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  چكيده 
امروزه اهميت بكار گيري پروتكلهاي درماني هدفمند و كارآمد بر عليه آلودگي به گونه هاي مختلف درماتوفيتها بر پايه  :هدفسابقه و 

در بسياري از كشورها از روشهاي مولكولي متعدد و متنوعي بطور روتـين بـراي   . تشخيص سريع و دقيق عامل عفوني احساس مي شود
در كشور مـا نيـز تعـدادي از محققـين بـه صـورت پراكنـده بـراي تشـخيص          . فوني سود ميبرندتشخيص طيف وسيعي از بيماريهاي ع

درماتوفيتها، با بهره گيري از روشهاي مولكولي و كلني هاي درماتوفيتي رشد كرده از كشت نمونه هاي پوسته، اقداماتي را صـورت داده  
در نمونـه هـاي     PCRتقيم و سريع اين قارچها را با استفاده از روش در اين تحقيق ما براي اولين بار در ايران امكان تشخيص مس. اند

تاكنون اين روش در سطح جهان نيـز بصـورت محـدودي مـورد     . روزه پوسته بيمار مورد ارزيابي قرار داديم 5تا  3پوسته و كلني كشت 
  .آزمايش قرار گرفته است

كردن بافت پوسته بيمار و تخريب ديواره سـلولي قـارچ همـراه بـا      در مطالعه حاضر به بررسي روشهاي مختلف براي هموژن :روش كار
پارامترهـاي   PCRبعـلاوه بـراي انجـام    . با استفاده از روشهاي متداول و كيتهاي آماده اقـدام شـد   DNAبهينه سازي شرايط تخليص 

  . مورد ارزيابي قرار گرفتند PCRبرنامه  پليمراز، تغيير در دماها و زمانهاي DNAمختلفي نظير استفاده از چند جفت پرايمر، آنزيمهاي 
تخليص شده، عوامـل   DNAقارچي نسبت به كل مقدار  DNAدر اين مسير با موانعي چون ديواره سخت قارچها، مقدار كم  :يافته ها

لفـي آزمـايش   مواجه شده  كه براي عبور از آنها راه كارهاي مخت PCRو پروسه انجام  DNAمهم و متعدد تاثير گذار در روند تخليص 
قارچ از مخلوط سه نمونـه پوسـته بيمـار     DNAو استخراج مقدار قابل توجهي DNA در نهايت با بهينه سازي شرايط تخليص . گرديد

مثبت بدست آمد كه البته اين روش كار قابل توجيه و اجرا بصورت روتين براي تشخيص  PCR، جواب )همه از يك جنس درماتوفيت(
  . ددرماتوفيتوزيس نمي باش

بـراي تشـخيص سـريع     PCRعلي رغم تدابير اتخاذ شده در اين مطالعـه بـه منظـور نهادينـه سـازي اسـتفاده از روش        :نتيجه گيري
درماتوفيتها در نمونه پوسته بيمار و نتايج مثبتي هم كه حاصل گرديد، به نظر ميرسد كه با توجه به محدوديت مقدار پوسته بيمـاران و  

پليمراز در پوسته بهتر است علاوه بر بررسيهاي تكميلي و بهينه سازي روشها، به  DNAبالقوه براي عملكرد وجود ممانعت كننده هاي 
  .استفاده نمود) كلني هاي بسيار جوان(جاي پوسته از كلني هاي درماتوفيتي رشد كرده در مراحل اوليه كشت 

 DNA، پوسته، تخليص  PCRدرماتوفيت، : واژگان كليدي
  

  

  مقدمه
 ويكي از بيماريهاي مشترك انسان و حيـوان بـوده    آ يا بيماري كچليه تين

عوامل اتيولوژيـك   .را درگير ميسازد پوست، مو و ناخنها لايه شاخيمعمولا 
وسـپروم و  راپيدرموفيتون، ميك جنس 3 درماتوفيتها شامل بيماري يا همان
 وسـپروم و ترايكوفيتـون متشـكل از   ردو جـنس ميك . باشند ترايكوفيتون مي

 و حيوانـات  چندين گونه و زير گونه بوده كه تعـدادي از آنهـا بـراي انسـان    
  ميكروسكوپي  تشخيصو در  يبالين از ديدگاه. )1( هستند زا بيماري

  

  
و شناسايي  باشد جنس و گونه درماتوفيت بسيار مشكل مي مستقيم، تعيين

ت معمول اين قارچهاي كراتين دوست و كند رشد نياز به زمان طولاني جه
جداسازي قارچ در كشت نمونه هاي پوسته در محيطهـاي اختصاصـي دارد   

لذا دسترسي به يـك تكنيـك آزمايشـگاهي سـريع  و دقيـق بـراي        ).3-1(
ايـن  . در سطح جنس و گونه بسيار حايز اهميت است درماتوفيتها شناسايي

جهت درمان سريع بيماران بـا داروي مناسـب و دوز دقيـق دارو و دوره     امر
ــاني  ــيار  زمـــــ ــتفاده از دارو بســـــ ــد اســـــ ــم ميباشـــــ .مهـــــ
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 ـ  بيشتر درماتوفيتهايي كه براي انسان پاتوژن بحساب مي ر اسـاس شـكل   آينـد ب

مل ميزان رشد، رنگ كلنـي،  شاميكروسكوپي  -كلني و بررسيهاي مورفولوژيكي
 نظيـر اندازه و شكل ماكروكونيديا و ميكروكونيديا و نيـز خـواص فيزيولـوژيكي    

و  bromocresol purpleآز، توليد آلكالين بر روي محـيط كشـت    توليد اوره
هـا در بيـان ايـن     تنـوع گونـه   با توجه به فراوانـي . باشند غيره قابل تشخيص مي

مشخصات فنوتيپيكي، تعيين گونه و زير گونه در درماتوفيتها اغلـب بـا مشـكل    
توانـد بـر    بعلاوه نوع محيط كشت و ديگر شرايط رشـد مـي  . ) 5و4( همراه است

ه و در دوروي مورفولــوژي ميكروســكوپي و ماكروســكوپي درماتوفيتهــا مــؤثر بــ
اي ناخن، درماتوفيت توانـايي رشـد خـود را از    مواردي به ويژه در مورد نمونه ه

روشـهاي مبتنـي بـر     بنابراين. دست داده و نتيجه منفي كاذب حاصل مي شود
امـروزه روشـهاي    لذا .باشند ژنوتايپ داراي ثبات بيشتر بوده و قابل اعتمادتر مي

براي تعيين گونه و بررسي پلي مورفيسـم درماتوفيتهـا مـورد    ختلفي مولكولي م
البته عموم محققيني كه در اين زمينه فعاليـت داشـته    .)6-8(  باشند توجه مي

كشت پوسته بيماران خود استفاده كرده اند و مقـالات نـادري   هاي  اند از كلني
و سـپس   DNAدر دست است كه مسـتقيما از پوسـته بيمـار بـراي تخلـيص      

PCR آن استفاده شده باشد.  
نه سازي همـوژن كـردن نمونـه    در مطالعه حاضر راه كارهاي مختلفي براي بهي

 PCRقـارچ از پوسـته و مراحـل انجـام      DNAپوسته بيمار، شرايط تخلـيص  
  .بررسي گرديده است

  
  روش كار

هر روزه تعدادي بيمار مبتلا به ضايعات جلدي مشكوك به درماتوفيتوزيس 
مقداري پوسته . به بخش قارچ شناسي انستيتو پاستور ايران مراجعه ميكنند

ات هر بيمار بوسيله يك اسكالپل كند برداشته شـده و جهـت   از محل ضايع
بـر روي يـك لام   . انجام آزمايشات مختلف در سه قسـمت بررسـي گرديـد   

% 20) پتـاس (قطره هيدروكسيد پتاسيم  1-2ميكروسكوپي به قسمت اول 
پتـاس سـلولهاي شـاخي را    (هاي شفاف شده بـا پتـاس    و نمونه افزوده شده
در زير ميكروسكوپ از ) رساند ر قارچ آسيبي نميساختا هكند اما ب هضم مي

 ـبررسـي   )ميسـليوم و آرتروكونيـديوم  ( نظر حضور عناصر قـارچي   .دگرديدن
به منظور جدا سازي و شناسايي درماتوفيتهـاي مـورد نظـر در    قسمت دوم 
و آگار ) SDA(شامل سابورو دكستروز آگار  اختصاصي عمومي و محيطهاي

قسمت سوم به منظـور   .ندكشت داده شد يزااختصاصي براي قارچهاي بيمار
  .مورد استفاده قرار گرفت PCRو آزمايش   DNAتخليص 

قبل از شروع مرحله هموژن كردن پوسته و كلني كشت پوسته ، نمونـه هـا   
درجـه جهـت كشـتن درماتوفيتهـا      65دقيقه در دماي  15به مدت حداقل 
ردن پوسـته  روش براي خرد كـردن و همـوژن ك ـ   3سپس . قرار داده شدند

  :مورد امتحان قرار گرفتند
پوسته ها داخل هاون چيني ريخته شـده وبعـد از اضـافه كـردن ازت      -1

  .مايع، با دسته هاون كاملا خرد گرديدند
بعد از اضافه كردن ازت مايع، پوسته ها در حضور شـن ريـزه شسـته     -2

 .در هاون خرد شدند (Acid-washed sea sand)شده با اسيد 
نگ به داخـل اپنـدرف حـاوي پوسـته ريختـه شـد و       ازت مايع با سر  -3

 ).9(سپس با استفاده از سر سرنگ يا ميله اي باريك پوسته ها خرد شدند 
براي هموژن كردن كلني هاي درماتوفيتي رشد كرده در محيطهاي كشـت  

  .تنها از روش اول استفاده شد
سـاخت   DNP KITژنومي از كلني هـا از كيـت    DNAبراي جدا سازي 

مراحل كـار، بعـد از همـوژن كـردن، مطـابق      . نا ژن استفاده شدشركت سي
ولـي در مـورد   . پروتكل ارائه شده بوسيله شـركت مربوطـه صـورت گرفـت    

پوسته، پس از توزين مقدار پوسته، به منظور افزايش راندمان، تغييراتـي در  
پروتكل فوق از جمله در زمانهاي انكوباسيون و استفاده از بافرهاي مناسبتر 

ازدياد شدت تخريـب ديـواره قـارچ و نيـز سونيكاسـيون نمونـه هـاي         براي
كيت ديگـري  بعلاوه از . دقيقه اعمال گرديد 8و  4هموژن شده در زمانهاي 

سـاخت شـركت كـره     Tissue Genomic DNA Isolation Kitبنام 
همچنـين روش اختصاصـي   . نيز سـود بـرده شـد    CoreBioSystemاي 

. كه نتايج قابل ملاحظه اي را در بر داشـت  )10( ديگري نيز بكار برده شد 
-mg 15( چون مقدار نمونه پوسته بدست آمده از بيماران بسيار كم بـود  

بر روي تك تك نمونه ها، در مواردي  DNAلذا علاوه بر انجام تخليص ) 5
ــه    ــد نمون ــوط چن ــدود (از مخل ــتقيم   ) mg50ح ــخيص مس ــه در تش ك

. ه بودند نيز استفاده گرديدميكروسكوپي و كشت پوسته يكسان گزارش شد
نمونه ها خوانده شـده تـا غلظـت     OD260/280بعد از پايان مراحل تخليص، 

DNA  مخلوط ( ژنوميDNA بدست آيـد   )قارچ و سلولهاي پوست انسان
معياري ديگـر از كميـت و   )  %1ل ژ(و سپس بكمك روش ژل الكتروفورز 

 بـر  DNAمراحـل تخلـيص   . تخليص شده ارزيابي گرديـد  DNAكيفيت 
روي دو نمونه كشت قارچ پيكيا پاستوريس و كانديدا آلبيكنس، بـه عنـوان   

 خرگـوش و   و خونهـاي  Escherichia coli  نمونه هـاي  كنترل مثبت و
  .جرا گرديدا ،به عنوان كنترل منفي ،انسان

تخليص شده از كلني هاي كشت داده شده پوسته، نمونـه هـاي    DNAاز 
اسـتفاده   PCRسته بيمـاران بـراي آزمـايش    كنترل مثبت و منفي و نيز پو

در تكثيـر نـواحي     TR1/TR2و  ITS1/ITS4 دو جفت پرايمـر  . گرديد
 18Sيـا   small ribosomal RNAبشدت حفظ شده ژن كـد كننـده   

rDNA  و بطور دقيقتر ناحيهinternal transcribed spacer (ITS) 
rDNA  بكار برده شدند.  

TR1 (forward 5΄-GTTTCTAGGACCGCC-3΄) 
TR2 (reverse 5΄ -CTCAAACTTCCATCGACTTG΄-3΄) 
ITS1 (forward 5΄ -TCCGTAGGTGAACCTGC-3΄) 
ITS4 (reverse 5΄ -TCCTCCGCTTATTGATATG-3΄) 

شـد  شـروع   )9( رفـرانس  همطابق برنامه پيشنهادي در مقال PCRشرايط  
و  تاتغييـر  تخليص شده از پوسته بيماران DNAلي در مورد نمونه هاي و

  :كه عبارتند از گرديداتخاذ  PCRتدابير مختلفي براي بهينه سازي شرايط 
بيمـــار بعنـــوان پوســـته  DNAاســـتفاده از غلظتهـــاي متفـــاوت  .1

Template. 
 ).درجه سانتيگراد  60و  Tm )55  ،58انتخاب دماهاي مختلف  .2
 ).سيكل 40و  35،  30،  25(تغيير تعداد سيكلها  .3
 .)پيكو مول 100و  25،  10( ها رقت متفاوت پرايمر 3استفاده از  .4
و  Biotoolsن و ژسـينا ( پلي مـراز  Taq DNA  آنزيم متفاوت 3از .5

BIO-RAD  (     ي با حساسيتهاي متفاوت نسـبت بـه ممانعـت كننـده هـا
 .استفاده شد احتمالي

تخليص شده مربوط به كلونيهاي كشت داده شـده   DNAيك نمونه  .6
مخلـوط  ) از يك جـنس  هر دو(تخليص شده از پوسته  DNAبا يك نمونه 

به منظور بررسي وجود ممانعت كننده هـاي  (ه شد گذاشت  PCRو يدهردگ
 ).پلي مراز DNAاحتمالي از عملكرد 

تخلـيص شـده از     DNAبا توجه به اينكـه مقـدار قابـل تـوجهي از      .7
 DNAپوسته مربوط به ژنوم انساني ميباشد، از پرايمرهايي كـه بـا نمونـه    

 Cystic)يجاد باندي جهت بررسـي بيمـاري   تخليص شده از خون انسان ا
Fibrosis) CF مي كنند، استفاده شد. 
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واجـد   آگـارز  درصـد  2ل ژ، نمونـه هـا روي   PCRبرنامـه   هـر  بعد از اتمام

ه و پـس از الكتروفـورز، مشـاهده بانـدها بـه      گرديد  Loadاتيديوم برومايد
  .امكان پذير مي شدند UVوسيله نور 

بيمـار تخلـيص    20در مرحله بعدي بر روي كلني هاي كشت پوسته حدود 
DNA  آزمايشات وPCR  با استفاده از هر دو جفت پرايمر ITS1/ITS و

TR1/TR2 فتصورت گر. 
 

             يافته ها
نمونه هاي كلني كشت پوسته و كنترل مثبت، بدون هر گونه  PCR نتايج 

تصـوير  ( ، مثبت بود  PCRو  DNAنياز به تغيير در پروسه هاي تخليص 
رت ديگـر در الكتروفـورز   ولي در مورد پوسته جواب منفـي بـود بـه عبـا    ) 1

لذا به منظـور بدسـت آوردن محصـول    . باندي مشاهده نشد PCRمحصول 
. ، شرايط مختلفي مورد ارزيابي قرار گرفـت DNAبيشتر از پروسه تخليص 

بـراي تخلـيص   . نيز در دست اجرا بـود  PCRهمزمان بهينه سازي شرايط 
DNA      از پوسته بيماران، از دو كيـت متفـاوت بـا نامهـايDNP Kit    و

Tissue Genomic DNA Isolation Kit   نتيجــه  .شــداســتفاده
PCR  تخليص تكلتغييراتي در پرو بنابراينمنفي بود محصول هر دو كيت 

DNA كيت با كمك DNP Kit  از جملـه ايـن   . مورد بررسي قرار گرفـت
 از ميتـوان تغييرات كه بـه تفصـيل در بخـش روشـهاي كـار ذكـر گرديـده        

تغييــر در زمانهــاي ، مختلــف همــوژن كــردن پوســته اســتفاده از روشــهاي
تغييـر در بافرهـا بـر    بافت پوسته همـوژن شـده،    سونيكاسيون، انكوباسيون

ي اصـلاحات  برخ ـ و مقـالات روشهاي موفق ارائه شده در تعـدادي از  اساس 
  .نام برد ديگر

تخليص شده را بدنبال  DNAنتيجه اين تغييرات افزايش قابل توجه مقدار 
ازطرف ديگر پارامترهـاي زيـر    .همچنان منفي بود PCRجواب داشت ولي 

ورد ارزيـابي  و رفع موانـع احتمـالي م ـ   PCRبه منظور بهينه سازي شرايط 
  :گرفتندقرار 

  
 .Templateبيمار بعنوان  DNAاستفاده از غلظتهاي متفاوت  •
 ).درجه سانتيگراد  60و  Tm )55  ،58انتخاب دماهاي مختلف  •
 ).سيكل 40و  35،  30،  25(تغيير تعداد سيكلها  •
 .)پيكومول 100و  25،  10( رقت متفاوت پرايمرها  3استفاده از  •
ــزيم متفــاوت  3اســتفاده از • ــراز Taq DNAآن ن و ژســينا( پلــي م

Biotools  وBIO RAD  (   با حساسيتهاي متفاوت نسـبت بـه ممانعـت 
 .ي احتماليكننده ها

 .CFيص بيماري استفاده از جفت پرايمرهاي مورد استفاده در تشخ •
اين تغييرات نيز به جز در موارد معدودي كـه بانـد ضـعيفي مشـاهده شـد      

  .نتيجه ديگري در بر نداشت
نمونه  PCRاز  قابل قبوليبعد از انجام آزمايشات فوق و عدم حصول جواب 

از بافـت پوسـته    DNAديگـري بـراي تخلـيص     پروتكلپوسته بيماران، از 
   ).10(بيمار استفاده شد 

 200حـدود  (حاصله در اين روش بسـيار قابـل توجـه بـود      DNA مقدار
µg/mL dsDNA  (جواب  با اينحال PCR نمونه هـا منفـي    عدادي ازت

بيمـار را كـه بـر اسـاس تشـخيص       پوسـته  بود ولي هنگامي كه سه نمونـه 
) mg50حدود (ميكروسكوپي و كشت، يكسان بودند را با هم مخلوط كرده 

تكـرار ايـن   . )2تصوير( مثبت شد  PCR نموديم، جواب  DNAو تخليص 
ايـن   اما در عمـل پروسه با سه نمونه ديگر نيز جواب مثبت به همراه داشت 

تكـرار آزمايشـات   . قابل گزارش كردن نيسـت  آن كار منطقي نبوده و نتيجه
  .نتايج مشابهي را بدنبال داشت

علي رغم يافته هاي متفاوتي كه در مورد نمونه هـاي پوسـته بدسـت آمـد،     
كلني هـاي كشـت پوسـته كليـه      PCRو آزمايشات  DNAنتايج تخليص 

در مورد ) بيمار 20حدود (بيماراني كه تا كنون مورد بررسي قرار گرفته اند 
).3تصـوير  (مثبت بـود   TR1/TR2و  ITS1/ITS4 هر دو جفت پرايمر 

  %:2بر روي ژل  PCRالكتروفورز محصول : 1تصوير 
 .T: 6؛ ستون  E. Fluccosum: 5 ستون ؛ T.tonsurans: 4؛ ستون  Pichia pastoris: 3؛ ستون  Candida albicans: 2ن سايز ماركر؛ ستو: 12و1ستونهاي 

verrucosum  7؛ ستون :T.mentagrophytes 8؛ ستون :T. rubrum خون انسان: 11خون خرگوش؛ ستون : 10اشريشيا كلي؛ ستون : 9؛ ستون.  
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1000bp
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  %:2بر روي ژل  PCRالكتروفورز محصول : 2تصوير 
مخلوط سه نمونه پوسته : 6نمونه كلني كشت يك نمونه پوسته بيمار؛ ستون : 5شده بودند؛ ستون  DNAار كه به صورت انفرادي تخليص چند نمونه پوسته بيم: 4و  3، 2سايز ماركر؛ ستونهاي : 1ستون 

  .مخلوط سه نمونه پوسته بيمار ديگر: 7بيمار؛ ستون 
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  

  %:2بر روي ژل  PCRالكتروفورز محصول : 3تصوير 
به ترتيب نمونه هاي : 16تا 13؛ ستون Candida albicans: 12روزه پوسته بيمار؛ ستون  5تا  3نمونه هاي مختلف كلني كشت : 11تا  2اي سايز ماركر؛ ستونه: 17و  1ستونهاي 

E.coli  خون خرگوش ، خون انسان و نمونه فاقد ،DNA  كنترلهاي منفي(الگو.(  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  

  بحث
ويـژه در  ه هاي ناشي از آنها بها هستند كه عفونت قارچها گروهي از ارگانيسم

دليـل افـزايش جمعيـت افـراد مبـتلا بـه نقـايص ايمنـي و         ه ساليان اخير ب
بيوتيكهاي وسيع الطيـف   استفاده گسترده از روشهاي شيمي درماني و آنتي

  ).11(به شدت افزايش يافته است 
از آنجايي كه تشخيص سريع و اختصاصي عفونتهاي درماتوفيتي، بـويژه بـا   

هاي عامل بيماري، امكان اعمال پروتكلهاي درمـاني   جنسها و گونه توجه به
طراحـي و بكـار    ،دار و با كفايت فراهم خواهد كرد ضد قارچي را بطور جهت

گيري تكنيكهاي سريع، دقيق و حسـاس در ايـن رابطـه بسـيار ضـروري و      
در همـين راسـتا و بـدليل مشـكلات موجـود در      . اجتناب ناپذير خواهد بود

تين قارچها، بكارگيري تكنيكهاي مولكولي با ويژگي بـالا بـويژه   تشخيص رو
گسترش يافته  در سالهاي اخير DNAتكنيكهاي مبتني بر آناليز مولكولي 

  .)6-9( است

  
تحقيق حاضر نيز با توجه به شيوع نسبتاً بالاي درماتوفيتوزيس در ايران بـا  

بـا   جهت تشـخيص سـريع و   PCRهدف بررسي امكان بكار گيري تكنيك 
هاي پوسته بيمار و نمونه هـاي   كفايت درماتوفيتها و بطور مستقيم در نمونه

كشت پوسته و مقايسه آنها با نتايج ميكروسكوپي مستقيم پوسـته و كشـت   
  .برنامه ريزي شده است
اين تحقيق از يـك طـرف حـاكي از جوابهـاي قابـل      نتايج بدست آمده طي 

لنـي كشـت پوسـته    تخلـيص شـده از ك   DNAمربـوط بـه    PCRقبول از 
تكـرار ناپـذير بـودن آزمـايش     ولي از طـرف ديگـر   ) 3تصوير (بيماران بوده 

PCR  بر رويDNA  بـا وجـود مـوارد     را، تخليص شده از پوسته بيمـاران
در اين خصوص مباحـث مختلفـي قابـل    . دهدمينشان مشاهده شده، مثبت 

  .طرح است كه به اختصار به آنها ميپردازيم

  36، شماره  دوازدهمعفوني و گرمسيري ، سال  فصلنامه بيماري هاي



  

  43ـــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــ حسن ميرزاحسيني و همكاران
  

داد تع ـ احتمـالا  با توجه به سطح بالاي بهداشـت در كشـورهاي پيشـرفته و   
ت چـاپ  مقـالا ، بيماران مبتلا به درماتوفيتوزيس در ايـن كشـورها   محدودتر

در زمينه تشخيص سريع درماتوفيتها با استفاده از پوسته بيماران بسيار  شده
و عموم تحقيقات صورت گرفته بر روي درماتوفيتها حول محـور   نادر ميباشد

هاي كشت قارچها مي بررسيهاي مولكولار اپيدميولوژيكي با استفاده از كلني 
البته اين احتمال نيز وجود دارد كه آنها نيـز هماننـد مـا نتـايج قابـل      . باشد

 .نمونه هاي پوسته بيماران بدست نياورده باشند PCRقبولي از 
از ) inhibitor( احتمال وجود ممانعـت كننـده هـايي   در تعدادي از مقالات 

پوسـته  تخلـيص شـده از     DNAپلـي مرازهـا بخصـوص در     DNAعمـل  
، كه بر اين اساس دو آزمايش مختلف طراحـي  )13و  12(گزارش شده است 

نتايج اين آزمايشات وجود ممانعت كننده هـا را تاييـد نكـرد    . و اجراء گرديد
 .ولي مسلما براي تاييد نهايي موضوع بررسيهاي جامعتر لازم است

ديـواره   تخريـب با قدرت تخريبي بالا به منظور  گوناگوناستفاده از روشهاي 
ايـن   .را نيـز بهمـراه خواهـد داشـت     DNA سخت قارچ، احتمال خرد شدن

تخليص شده تعـدادي   DNAاحتمال زماني قوت ميگيرد كه در الكتروفورز 
 DNAشكسـتگيهاي متعـدد در    .از نمونه ها هيچ بانـدي مشـاهده نگرديـد   

مقوله اي اثبات شده است لكن ميزان وقوع  DNAژنومي در هنگام تخليص 
شكستگيها ارتباط مستقيمي بـا روش بكـار بـرده شـده بـراي تخلـيص       اين 

DNA دارد. 
بيمـاران متنـوع بـوده و در مـوارد بسـياري       تهيه شده از پوسته نمونهمقدار 
 DNAبقدري ناچيز است كه احتمال استحصـال مقـدار مناسـب     آنمقدار 

اي مقدار ميسليومهاي قارچ در نمونه ه ـاز طرف ديگر . تقريبا نامحتمل است
پوسته نسبت به سلولهاي پوست بيمار مسلما قابل توجه نبـوده و در نتيجـه   

نتايج  .تخليص شده ناچيز ميباشد  DNAقارچ نسبت به كل  DNAمقدار 
بدست آمده در تحقيق حاضر نشان داد كه اين مشكل مهمترين عامل تـاثير  

بـوده و البتـه پـس از اصـلاح روش تخلـيص       PCRگذار بـر روي آزمـايش   

DNA،  نمونه پوسته با هم مخلوط شدند و حجـم قابـل    3تنها هنگامي كه
مثبـت   PCRجمـع گرديـد، جـواب    ) mg50حدود (ملاحظه اي از پوسته 

در حاليكه نمونه هايي كه بـه صـورت انفـرادي بـا همـين روش      . بدست آمد
DNA  آنها تخليص شده بود، جواب آزمايشPCR آنها منفي بود.  

 بر سر راه نتيجـه گيـري از   يد مانع يا موانعماحصل اين مباحث گوياي وجو
نمونـه هـاي پوسـته اسـت كـه نيازمنـد        آزمايشات صـورت گرفتـه بـر روي   
نتـايج بدسـت آمـده از     از سـوي ديگـر  . بررسيهاي دقيقتر و جامعتر ميباشد

PCR    كلني هاي كشت پوسته بيماران كاملا معني دار بوده و مقايسـه ايـن
  .كوپي مستقيم و كشت پوسته مطابقت داردنتايج با نتايج مشاهدات ميكروس

در هر حال نكته قابل توجه اينست كه عموم روشهاي مورد استفاده در ايـن  
از قارچ قابل اطمينـان اسـت ولـي اسـتفاده از      DNAتحقيق براي تخليص 

تكنيكهايي با تكنولوژي پيشرفته تر براي حصول نتيجه مطلـوبتر از تخلـيص   
DNA وفيتوزيسي با توجه به خصوصيات اين نمونـه  از پوسته بيماران درمات

اندازه زخم محدود بوده و امكـان نمونـه بـرداري    (ها ازجمله مقادير كم آنها 
البته استفاده از تكنيكهاي پيشرفته تـر  . پيشنهاد ميشود) بيشتر وجود ندارد

در اين ميان بكار گيري روشـهاي  . باشد DNAبايد متضمن تخريب حداقل 
كـه در هـر زمـان بتـوان هـر       Real Time PCRظير ن PCRپيشرفته تر 

را رديابي كـرد، توصـيه مـي گـردد تـا       PCRگونه تغيير در مقدار محصول 
 DNAبتوان ناتوانيهـاي روش ژل الكتروفـورز را در رديـابي مقـادير نـاچيز      

  .جبران كرد
به منظور تسريع در رسيدن به جـواب جهـت    با توجه به نتايج اين تحقيق و

 پوسـته  اقدام به برداشت كلنـي كشـت   ميتوان مالي به بيمار،پاسخگويي احت
و  DNAو تخلـيص  ) درماتوفيـت بسته به گونه (طي روزهاي سوم تا پنجم 

نتـايج اوليـه   البته اين پروتكل در دست اجـراء بـوده و   نمود كه  PCRانجام 
 .است ي حاصل گرديدهرضايتبخش
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