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  (Trichophyton rubrum)روبروم  یکوفیتونتر یژنوم مورفیسمیپل یبررس

 RAPD_PCRبا روش  ینیزهکرات ینیاز منابع بال جداشده
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 یدهچک
د. اقدام به دهیم رویدر نسوج  یتدرماتوف استقرار یجۀکه درنت استپوست، مو و ناخن  ینیزهکرات یهابافت یقارچ ۀعارض یتوزیسدرماتوف :مقدمه

با کمك  ،RAPD-PCRبا استفاده از روش  یکوفیتون،تر خاص با اشکال بالینی جدایه یهاارتباط احتمالی گونه ۀها و مطالعتایپینگ و افتراق زیرگونه
 یژنوم مورفیسمیپل یبررس ،پژوهش ین. هدف از ارودمی شماربه یقارچ یهاگونه یزبندی و تمایپت برای سودمندیابزار  که استهای تصادفی پرایمر

 .است RAPD_PCRبا روش  ینیزهروبروم جداشده از منابع کرات یکوفیتونتر

استان تهران و  یاالانبخاتم رستانیمااز ب ،سال 45تا  12 سنین در یپوست یماراناز ب یتوزیسنمونه درماتوف 60 ،مطالعه یندر ا ها:و روش مواد

نمونه  30 ،. درمجموعگردیدند یحگار تلقآ یکروبیوتیكم یطمح یاسابورو دکستروز آگار  یطها در مح. نمونهندشد یجداساز یقدس استان مرکز یمارستانب
صورت  یاختصاص یمرهایز پراابا استفاده  PCRاستفاده شد. آزمون  یاختصاص یتاز ک ،روبروم یکوفیتونتر DNAاستخراج  یدست آمد. برامثبت )+( به

ساختار  یابیدر ارز یارزشمند یکیخص ژنتشا ،ژنوم مورفیسمیپل ی. بررسگردیدها استفاده آن یژنوم یبررس یبراRAPD_ PCR از روش وگرفت 
 روبروم است. یکوفیتونژنوم تر

 یینتع یوشیمیاییب یهاو تست سکوپییکروم یك،مورفولوژ هایویژگیکه بر اساس  یشگاهآزما ینیبال یهانمونه یاز غربالگر پژوهش: هاییافته

و  یپیصفات فنوت هایهدام از سوشد که هرک یبندگروه مجزا دسته 9ها در یهسو ینا .گردیدروبروم جدا  یکوفیتونتر جدایه 30درمجموع  ،شدند یتهو
 رامشترک  یشاوندیخو هایویژگی با یزولها 12که  است 9مربوط به کلاستر  یفراوان یشترینب ،شدهمشخص یکلاسترها میاندر  .دارندمشترک  یپیژنوت

 .گیردیدر برم

 ۀدر منطق یتوزیسافراد مبتلا به درماتوف یتیدرماتوف یهاروبروم جداشده از نمونه یکوفیتونتر یژنوم مورفیسمیپل یبررس :گیرییجهو نت بحث 

 ییبسزا یرتأث یگروه سن یرمتغ بعد مسافت و مطالعه، این در کهپرداخته شد  یاختصاص یمرپرا یلۀوسبه ، RAPD_ PCR یكبا تکن ،تهران یاییجغراف
 داشته باشد. اییژهروبروم نقش و یکوفیتونتر زایییماریتواند در انتقال و بیم یکی. تنوع ژنتندداشت
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 مقدمه
هستند که  یارشته یها ها قارچیتدرماتوف

 یواناترا در ح یتوزیسدرماتوف از گوناگونیانواع  دنتوانیم
. بیاورندبه وجود  یواناتح یبا انتقال احتمال ،هاو انسان

در معرض عفونت قرار  یتدرماتوف یكکه در اثر  یطیمح
 ۀدارد که اجاز یازن ایویژه هاییمبه انتشار آنز ،گیردیم

 یتوزیسدرماتوف دست آورد.بهرا  یزباننفوذ در بافت م
پوست، مو و ناخن  ینیزهکرات یهابافت یقارچ ۀعارض
 یندر ا هایتشدن درماتوف یگزینجا یجۀکه درنت است

 یهااز قارچ یادسته هایت. درماتوفدهدمی روینسوج 
 ،یساختمان هایویژگیکه از نظر  هستند ینوفیلیكکرات

 40از  یشدارند. تاکنون ب یکدیگربه  بسیاریشباهت 

 سجن سهدر  ،شده که درمجموع شناخته یتگونه درماتوف
 .(1هستند ) یدرموفیتوناپ و یکوفیتونتر یکروسپوروم،م

عامل  یهاگونه ترینیعشا روبروم یکوفیتونتر
دو  ینا ییدر سراسر جهان است و شناسا یتوزیسدرماتوف

مهم  زایییماریو ب یرشناسیگهمه دیدگاهموضوع از 
 (Trichophyton rubrum) است. تریکوفیتون روبروم

که از  استدوست با انتشار جهانی یك درماتوفیت انسان
ندرت به و رودیشمار مانسان به یهاعوامل مهم عفونت

حال گزارشی تابه اما ؛حیوان جداشده است یهااز عفونت
عامل  تریکوفیتون روبروم .سازی آن از خاک نیستاز جدا

عامل کچلی پا و ناخن  ،طور فراوانبدن و به هاییکچل
 .(2است )
 درصد، 40حدود  یبا فراوان ،روبروم یکوفیتونتر

عامل  ترینیجناخن و را ۀبافت کراتینیز یهاعامل عفونت
 که است یجلدیرو ز یجلد یگرانولوماتوز ندولر قارچ

 یسطح یدرممحدود به اپ یبافت یهامعمولاً عامل عفونت
 توالی ییمنظور شناسابه یاست. مطالعات محدود

DNA  زایماریگروه مهم از عوامل ب یبرا یازموردن، 
صرفه، درمان و ساخت واکسن مؤثر و به یصتشخ برای

 یژن یتوال 43صورت گرفته است که تا به امروز، 
با پنج  روبروم یکوفیتونتر ۀفرد از گونمنحصربه یکدگذار

 .(3است ) شدهییشناساکروموزوم 
را  یکه چندشکل یاستفاده از نشانگرهای اختصاص

عنوان تواند بهکنند، میآشکار می DNAدر سطح 
 مکمل، اقسام مورفولوژیکی و روابط ژنتیکی یهاروش

از  ،روزهــام .(4ند )ــــــرا تعیین کن ایگونهینب 
یپدر ت یسودمند عنوان ابزاربه  RAPD_ PCRروش

ها استفاده ازجمله قارچ یکروبیم یهاگونه یزبندی و تما
 یکوفیتونتر هاییزولها یدأیت برای ،یتدرنهاگردد. یم

 ینروت یهابا روش شدهییشناساو  یجداساز روبروم
 یمبتن PCR یاختصاص یاز روش مولکول یشگاهی،آزما

 یکدگذار یژنوم مورفیسمیپل یاختصاص یبر آغازگرها
پرداخته شد که  روبروم یکوفیتونتر ۀگون DNAشده در 

 ۀگون تأیید بیانگر ،1100 یژنوم ۀطعـــــق ۀاهدـــمش
 (Trichophyton rubrum) روبروم ونـــیکوفیتتر

 .(5است )
 20تا  1از ژنوم ) بسیاریقطعات  ،RAPD در روش

. شوندیم یرتکث یطور تصادف( بهبیشتر یحت یالوکوس و 
 یاریمع ،باندها یاقطعات  ینا نداشتن یا داشتنحضور 

افراد مختلف  میان( در ی)چندشکل مورفیسمیپل یبرا
 RAPD یمرپرا یلۀوسبه یرشدهمتفاوت است. قطعات تکث

عنوان  ویلیامز ژنوم در نظر گرفت. همۀ ۀیندنما توانیرا م
 یهاترادف یحاو ،RAPD  در یافته یرکرد قطعات تکث

تك یهاژنوم )ترادف گوناگون یهامتعلق به کلاس
 .(6 ،7تکرار متوسط و تکرار بالا( هستند ) ی،کپ

توان برای شناسایی می RAPD از نشانگرهای
در سطح جمعیت تا جنس استفاده  گوناگون،های تاکسون

ها و داخل گونه میانرا در  یینشانگر تنوع بالا ینکرد. ا
 یینو تع ینیلوژف ییزهاآنال یبرا ،ینبنابرا ؛دهدینشان م

مناسب است. برای هر تاکسون باید تعداد  یارقرابت بس
 شدرا بررسی کرد تا مطمئن  هایپاز ژنوت یو کاف فراوان

وجود دارد و ناشی از  هایپژنوت ۀکه یك نشانگر در هم
به علت اینکه این نشانگرها  سویی،للی نیست. از آفراوانی 

 ،استفاده هستنددر رنج تاکسونومیکی محدودی قابل
 ین. در ا(6 ،8ها در فیلوژنی محدود است )استفاده از آن

و  هایرگونهتایپینگ و افتراق ز یبررس یبرا ،پژوهش
های خاص ینرتــــتمالی اســـارتباط اح ۀمطالع

با ( Trichophyton rubrumروبروم ) وفیتونــیکتر
با کمك  RAPD-PCRاز روش  ،اشکال بالینی متفاوت

 یبررس ،آغازگرهای تصادفی استفاده شد که هدف از آن
از  جداشده روبروم یکوفیتونتر هاییزولها یتنوع ژنوم

 است. RAPD_ PCR  با روش ینیمنابع بال
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 هامواد و روش
 سویه های کشت داده شده از آزمایشگاه :تهیه سویه

های خصوصی در تهران و اراک به صورت آماده بر روی 
 یكاز لحاظ تفکمحیط کشت اختصاصی اخذ گردید. 

دوم از  ۀنمون 15و  یاول از استان مرکز ۀنمون 15 ،نمونه
استان  یهانمونهذکر شده  یسن دامنۀاستان تهران بود. 

 یسن دامنۀو  گیسال 28-38 محدودۀ در یمرکز
 گزارش شد گیسال 25-42 محدودۀ درتهران  یهانمونه

سو  روبروم: یکوفیتونترتاییدی  یها انجام تست
بــر روی اخذ شده از آزمایشگاهها جهت تایید  یهایه

محــیط سابورودکستروز آگار محتـوی کلرامفنیـکل و 
 ازطبق دستورالعمل کشـت داده شـد.  ،سـیکلوهگزامید

. گردید استفادهمستقیم  لامروش کشت و روش  دو هر
برای  ،ºc25 یشده و در دمادقت در پلیت تلقیحها بهنمونه

جداشده بر روی محـیط  یهاهفته انکوبه شدند. قارچ 4
 ،کشـت سـابوروی جدیـد و محـیط کـورن میـل آگـار

 ،تشخیص برایکشت شـدند. مجدد  ،زاییکونیدی برای
از هیـدرولیز اوره و تسـت سـوراخ کردن مو و ایجاد 

فاده ــــپیگمان بر روی محیط کورن میل آگار است
 یکیو مورفولوژ یشکل کلن یبررس برای. (10) گردید

و  SDAدکستروز آگار  سابورو یطدر مح ،یماکروسکوپ
 یدکستروز آگار حاو سابورو ی،و مغذ یافتراق یطمح

 وسابور ی،اختصاص یطمح ینبرنج و همچن ۀعصار
 (SCC) و کلرامفنیکل یکلوهگزامیددکستروز آگار با س

 رشده را دیحتلق یهـا. پلیتشد هداد نشا کشت صورتبه
ºC25،  رشد  ،و هر هفته کردههفته انکوبه  4برای

 .(10) گردید بررسیدرماتوفیـت 
استخراج ژنوم  یستون یتبا ک DNAاستخراج 

 یتاز ک ،قارچ DNAمنظور استخراج به قارچ: یاختصاص
 ،یتک ین. با اشدآن استفاده  یاختصاص DNAاستخراج 

. گردید( انجام mini column) یاستخراج به روش ستون
 DNAتخلیص  یابه استخراج  ،PCRانجام واکنش  یبرا

 یۀناح یك یرتکث یبرا PCR ،درواقع که است نیاز
 یمرپرا توسط ،خاص یولوژیكبمشخص در عامل  یکیژنت

 .شد ییشناسا صیاختصا
استخراج  برای ها: قارچ DNAاستخراج  ۀنحو

DNA، شده استفاده روز کشت داده 5 یهااز پرگنه

 Potato dextrose) کشت یطمح یکه بر رو یدگرد

agar) PDA شدند داده کشت. 
مراحل  پایاناز  پس :یاستخراج DNAالکتروفورز 

خلوص  یزانو م DNAاز وجود  یناناطم برایاستخراج، 
به مدت  درصد، 1در ژل آگاروز  یاستخراج DNAآن، 
 پس ،حاصل یه الکتروفورز شد و سپس باندهایقدق 45

اوراءبنفش مشاهده ــــنور م یردر ز ،یزیآماز رنگ
 .(11) گردیدند

کنترل  یبرا نانودراپ: دستگاهبا  یفیتکنترل ک
استخراج شد،  یناژنس یتکه توسط ک یا DNA یفیتک

جذب  ،با استفاده از دستگاه نانودراپ ساخت کشور آلمان
و  است یروش کم ینا. گشت یبررس DNA ینور

در  یرا با استفاده از جذب نور  DNA توان غلظتیم
 OD یك یمحاسبه کرد. جذب برا nm 260طول موج 

 لیتریلیدر م gµ 50حضور  ۀدهندنشان ،nm 260در 

DNA یندر محلول است. بــا استفاده از ا یادورشته 
را  یناز وجود پروتئ یناش یتوان مقدار ناخالصیروش م

جذب  ،منظور ینا یداد. برا یصتشخ  DNA در محلول
در  یگرو بار د nm 260در طول موج  باریك یستیرا با

 .(12اندازه گرفت ) nm 280طول موج 
 یفیتکنترل ک یبرا با الکتروفورز: یفیتکنترل ک

DNA شد استفادهالکتروفورز  یكتکن از ،شدهاستخراج .
دستگاه  یاندازپس از راه و ساختهابتدا ژل  ،روش یندر ا

و  یختهها ردرون چاهك DNA یهانمونه ،الکتروفورز
 یزیآمها رنگنمونه ،یت. درنهاشد انجام جداسازی سپس
 یبردارو عکس یبررس ،و در دستگاه ژل داک گشته

 .(13شدند )
پس از مطالعه و جستجو در ها: یمرپرا یسازآماده
 یهاژن یمناسب برا یپرایمرها ،گوناگونمقالات 

sub4، sub7  .یتدر سا یمرهاپراانتخاب شدند 
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi) )

و به شرکت ماکروژن سفارش  گردیدندو بلاست  یسهمقا
 ۀو طول قطع یمرپرا یتوال ،1 ۀشمار . در جدولندداده شد

 .(14شده است )داده نشان یریتکث

 ۀقطع یمرپرا: پژوهشکاررفته در این به پرایمر
 یكقطعه، مکمل  یناست که ا یكنوکلئ یداز اس یکوتاه

 و است. ــالگ DNA یدنوکلئوت یدر پل یارشتهتك ۀقطع
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 یمربه انتخاب پرا ،آمیزیتموفق PCR یكانجام 
کاملاً  یمرهادارد. ضمن آنکه پرا یبستگمورداستفاده 

. ندبرخوردار یو از طول نسبتاً مناسب هستند یاختصاص
 یاقطعه یدو انتها یلازم است توال یمرپرا یطراح یبرا

 یمرپرا شود. مشخص ردد،ـــگ یرتکث تیـــیسکه با
 ۀیزولدر ا ،یشاــــــآزم ینام اــــانج برایدنظر م

نشان  1 ۀشمارروم جدول ــــروب وفیتونــــیکتر
 .(15شده است )داده

 
 (15 ،16روبروم ) یکوفیتونتر هاییزولهدر ا ییشناسا برای یمرهای نوکلئوتیدی پرا. توالی1 ۀشمارجدول 

 یمرپرا یتوال 3→ '5'  (bp) یمرپرا اندازه

140 F 5 ′ -ACCCTCCTATCCTTTACATTCCC 

R 5 ′ -CATTTCGCTGTTCTTGTGGC 

sub4 

151 F 5 ′ -TGGGTGCCTGTTGGTTGA 

R 5 ′ -TGACTGGTGAAGAGGGAAGAA 

sub7 

 
پس از آماده شدن نمونه، مخلوط حاصل در حجم 

 Gradient )آلمان، یکلربه دستگاه ترموسا ،µl 25 یینها

Masterrcycler Eppendorf ۀ. برنامیافت( انتقال 

 PCRانجام مراحل  یحرارت و زمان برا هدرج یمتنظ
جلودار و  یمرهایبا استفاده از پرا ،روبروم یکوفیتونتر

 .(17( انجام شد )1) ۀشمار بر اساس جدول یبرگشت
 

 PCRانجام مراحل  یحرارت و زمان برا هدرج یمتنظ ۀ. برنام2 ۀشمارجدول 

 سیکل تعداد (ثانیهزمان ) (سیلسیوس درجهدما ) مرحله

 1 300 94 اولیه واسرشت

 - 30 94 واسرشت

 - 30 37 اتصال

 34 90 72 (گسترش) ییبازآرا

 - 600 72 نهایی بازآرایی

 
RAPD –PCR: یطشرا سازیینهمنظور بهبه 

RAPDیکرولیترم 50حجم  یگر برا، غلظت واکنش، 
 نانوگرم از آغازگر، 60،یژنوم DNAنانوگرم از  20شامل 

dNTP  مولار،یلیم 10با غلظت MgCl2  50با غلظت 
 X PCR10، 5/37از بافر  یکرولیترم 5مولار، یلیم
واحد بر  5و  یلاستر یراز آب مقطر دوبار تقط یکرولیترم
 تیوبدر داخل  Taq DNAمراز یپل یمآنز یکرولیترم

 یسازآماده شد و پس از آماده µl 100اپندورف 
در  PCRانجام  برایلازم  ۀبرنام ،RAPD یهاپرایمر

شرکت  از MAXI-GENE یکلردستگاه ترموسا
 .یدگرد یمانگلستان تنظ یتیفیكاستوارت سا

 شدن یارشتهتك برای چرخه یك ،برنامه یندر ا

درجه  94 یدر دما یقهدق 5به مدت  ،یهاول DNA یکل
شامل مراحل مربوط به  چرخه 34سپس  ؛انجام شد
 یکه دما صورت گرفت یهثان 90به مدت  یمراتصال پرا
شده مشخص 3 ۀشماردر جدول  پرایمرهر  یاتصال برا

درجه،  72 یدر دما یهثان 90به مدت  DNAاست. سنتز 
 90شده به مدت ساخته یها DNAشدن  یارشتهتك

اتصال  یلتکم برایدور  یكو درجه  94 یدر دما یهثان
در  یقهدق 10به مدت  DNAساخت  یلو تکم یمرپرا

 گردید یمتنظ یکلردستگاه ترموسا یبر رودرجه  72 دمای
 (.2 ۀشمار جدول)

 RAPD انجام گرفت  پرایمر 12از  یكهر  یبرا
از  پسآمده است و  1 ۀشمارها در جدول آن یکه توال

 یهمراه با نشانگرها  PCRمحصولات همۀ ،PCR پایان
 یطدر شرا درصد 2ژل آگارز  یرو بر ،DNA  یمولکول

ها پس از . از ژلگردیدالکتروفورز  یکسانکاملاً 
ژل با آب  ییزداو رنگ یدبروما یدیومبا ات یزیآمرنگ

 یدپلورا ینتوسط دورب UVبنفش ءنور ماورا یرمقطر، در ز
 .(18شد ) یبردارعکس

 یآمار وتحلیلیهتجز یبرا :یآمار وتحلیلیهتجز
حرکت نوارها استفاده و  یزاناز م ،RAPDمحصولات 
. با استفاده از گردیدرسم  یكصفر و  یسجدول ماتر
 ۀبا برنام یاخوشه ۀیتجز یكصفر و  یسجدول ماتر

SPSS،  به روشUPGMA یو بر اساس الگو 
طور جداگانه به RAPDمحصولات  DNA یچندشکل
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ها انجام گرفت و آن یبیحالت ترک یزهر آغازگر و ن یبرا
 .(7شد ) یبررس هایهسو یکیو نزد یدور

 Gelژل با استفاده از دستگاه  یرتصاو ۀیپس از ته

documentation یباند یها، الگوآن یرو اسکن تصاو 
م صورت جداگانه رسبه پرایمرهر  یبرا ها،یتجمع همۀ
 در صورت حضور یتکه در هر جمع یبترت ینبد ؛یدگرد

 یازتباند، ام نداشتن و در صورت حضور یك یازباند، امت
 پس. یدگرد یلتشک یكصفر و  یسصفر داده شد و ماتر

، Excelافزار در نرم یكصفر و  یسرــــــمات یلاز تشک
و  genAlex vol.6.4زار ـــافرمـــــداده به ن

PoPGene vol.1.32 به یاخوشه ۀیمنتقل شد و تجز 
  

 

 .(19دست آمد )به WARDروش 

 پژوهش هاییافته
 یهانمونه: یقارچ ینیبال یهانمونه یجداساز یجنتا

در  یتوزیسمبتلا به درماتوف یمارانشده از بگرفته ینیبال
و  شدند منتقل یشگاهبه آزما یدو استان تهران و مرکز

و  یکروسکوپیم یك،مورفولوژ هایویژگیاس ـــبر اس
 غربالگری( 3 شمارۀ جدول) یوشیمیاییب یهاتست

 ۀجدای 30از  ،( که درمجموع1 ۀشمارل ــــ)شک گردیدند
ربوط به استان ـــــم زولهــــیا 15 ،روبروم یکوفیتونتر
 یتان مرکزـــــمربوط به اس یزولها 15ران و ــــته

 بودند.

 Trichophyton rubrum یهایهجدا یوشیمیاییب یهاتست یجنتا ی. بررس3 ۀشمار جدول

 مو کردن سوراخ تست یدیو ماکرو کون یکروتعداد فراوان م یادانه کلنی اوره تست رنگیاقوتی قرمز کلنی پشت نسبتاً کند یکلن رشد قارچ

 + + - + + روبروم یکوفیتونتر

 
 

 
 Trichophyton rubrum. تست اوره آز در 1 شمارۀ شکل

 
 :یسآمده از ژل الکتروفورزدستبه ینریبا یهاداده

 یمولکول ینگاراز انگشت آمدهدستبه یباندها و الگوها
 صورتبه و چشم با در ابتدا ،RAPD-PCR یهاواکنش

 ،(Notepad) برنامه جدول ۀیته شدند. با یلتحل یبصر
 باز یلوک 3000تا  50مشخص از  یزسا یكبا  باند وجود

 ؛گردید صفر مشخص عدد با باند نداشتن وجود و 1با عدد 
 گرفت قرار Notepad ۀبرنام جداول در اعداد ینا سپس

 بر اساسNTSYS vol.12  یافزارنرم ۀبرنام و توسط

 یآمار وتحلیلیهتجز یشد. برا یهته دندوگرام شباهت
نوارها  یحرکت نسب یزاناز م ،RAPDمحصولات 

از نوارها با دقت  یكحرکت هر  یزان. مگردیداستفاده 

 یا داشتنشد. بر اساس وجود  یدهسنج متریلیم 20/1
 یكعدد  یببه ترت ،PCRهر نوار از محصولات  نداشتن

 یسجدول ماتر ،یبترت ینصفر به آن نسبت داده و به ا یا
تعداد  یكصفر و  یسرسم شد. بر اساس ماتر یكصفر و 

 RAPDمحصولات  DNA یچندشکل یکل الگوها
 ،روبروم یکوفیتونتر یزولها 30 یحاصل از آغازگر برا

نوار به دست آمد. با استفاده از جدول  یتعداد درمجموع
 ،SPSS ۀبا برنام یاخوشه یۀتجز یكصفر و  یسماتر

 یبر اساس الگو یاخوشه ۀیتجز گوناگون یهابه روش
طور جداگانه ، بهRAPDمحصولات  DNA یچندشکل

ها انجام گرفت. آن یبیحالت ترک یزهر آغازگر و ن یبرا
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و  یمنطق یجنتا UPGMAنشان داد که روش  هایبررس
بر  نابراین،ــــبو  دهدیت مـــرا به دس یترمطمئن
 یبررس هایهسو یکیژنت کیـــیو نزد یدور آن اساس

 .شد
 یالگو یبررس برای: DNAاستخراج  ییدتأ یجنتا

ارچ ق ۀجداشد ۀیسو 30 میان یژنوم مورفیسمیپل
شت ک یطقارچ در مح هاییزولهروبروم، ا یکوفیتونتر

CSDA  روز کشت شدند که در ادامه 7به مدت، 
استخراج  برایو  گردیدندکشت صاف  هاییطمح

DNA، یتو کم یفیتبه روش دلاپورتا، ک DNA 
 DNAنشان داد که  های. بررسشد یینتع یاستخراج
 انیدر جر ینازو به پروتئ استنسبتاً خالص  یاستخراج

 .ندارد یازین DNAاستخراج 

 یطشرا سازیینهبه برای :یمولکول یزآنال یجنتا
RAPD، و با توجه به  شد یمؤثر بررس یپارامترها

انجام واکنش در  یبرا یطشرا ،گوناگون یهاآزمون
سپس  گردید؛ سازیینهبه یکرولیتریم 50 یهاحجم

 برایلازم  ۀ، دما، زمان و برنامRAPD یگرهاواکنش
شد. پس از  یمتنظ یکلردر دستگاه ترموسا PCRانجام 
 مورفیسمیپل یالگو یمنظور بررسبه ،واکنش پایان

DNA محصولات  همۀ ،هایهسو میانPCR ژل  یبر رو
با  یزیآماز رنگ پسو  یدگرد الکتروفورز درصد 2آگارز 

 یراز ژل با آب مقطر، در ز ییزداو رنگ یدبروه یدیومات
شد  یبردارعکس یدپلورا ینبنفش توسط دوربءنور ماورا

مشاهده است آمده در ادامه قابلدستبه یرکه تصاو
 (.2 شمارۀ تصویر)

 
 
 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 با استفاده  ،روبروم یکوفیتونتر 12تا  1 هاییهسو RAPD_PCRحاصل از  یباند ی. الگو2 شمارۀ شکل

 یدبروما یدیومشده با اتیزیآمژل آگارز و رنگ یبر رو RAPD یمراز پرا

 
 
 یا کلاستر :RAPD-PCRدندوگرام در روش  یزآنال

ها در داده یعو توز یاز پردازش مواز یاخوشه یانشرا
 ۀدست. کلاسترها دو شودیم یدهمستقل د یوترهایکامپ
 ،بالا و گروه دوم ییدارند که گروه اول با کارا یاصل

 9در  یشآزما یجبالا هستند. نتا یبا دسترس ییکلاسترها
 جدولاست ) یمشاهده و بررسقابل یرصورت زکلاستر به

 ،22 ،23 ،24 یهاشامل نمونه تنها 1(. )کلاستر 4 ۀشمار

)کلاستر ( و 19 ،20 یهاشامل نمونه 2کلاستر ) و( 21
 و( 14 ۀشامل نمون 4)کلاستر  و( 16 ۀشامل نمون 3

شامل  6)کلاستر  و( 17، 18 هاینمونه شامل 5)کلاستر 
 هایشامل نمونه 7)کلاستر  و( 28،26، 30،29 یهانمونه

 و( 15 ،27 یهاشامل نمونه 8)کلاستر  و( 13، 25
 ،9 ،4 ،5 ،6 ،8، 10، 11، 12 یهاشامل نمونه 9)کلاستر 

3 ،2 ،1.) 
 
 
 

 

 [
 D

O
I:

 1
0.

52
54

7/
sj

im
u.

29
.1

.5
 ]

 
 [

 D
O

R
: 2

0.
10

01
.1

.1
56

34
72

8.
14

00
.2

9.
1.

3.
5 

] 
 [

 D
ow

nl
oa

de
d 

fr
om

 s
jim

u.
m

ed
ila

m
.a

c.
ir

 o
n 

20
26

-0
2-

01
 ]

 

                             6 / 11

http://dx.doi.org/10.52547/sjimu.29.1.5
https://dor.isc.ac/dor/20.1001.1.15634728.1400.29.1.3.5
https://sjimu.medilam.ac.ir/article-1-6392-en.html


 1400 دوره بیست و نهم، شماره اول، اردیبهشت  مجله علمی دانشگاه علوم پزشکی ایلام                    

45 

 RAPD_PCRها بر اساس روش آن یبندو گروه Trichophyton rubrum هاییزوله. مشخصات ا4جدول شمارۀ 

 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 Trichophyton جدایه 30 ،4 ۀشماردر جدول 

rubrum  که در  شودیملاحظه مگروه مجزا  9در
 یپیو ژنوت یپی)با صفات فنوت هایهاز سو یتعداد ،هرکدام

 مورفیسمیتنوع پل ۀدهندنشانو  گیردمی جای مشترک(
 میانهاست. در قارچ ینا هاییرگونهز میاندر  یژنوم

مربوط به  یفراوان یشترینب ،شدهمشخص یکلاسترها
 یشاوندیخو هایویژگیبا  یزولها 12که  است 9کلاستر 
 .گیردمی بر در رامشترک 

 یارتباط معنادار ،داخل کلاستر یهانمونه یبا بررس
 یرانشد؛ ز یافتو تهران  یاستان مرکز یهانمونه میان

ها مربوط به تهران و نمونه همۀاز کلاسترها  یدر بعض
بود و در  یها مربوط به مرکزنمونه همۀ یگر،د یدر بعض

 یمرکز یهانمونه میان ینسبت مشخص ،کلاسترها سایر
 simpons ،پژوهش یندر ا ینهمچن ؛نشد یافتو تهران 

diversity  که نشان  گردیدمحاسبه  93559322/0عدد
 است. داشته مناسبی یزقدرت تما RAPDروش  دهدیم

 گیرییجهبحث و نت
در  یمهم بهداشت ۀعنوان مسئلبه یقارچ یهاعفونت

ها از قارچ یناش یپوست هاییماریهستند. ب مطرح یادن
است و  یشدر حال افزا یادن یتدر جمع ،در زمان حاضر

. اندشدهبه آن مبتلا  یادن یتجمع درصد 20-25از  یشب
که  است یقارچ هاییماریب ترینیعاز شا یتوزیسدرماتوف
طور به یماری. انتقال بهستندعامل آن  هایتدرماتوف

 یهابا تماس با موها و پوسته ،یرمستقیمو غ یممستق
 .(1) گیردیصورت م یتیآلوده به عوامل درماتوف

 مانند یپیفنوت هایویژگی از بعضیها در اختلاف
انواع  یی،زایماریشدت ب شناسییختر هاییژگیو

 سایرها و آن یتو فعال یدشدهتول یهاینتوکس
در سطح مواد  یپیهاست. ازآنجاکه صفات فنوتیژگیو

شوند، انتظار یم یرمزده DNA یهاو باز یکیژنت
دو  میان یظاهر هایویژگیرود که هرگونه تنوع در یم

 کهیطوربه ،یابدها انعکاس آن DNAدر سطح  ،موجود
با  ،هاآن DNA یو با بررس یماًها مستقاختلاف ینا

 یبررس یاست. برا یشگیریپمناسب قابل یهاروش
شده ارائه یگوناگون یهاروش ،DNAتنوع در سطح 

. در (1) شودیروزه بر تعدادشان افزوده ماست که همه
گروه  9روبروم در  یکوفیتونتر ۀجدای 30 ،حاضر پژوهش
از  یتعداد ،که در هرکدام است شدهملاحظه مجزا 

 جایمشترک(  یپیو ژنوت یپی)با صفات فنوت هایهسو
 میاندر  یژنوم مورفیسمیتنوع پل ۀدهندنشان و گیردیم
 یکلاسترها میانهاست. در قارچ ینا هاییرگونهز

 است 9مربوط به کلاستر  یفراوان یشترینب ،شدهمشخص
 در رامشترک  یشاوندیخو هایویژگیبا  یزولها 12که 

 .گیردمی بر
را روش  RAPDروش  ،گوناگون هایپژوهش

 ؛انددهکر یمعرف یقارچ یهاگونه یصتشخ یبرا یمناسب
 یرگونه با سا یصتشخ یروش برا ینا ،اما امروزه

 یینبر تع یمبتن یهااغلب با روش یمولکول یهاروش
. شودیانجام مکمتر  ،چند ژن یا یك یدینوکلئوت یتوال

روبروم  یکوفیتونتر DNA یبازها یتوال بارۀازآنجاکه در
 یروش برا ین، ایستدر دست ن بسیاریاطلاعات 

سودمند باشد.  تواندیم DNA مورفیسمیپل یبررس
الگوی الکتروفورتیك حاصل از هضم اندونوکلئازی 

، شناسایی و  EcoRIIبا آنزیم   PCR یهامحصول

 شمارۀ کلاستر یهسو شمارۀ شمارۀ کلاستر یهسو شمارۀ شمارۀ کلاستر یهشمارۀ سو

1 9 11 9 21 1 

2 9 12 9 22 1 

3 9 13 7 23 1 

4 9 14 4 24 1 

5 9 15 8 25 7 

6 9 16 3 26 6 

7 9 17 5 27 8 

8 9 18 5 28 6 

9 9 19 2 29 6 

10 9 20 2 30 6 
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شایع شامل  زاییماریب هاییتافتراق درماتوف
Trichophyton rubrum در دکر یرپذرا امکان .

به  ،RAPD PCR یكبا استفاده از تکن ،حاضر پژوهش
 30روبروم پرداخته شد.  یکوفیتونتر یتنوع ژنوم یبررس
گروه بندی گروه مجزا  9روبروم در  یکوفیتونتر ۀجدای

و  یپیها )با صفات فنوتیهاز سو یکه در هرکدام تعداد
یتنوع پل ۀدهندو نشان گیردیم جایمشترک(  یپیژنوت
هاست. قارچ ینا یهاگونهیرز میاندر  یژنوم یسممورف
 یفراوان یشترینب ،شدهمشخص یکلاسترها میاندر 

 هایویژگیبا  یزولها 12که است 9مربوط به کلاستر 
 .گیردمی بر در رامشترک  یشاوندیخو

 ییشناسا راخود  ۀو همکاران هدف از مطالع یادگاری
مبتلا به انواع  یمارانجداشده از ب یداییهای کاندجدایه

-PCRبه روش  ،در سطح گونه یدیازیسکاند گوناگون

RFLP با  ،یکنسهای آلبسویه یکیتنوع ژنت یو بررس
. برای این اندکرده بیان RAPD-PCRاستفاده از روش 

نمونه از نواحی  846 یآوربه جمع ،ماه 27در طول  ،هدف
مخمری  هاییهگردید. سواقدام  گوناگونآناتومیك 

اولیه قرار  ییفنوتیپیك مورد شناسا یهابا روش ،جداشده
ارتباط احتمالی  ۀو مطالع هایرگونهگرفت. برای افتراق ز

ایپینگ به ت ،خاص با اشکال بالینی هاییناستر
 RAPD-PCR های آلبیکنس با استفاده از روشجدایه

 اقدام OPA-18 و AP3 با کمك آغازگرهای تصادفی
صورت و نتایج مربوط به هریك از نواحی آناتومیك به شد

نشان داد  RAPD . آزمایشگردیدند وتحلیلیهمجزا تجز
 بندییمگروه ژنوتیپی تقس 5یا  4ها را در آنتوان میکه 
ژنوتیپ  2جداشده از موارد کاندیدمی از  هاییه. سوکرد

ژنوتیپ  4یا  3ها از های ناخن و پوست و مخاطو جدایه
 .اندشدهیلتشک

تنوع ژنتیکی  ،یفر و همکاران در پژوهشیشکوه
. کردنددر ایران بررسی  را Aspergillusجمعیت قارچ 
استان کشور انتخاب و تنوع  16جدایه از  26بدین منظور، 

ارزیابی  RAPD با استفاده از روشرا ها ژنومی آن
 آغازگر تصادفی، الگوی باندی 12 یریکارگ. با بهنمودند

DNA تنوع ژنتیکی  ،این ها تهیه شد و بر اساسجدایه
ها محاسبه و روابط جدایه میانو فاصلۀ ژنتیکی 

تعیین  یاخوشه ۀها با استفاده از تجزیخویشاوندی آن
 نیرومندیابزار  ،RAPD گردید. نتایج نشان داد که روش

  Aspergillus rabiei ژنومی جمعیت ۀبرای تجزی
آمده، شاخص تنوع دستبه یهاست. بر اساس دادها

 ۀدهندنشانبرآورد شد که  درصد 98ها ژنتیکی جدایه
 ۀدر ایران است. فاصل پاتوژناین  فراوانتنوع ژنتیکی 

متغیر بود.  0/61تا  0/16ها از جفت جدایه میانژنتیکی 
)از  22و  20های جدایه میانبیشترین فاصلۀ ژنتیکی 

 میانقزوین و گلستان( و کمترین فاصله  یهااستان
مرکزی و مازندران(  یها)از استان 26و  12های جدایه

ها در جدایه همۀ درصد، 90دیده شد. در سطح شباهت 
 یگذارنام V تا A گروه ژنوتیپی جداسازی و از حرف 22

 .(21،20) گردیدند
 یهااز روش ،2012سال  درهمکاران  و هرینسویز

 یهایهو کشف جدا ییشناسا برای DNA اثر انگشت
 57استفاده کردند.  Trichophyton rubrum ینیبال

با  ،شدهییشناسا که فراوانی یجدایه از بیماران مبتلا
 پلیمراز ۀطولی قطع مورفیسمیاستفاده از تجزیه پل

(PCR-RFLP) و با استفاده از روش RAPD، طور به
تعیین  6و  1 پرایمربا دو  شدهیتتصادفی چندمنظوره تقو

 ۀمورد جدای 55 تعداد ،PCR-RFLP  . با استفاده ازندشد
و  40ها، درمجموع آن یان. در مگردید ییدموردمطالعه تأ

به 6و  1 یمرهایبا پرا  RAPD توسط یزمتما یلپروف 5
 ،RAPD از هر دو روش هایلپروف یبدست آمد. ترک

 4/85 هایپتنوع ژنوت یزانو م مدبه دست آ یپژنوت 47
 هاییلپروف یدندروگرام بر رو وتحلیلیهبود. تجز درصد

 یشترنشان داد که ب 1 یمربا پرا RAPD توسط یدشدهتول
مرتبط  یگربا همد یکیطور ژنت( بهدرصد 3/87ها )یهجدا

روبروم  یکوفیتونتر ۀجدای 30 همچنین ؛(22 ،23هستند )
 یتعداد ،شود که در هرکدامیگروه مجزا ملاحظه م 9در 

 جایمشترک(  یپیو ژنوت یپیها )با صفات فنوتیهاز سو
 میاندر  یژنوم یسممورفیتنوع پل ۀدهندو نشان گیردیم
 یکلاسترها میانهاست. در قارچ ینا یهاگونهیرز

 است 9مربوط به کلاستر  یفراوان یشترینب ،شدهمشخص
 در رامشترک  یشاوندیخو هایویژگیبا  یزولها 12که 

 .گیردمی بر
 یتحساس ،1390سال  درو همکاران  پورعلی
 هاییهاز سو یهجدا 29 یوتیکیــــبیـــآنت یضدقارچ

T. mentagrophytes با روش  را ینافیندر برابر ترب
حداقل غلظت  یینتع یبرا ،اصلاح آگار سازییقرق
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 8حساس و  یهجدا 21. کردند ارزیابی (MIC) یمهار
مقاوم با استفاده از  ۀیبود. جدا ینافینمقاوم به ترب یهجدا

 یتبا هدف نشان دادن حساس ،RAPD-PCRآغازگر  4
 همۀمواجه شدند.  ینوفینو مقاومت به ترب یکیژنت
و  یزمتما یكمورفیپل ینشان دادند که باندها یرهاتکث

 شدند یشآغازگر آزما 4 یباند برا یتموقع 34 ،درمجموع
 گردیدها محاسبه یهاز جدا یكهر میان یکیژنت ۀفاصل و

دندروگرام استفاده  یك یدتول یبرا یاخوشه ۀیو از تجز
ها بود. دندروگرام آن میانروابط  ۀدهندنشانشد که 

را به  هایهسو همۀ ،درصد 65 یبیتقر یانگینبا م یبیترک
 ینافینبه ترب یتمربوط به واکنش حساس یهاگروه
استفاده از روش  یاثربخش ،مطالعه ینکرد. ا یبندطبقه

 یهاتــــتس یلمــــتک یرا برا RAPD یمولکول
 ،ییدارو یتحساس یشو آزما یسنت یکروسکوپیم

نشان  دوبارهرا  یتوزیسدرماتوف یقدق تشخیص منظوربه
 9روبروم در  یکوفیتونتر جدایۀ 30 ،یسه. در مقا(24داد )

از  یکه در هرکدام تعداد شودیگروه مجزا ملاحظه م
 جایمشترک(  یپیو ژنوت یپیها )با صفات فنوتیهسو

 میاندر  یژنوم یسممورفیتنوع پل ۀدهندو نشان گیردیم
 یکلاسترها میانهاست. در قارچ ینا یهاگونهیرز

 است 9مربوط به کلاستر  یفراوان یشترینب ،شدهمشخص
 بر در رامشترک  یشاوندیخو هایویژگیبا  یزولها 12که
 

 .گیردمی
 مورفیسمیپل یبررس به کهحاضر  پژوهش ،یجهنت در

جداشده از  Trichophyton rubrumقارچ  یژنوم
در  یتوزیسافراد مبتلا به درماتوف ینیبال یهانمونه

با  ،یدو استان تهران و مرکز هاییمارستانب
 یاختصاص یمرپرا یلۀوسبه  RAPD-PCRیكتکن

 یکوفیتونتر ۀیزولا 30تعداد  ،درمجموع ،پرداخته شد
که هرکدام مربوط  گرفتقرار  یگروه ژنوم 9روبروم در 

تنوع  ینبود و ا یسن ۀمحدود یكمنطقه و  یكبه 
 یناست. ا گوناگون یسن یفط واز مسافت  یناش یکیژنت

 یکروارگانیسمم ینا زایییماریدر انتقال و ب یکیتنوع ژنت
 ی،ژنوم مورفیسمیپل یبررس ،ین؛ بنابرادارد اییژهنقش و

ساختار و  یابیدر ارز یارزشمند یکیشاخص ژنت
با  و است Trichophyton rubrum ۀیسو زایییماریب

 یمطالعات ژنوم ی،اساس یرهایتوجه به سنجش متغ
 رسد.ینظر م به یضرور یشتر،ب

 گزاریسپاس
ارشد با کد  یکارشناس هنامیانپا ازمقاله  این

 یاز آقا وسیلهین. بدستا شدهستخراجا 97001500236
 تشکر و قدردانی عزیزانی همۀ و پورصادق یدمهندس مج

 سودمند راهنمایی علمی فعالیت این انجام در که گرددمی
 .داشتند ارزنده و
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Abstract 

Introduction: Dermatophytosis is a fungal 

complication of keratinized skin, hair, and 

nail tissues, which is caused by the 

establishment of dermatophytosis in the 

tissues. Attempts for tapping and 

discriminating the subtypes, as well as 

studying the possible association of specific 

species with clinical forms of trichophyton 

isolates using RAPD-PCR with random 

primers is a useful tool for typing and 

differentiating the fungal species. This study 

aimed to investigate the genomic 

polymorphism of Trichophyton rubrum 

isolated from keratinized sources using the 

RAPD-PCR method. 

 

Materials & Methods: In this study, 60 

dermatophytosis specimens were isolated 

from dermatophilic patients aged 12 to 45 

years referred to Khatam-al-Anbia Hospital 

in Tehran province and Qods Hospital in 

Markazi province, Iran. The samples were 

inoculated in Sabourodextrose agar or 

microbial agar medium. A total of 30 

positive samples were obtained, and specific 

kits were used to extract trichophyton 

rubrum DNA. The PCR was performed 

using specific primers, and the RAPD-PCR 

method was employed for genomic analysis. 

Investigation of genomic polymorphism is a 

valuable genetic marker in the evaluation of 

genome structure of Trichophyton rubrum. 

 

Findings: A total of 30 isolates of 

Trichophyton rubrum were isolated after 

screening the clinical specimens that were 

identified based on morphological, 

microscopic, and biochemical tests. These 

strains were divided into nine genomic 

groups, some of which were found in several 

groups, indicating the genotypic similarity 

of the fungi of the same species at different 

locations. Among the identified clusters, 

cluster nine obtained the highest frequency, 

which included 12 isolates with common 

kinship characteristics. 

 

Discussions & Conclusions: This study 

investigated the genomic polymorphism of 

Trichophyton rubrum isolated from 

dermatophytes specimens of patients with 

dermatophytosis in Tehran, Iran, using the 

RAPD-PCR technique with a primer. 

According to the results, distance and age 

group had a significant effect. Furthermore, 

genetic diversity can play a special role in 

the transmission and pathogenicity of this 

microorganism. 

 

Keywords: Dermatophytosis, Genomic 

polymorphism, Trichophyton rubrum, 
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