپ دايــكاند ]12[گلابراتــا 

  .گزارش شده است
جهـت   يك ـينيكل يولـوژ يكروبيم يهـا  شگاهيآزما محققين

 ـكاند عيو سـر  حيصح صيو تشخ ييشناسا زا در  بيمـاري  يداي
 يمتنـوع بـرا   يشـگاه يآزما يهـا  اگر چه تست. هستندتلاش 
 ـهـا  يباد ي، آنتها تيمتابول صيتشخ  ياختصاص ـ يهـا  ژن ي، آنت
و  تيهـا فاقـد حساس ـ   اسـت امـا همـه آن    افتهي توسعه دايكاند
 ـ بـوده هـم   زملا يژگيو  اسـت  يطـولان  شيزمـان آزمـا   نيچن
]14،15.[  

نقـص   يدارا مـاران يدر ب يقارچ يها بروز عفونت شيافزا
 ـدر ا يضد قـارچ  يمقاومت داروها تيو اهم يمنيا ستميس  ني

 يهـا  عفونـت  عيسر صيمنجر به توجه و تشخ مارانيدسته از ب
شده  يمولكول يولوژيب يها كيمهاجم با استفاده از تكن يقارچ
 مارانـدر يب صيقـادر بـه تشـخ    يمولكـول  يها اكثر روش.است

 يهـا  قارچييشناسا نيچن هستند هم يعفونت قارچ هيمراحل اول
 ـ يهـا  كيتكن لهيبه وس زا يماريب  يهـا  روش DNAبـر   يمبتن

 نيابنـابر .باشـد  يبر كشت م يمبتن يياز روش شناسا يتر عيسر
 كنسيآلب دايكاند ييبه منظورشناسا PCR،روش مطالعه نيدر ا

 ـگلابراتـا و كاند  دايو كاند  يهـا  زولـه يدرا سيلوزيپاراپس ـ داي
  .توسعه داده شد يژن يمرهايبا استفاده از پرا يكينيكل
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  ها مواد و روش
 ـا مارانيازب زولهيا 66(يكينيكل يها مورد نمونه 107  يدزي

مبـتلا بـه    مـاران ياز ب زولـه يا 50و  يدهان زيازيديمبتلا به كاند
دانشـكده   يشناس گروه قارچاز زولهيا 1و  ييايديكاند تينيواژ

  .ديگرد هيته) تهران يبهداشت دانشگاه علوم پزشك
 ـاسـتاندارد كاند  يها سوش ، 10231ATCCكـنس يآلب داي

 ـكاند  90018 سيلوزي، پاراپس ـ 66032ATCCگلابراتـا   داي

ATCCيها نمونه تمام.مورد استفاده قرار گرفتند قيتحق نيدر ا 
راه  سابارودكســتروز آگــار بــه هــم طيمحــ يبــر رو يكــينيكل

 ـكاند يهـا  گونـه .كشـت داده شـدند   كليكلرامفن بـا انجـام    داي
 ـم كورن طيكشت در مح يها شيآزما  نيتـوئ  يآگـار حـاو   لي
كـروم   طيسرم و كشـت در مح ـ  طيدر مح ايلوله زا ديو تول80

 API 20 C   تيبا استفاده از ك يجذب قند يها آگار و تست

AUX (Biomerieux, France) شدند ييشناسا.  
بـه   ينيبـال  يهـا  از نمونه DNA استخراجDNA .استخراج
 ـ هـم . صورت گرفـت  يا شهيكلروفرم پرل ش روش فنل از  نيچن

 Prime prep Genomic DNAيژنـوم  DNA اسـتخراج  تيك

Isolation kit (from Blood)ــتخراج از  DNA جهــت اس
 يهـا  رقت هيته يبرا.دي، استفاده گردشده هيته يژنوم يها رقت
از سرم افراد دهنـده سـالم بـا    يس يس 1 يحاو اليو 5 ،يژنوم

 ـبه ترت يها غلظت  ـاز كاند 105 -104 -103-102-50 بي   داي
 ـو كاند داگلابراتايكاند كنس،يآلب بـه طـور    سيلوزيپاراپس ـ داي

  .جداگانه آماده شدند
PCR.واكنش يانداز جهت راه ابتدا PCR  با استفاده از هـر

ــت پرا ــريجفــ ــو مــ ــه  ژهيــ ــنسيآلب(گونــ  al-F كــ

ATGTTATTCAAGTCTTTCGTTACT, al-R 
TGACATTAAATCCAGATAATTGAGC  

ــا  Gla-F GATGTTGTCACTAAGACTGTTCA،Gla-Rگلابراتـ

AGTAGGAAGACAACTTGGCAAGG  
-Par-R CTTCCGAAGCTAGCCAAGT]3[ ،Par سيلوزيوپاراپس

F GAGGATGAAGTGGAGTCG)  
 25بـه حجـم   PCRواكـنش  انجام يبرا. انجام شد واكنش

ــريكروليم ــاو يت ــريكروليم 5/12يح  Master mix از ت

 كروموليم 10 يفوروارد حاو مرياز پرا تريكروليم 1و)ژن نايس(
از هـر   كرومـول يم 10 يحاو ورسير مرياز پرا تريكروليم 1و

 نانوگرم از هر كـدام از  1-10گونه و  ياختصاص مريجفت پرا

DNA ـو با آب مقطر د دايكاند ي سه گونه  بـه   لياسـتر  زهيوني
 ـهـا جهـت تكث   وبيكروتيم.شد تررساندهيكروليم  25حجم   ري
DNAدر داخل دستگاهEppendorf Mastercycler Gradient 

 95نيآغـاز  ونيدناتوراس: دمايي شامل كليس. قرار داده شدند
بـا   كليس ـ30،يـك سـيكل   قهيدق 5به مدت  گراد يدرجه سانت
 نـگ ي، آنلقـه يدق 1به مدت  گراد يدرجه سانت 95 ونيدناتوراس

درجـه   72توسـعه   قـه، يدق 1بـه مـدت    گراد يدرجه سانت 58
درجـه   72 ييتوسعه نهـا  انير پاد قهيدق 1به مدت  گراد يسانت
به مـدت   گراد يدرجه سانت 35و  قهيدق 10به مدت  گراد يسانت

 بـا راه  هـم % 2ژل آگـاروز   يرو PCR محصـول . بود قهيدق 1
ــات ــبروما وميدي ــدها دي  يرو يالكتروفــورز شــدند ســپس بان

  .شد يبردار عكسUVdoc با دستگاه UV ژل،تحت اشعه
بـا   PCR ،واكنشها گونه ژهيو مريبودن پرا ياختصاص يبرا

 DNA متفاوت بـر روي  يها گونه مرياستفاده از سه جفت پرا

 ـ هم.استخراج شده از هرگونه انجام شد اسـتخراج   DNA نيچن
 يبـرا .انجام شـد  مريجفت پرا كيشده از سه گونه متفاوت با 

، لوسيآسـپرژ  ي،واكنش فوق بر رو PCRواكنش يژگيو نييتع
 ـ،كاندپتوكوكوسيكر ه،يزيسرو سسيساكاروما  سيكـال يتروپ داي

  .انجام شد زين يكروز دايوكاند
 ـتكث يهـا  نمونـه  PCRمحصـولات   تينها در شـده بـا    ري

 Silica Bead DNAتيطبق پروتكل ك ياختصاص يمرهايپرا

Gel Extraction Kit(K0513) نيـي شـد و جهـت تع   صيتخل 
ارسـال   Bioneerمربوطه به شركت  يمرهايراه پرا به هم يتوال
  .دنديگرد

  نتايج
 ـكاند تينيواژ مبتلا به ماريب 50از  %) 68(مـورد  34 ييداي
 ـكاند%)12(مـورد   6و  كـنس يآلب دايكاند  66گلابراتـا و از   داي

 دايمورد كاند 66 يدزيا مارانيب يدهان سيازيدياز كاند زولهيا
دانشـكده بهداشـت    يشناس ـ ازگروه قـارچ  زولهيا 1و كنسيآلب

بــا  سيلوزيپاراپســ دايــتهــران كاند يدانشــگاه علــوم پزشــك
بر .شدند تيهو نييتع API 20 C AUXتيكشت وك يها روش
 ـجـدا شـده از كاند   كنسيآلب دايمورد كاند 66 يرو  سيازيدي
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جدا شده از  كنسيآلب دايمورد كاند 34و يدزيا مارانيب يدهان
ژن  ياختصاص ـ يمرهـا يبا پرا PCRشيزماĤييدايكاند تينيواژ

ــونيك 65 نيمــانوپروتئ مــوارد % 100 رانجــام شــد ود يلودالت
 ـكه نشانه تكث bp 475قطعهبوده و ياختصاص PCRجينتا ژن  ري

دسـت   هباشد ب يم كنسيآلب دايكاند يلودالتونيك 65 نيمانوپروتئ
  ).2و  1شكل(آمد 

 سيلوزيپاراپس ـ دايمورد كاند 1گلابراتا و  دايمورد كاند 6
 65 نيژن مـانوپروتئ  ياختصاص يمرهايكه با استفاده از پرا زين
كشت مطابقت داشتند ودر  جيشده بودند با نتا PCRيلودالتونيك

و  bp  361بود و قطعه ياختصاص PCRموارد محصول % 100
bp 124 ــت كاند ــجه ــا داي ــيوكاند گلابرات   سيلوزيداپاراپس

 يمرهـا يفوق نشـان داد كـه پرا   جينتا.)1شكل( ديمشاهده گرد

 ياختصاص كاملاً دايكاند يها گونه صيتشخ يمورد استفاده برا
  . باشند يم

،  104 ،103، 102، 50تعـداد   PCRتيحساس ـ نيـي تع يبرا
سرم افراد  يها به نمونه كنسيآلب دايكاند يازسلول مخمر 105

 ــ ــالم تلق ــگرد حيس ــرم    دي ــل كلروف ــه دو روش فن ــپس ب س
 ـوك  Prime prep Genomic DNA Isolation kit  ،DNAتي

 PCRها واكـنش   آن يو بر رو دياستخراج گرد يسلول مخمر
در حـد  PCRواكنش ييكه حداقل مقدار قابل شناسا شدانجام 

  ).3شكل (كلروفرم بود با روش فنل يسلول مخمر 50
 Prime prep Genomic DNA Isolationتياز ك استفاده

kit(from Blood)  ـ يسـلول مخمـر   105در حد  توانـد   يرا م
  ).4شكل (كند  ييشناسا

  

 كه كانديدا آلبيكنس PCRمحصول 1-4ستون هاي . با استفاده از پرايمر هاي ويژه گونه كانديدا گونه هاي مختلف PCR ژل الكترفورز محصول. 1شكل

bp475 محصول6-9مي باشد، ستون هايPCR  124كانديدا پاراپسيلوزيس bp  محصول 10-12، ستون هايPCR  361كانديدا گلابراتا bp 13، ستون - 
كانديدا ، آسپرژيلوس ، ساكارومايسس سرويزيهبرروي PCR محصول ترتيببه  15-18، ستون )شركت فرمنتاز ( bp 100ماركر -14ستون كنترل منفي ،
 .كانديدا كروزيوتروپيكاليس 
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، ) شركت فرمنتاز(bp 100 ماركر -4مي باشد، ستون bp475كانديدا آلبيكنس بيماركه  PCR محصول1-3ستون هاي PCR .ژل الكترفورز محصول.2شكل 
  .كانديدا كروزي -8كانديدا تروپيكاليس ، ستون  -7ساكارومايسس سرويزيه ، ستون -6كريپتوكوكوس ، ستون -5ستون 

  

 
 50حاوي 6، ستون 102حاوي  5، ستون  103حاوي  3ستون،  104حاوي  2، ستون105حاوي 1سرم ستون در نمونه هاي بيولوژيك  PCRحساسيت .3شكل

  ).شركت فرمنتاز(bp 100ماركر 7سلول مخمري كانديدا آلبيكنس ، ستون 
 

 
 bpماركر  4فنل كلروفرم، ستون 3سلول مخمري به دو روش كيت، ستون 105حاوي) 1-2(سرم ستون در نمونه هاي بيولوژيك  PCRحساسيت .4شكل 

  ).شركت فرمنتاز(100
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 ـكلروفـرم و ك  دو روش فنـل  سـه يمقا بـا   Prime prepتي

Genomic DNA Isolation kitتر  كلروفرم حساس ، روش فنل
  .ديمشاهده گرد يسلول مخمر 50و درحد 
 ـ PCRمحصـولات   نگيحاصل از سكوانس جينتا  صيتخل

 يمـورد بررس ـ  NCBIدر BLASTافزار  شده با استفاده از نرم
نتاج حاصله نشـان داد كـه مـوارد جـدا شـده از      . قرار گرفت

و مـوارد جـدا   %) 100(ي دزيا مارانياز ب يدهان سيازيديكاند
مطابقـت   كنسيآلب دايبا كاند%) 98( ييدايكاند تينيشده از واژ

 ـبـا كاند %) 98(مـوارد جـدا شـده     يتـوال  نيچن هم اشتندد  داي
  .مشابهت داشتند سيلوزيپاراپس دايگلابراتا وكاند

  گيري بحث و نتيجه
 شيبـا افـزا   ماًيمهـاجم مسـتق   سيازيديبروز كاند شيافزا

درمان ضـد   عيمرتبط بوده و شروع سر زيمنوكومپرامايا مارانيب
 ـدركاهش مـرگ و م  يقارچ  ـكاند ري  يمنتشـره دارا  سيازيدي
 ـبـر پا  صيهـدف از تشـخ   نيابنابر. ]1-3[ باشد يم تياهم  هي

عفونـت نسـبت بـه     تـر  عيسـر  صيبـه منظـور تشـخ    يمولكول
جواب مثبـت   كه يدخصوص در موار هباشد ب يم جيرايها روش

 ـهـا   خـون آن  يهـا  خون كه كشت دايييدر عفونت كاند  يمنف
  .باشد يباشند مهم م يم

ممكن  يضد قارچ يبه داروها دايكاند يها گونه تيحساس
 ـكاند يهـا  گونه ييشناسا متنوع باشند و عيطور وس هاست ب  داي

استفاده  نيابنابر. ]4[ باشد يانتخاب درمان مناسب لازم م يبرا
 كيــپاتوژن يمخمرهــا عيســر ييشناســا يروش بــرا كيــاز 

بـودن بـالا نسـبت بـه      يو اختصاص تيفرصت طلب با حساس
 يژولـو يكروبيو م ييايميوشي،بيكيسرولوژ صيتشخ يها شرو
  .]17 - 15[ شده است هيتوص جيرا

گونـه كـه    ياختصاص ـ يمرهـا ياز جفت پرا قيتحق نيا در
 ييرا مـورد شناسـا   يلودالتـون يك 65 نيژن مـانوپروتئ  ماًيمستق
 يهـا  گونـه  ييبـه منظـور شناسـا   PCRدهـد از روش   يقرار م
 يهـا  همه گونـه  يبر رو PCRجينتا. استفاده شده است دايكاند

كشت مطابقت داشت و  جيموارد با نتا% 100در  شيمورد آزما
) bp 475 ،bp 361 ،bp 124(باند با طول مـورد انتظـار    كي

. به دست آمد سيلوزيگلابراتا و پاراپس كنس،يآلب دايكاند يبرا

 يقـارچ  يهـا  جـنس  DNAيبر رو PCRشيآزما كه يدر حال
 هيزيسرو سسيو ساكاروما پتوكوكوسيو كر لوسيآسپرژ گريد

 ـو كاند كـنس يآلب دايگونه كاند ياختصاص يمرهايكه با پرا  داي
 گونـه  چي، ه ـشـدند  شيآزمـا  سيلوزيپاراپس دايگلابراتا و كاند

  .صورت نگرفتDNAريتكث
 ـجهت تاPCRمحصولات  يتمام  يوبررس ـPCRروش  ديي

شـدند سـپس بـا اسـتفاده از      يتـوال  نييژن مورد نظر تع يتوال
 BLASTجينتـا .قـرار گرفـت   يمورد بررس ـBLASTافزار  نرم

ــه ا  ــان داد ك ــهينش ــا زول ــكاند يه ــا و كنسيآلب داي ،گلابرات
ــ ــه ترت سيلوزيپاراپســــ ــبــــ % 98، %98، %100 بيــــ

  .دارند يهمولوژXM_709288يها زولهيباا
اين تحقيق با مطالعات انجام شده در ايتاليـا از نظـر    نتايج
 ـهـاي كاند  بودن پرايمرها جهت شناسايي گونـه  اختصاصي  داي

مطابقـت   سيلوزيپاراپس دايگلابراتا و كاند دايو كاند كنسيآلب
 يمرهـا يو پراMultiplex PCRبـا روش  ايآرانس ـ.]3،18[ دارد

را  ييدايكاند مهم يها گونه Mp65با استفاده از ژن  ياختصاص
  .]3[ قرار داد ييمورد شناسا

ژن  ياختصاص ـ يمرهـا يبا اسـتفاده از پرا  گريمطالعه د در
Mp65 بـا روش   يكيولـوژ يب يهـا  در نمونـه  كنسيآلب دايكاند

PCR يهـا  در تمـام نمونـه   كنسيآلب دايكاند ييقادر به شناسا 
 Real timeبا استفاده از روش نيچن هم ]17[ شدند كيولوژيب

PCR   ژن  يبــر رو ياختصاص ـ يمرهــايبـه كمـك پراMp65 
صـورت   يكيولـوژ يب يهـا  در نمونه كنسيآلب دايكاند يياشناس

 ياختصاص ـ يمرهايبه كمك پرا زيمطالعه ن نيدر ا.]18[گرفت 
قـرار   ييمورد شناسـا  ييدايكاند يها گونه Mp65ژن  يبر رو

 ـمطابقـت داشـت و ا   گرفت كه با مطالعات ذكر شده كـاملاً   ني
 يهـا  گونه ييشناسا يبرا يژن مناسب Mp65دهد ژن  ينشان م

  . باشد يم دايمختلف كاند
 ـكاند يازسلول مخمر 105 ،104، 103، 102، 50 تعداد  داي

سـرم افـراد    يهـا  به نمونـه  سيلوزي،گلابراتا و پاراپسكنسيآلب
 ـگرد حيسالم تلق  ـكلروفـرم وك  سـپس بـه دو روش فنـل    دي   تي

Prime prep Genomic DNA Isolation kit  ،DNA   سـلول
نشــان داد كــه روش  PCRنتــايج  ديــاســتخراج گرد يمخمــر
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سـلول   50 ييبـالا در حـد شناسـا    تيبا حساس ـ كلروفرم فنل
روش اسـتخراج   نيابنابربوده و يكينيكل يها در نمونه يمخمر
 ـتر از روش ك كلروفرم حساس فنل  Prime prep Genomicتي

DNA Isolation kit باشد يم.  
استفاده از آن با حداقل امكانـات   تيروش قابل نيا تياهم
 تيلا يها در روش كه ياست در صورت يمولكول يشگاهيآزما
بـا توجـه بـه     high-resolution melting analysisو  كلريس ـ
 ـبه ا يابي عدم امكان دست ايو  يگران در همـه   يتكنولـوژ  ني
از  وانت يم جهيدر نت ستيها مقدور ن شيآزما نيا ها شگاهيآزما
 هـا  شـگاه يدر اكثر آزما يريتكرارپذ تيبا قابل PCRيها روش

 ـا] 11،19[ استفاده نمود و  ي،اختصاص ـعي، سرروش آسـان  ني
  . ساعت قابل انجام است 4 يط

 يبرا ينيبال يها به نبود نمونه قيتحق نيا يها تيمحدود از
 يهـا  نمونـه  يتوان اشاره نمود كه با گردآور يم شيانجام آزما

كاربرد آن  تيتوان قابل يآن م يبر رو شاتيو انجام آزما ينيبال
و درمان به موقع  سيازيديكاند مارانيب عيسر صيتشخ يرا برا

  .استفاده نمود
 ياختصاص ـ يمرهـا يبا جفـت پرا  PCRروش  يريگكار هب

 ياز نظر اقتصاد دايكاند يها گونه ييجهت شناسا دايگونه كاند
 مـت يق دسـتگاه گـران  پـروب و  چيه رايمقرون به صرفه بوده ز

 ـكاند ييامكان شناسا نيچن هم ستين ازيمورد ن از  ماًيمسـتق  داي
 سيازيديبا كاند مارانيو سرم گرفته شده از ب يخون يها نمونه

منجر بـه   يدرمان ضد قارچ عيبا شروع سر.مهاجم وجود دارد
  .گردد يمهاجم م سيازيديمرتبط با كاند ريكاهش مرگ و م

  
  تشكر و قدرداني

از رساله دكترا بـوده بـه    يكه بخش قيتحق نيانجام ا نهيهز
 ـدانشگاه ترب يمعاونت پژوهش لهيوس شـده   نيمـدرس تـام   تي

شناسي دانشـكده   چرگروه قاوسيله از اساتيد محترم  بدين.است
دكتـر ميرهنـدي و    بهداشت دانشگاه علوم پزشكي تهران آقاي

و شعار به خاطر همكاري صميمانه تشـكر   آقاي محسن گرامي
  .گردد قدرداني مي
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Introduction: Invasive fungal infections represent a major public health concern. In particular, systemic 
candidiasis remains an increasing source of morbidity and mortality especially in immunocompromised 
patients such as neutropenic patients undergoing antiblastic chemotherapy or bone marrow transplants. 
Early diagnosis is often difficult. Consequently, effective treatment is often delayed. PCR has the potential 
to decrease the time required to diagnose fungal infections and therefore reduce the mortality associated 
with disseminated disease.The MP65 gene of Candida albicansis appropriate for detection and 
identification. The aimofthisstudy was toidentifydifferentspecies of Candida (C. albicans, C. glabrata, C. 
parapsilosis) withPCRtechnique. 

Materials and Methods: All 107 yeast isolateswere identified on cornmeal agar supplemented with 
tween-80, germ tube formation in serum, and assimilation of carbon sources in the API 20 C AUX 
(Biomerieux, France). Then, all isolates were tesed by PCR using by different species-specific PCR primers 
selected within the MP65 gene; a recently cloned gene encoding a mannoprotein adhesin. 

Results: A hundred of clinical isolates were detemined as C. albicans and 6 of the isolates detemined  
asC. glabrata and 1 of the isolates detemined as C. parapsilosis. The species-specific PCR primers allowed 
differentiation of each of three Candida species by the amplicon length produced.The primers amplified all 
Candida species DNA tested (100% positivity) giving a band of the expected length (475 bp for C. 
albicans, 361bp forC. glabrata, 124bp forC. parapsilosis). The results were agreed with all culture results 
for Candida species detection. 

Conclusion: The results of this study showed that PCR method for rapididentification ofCandida 
specieswith specific primers is reproducible, simple and specific. 

Keywords: MP65 gene, Candida, Molecular diagnostics 
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