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 چکیدُ

ٔبلاػضیب ٔخٕش چشثی دٚػت اػت وٝ خضء فّٛس ٘شٔبَ پٛػت ا٘ؼبٖ ٚ  ٍ ّدف: شهیٌِ       
ایٗ لبسذ ثٝ ػٙٛاٖ یىی اص ػٛأُ فشكت عّت ثیٕبسیضا  ٟٔشٜ داساٖ خٍٛ٘شْ ٔحؼٛة ٔی ؿٛد.
دس ایٗ تحمیك  ٔخٕش ٞبی خذا ؿذٜ اص  ٕ٘ٛ٘ٝ ٞبی  دس ثیٕبسی دسٔبتیت ػجٛسئیه اػت.

تؼییٗ ٞٛیت  PCR-Sequencingسٚؽثٝ پٛػتٝ ػش ثیٕبساٖ ٔجتلا ثٝ دسٔبتیت ػجٛسئیه 
 ذ.ؿذ٘

اعشاف ثیٙی ٚ ؿٛسٜ ػش  ٕ٘ٛ٘ٝ پٛػتی اص پغ ٌٛؽ، 65دس ایٗ ٔغبِؼٝ  :بسزغیزٍؼ         
اص دٞیذساتبػیٖٛ دس ٔحیظ ا٘تخبثی  ثیٕبساٖ ٔجتلا ثٝ دسٔبتیت ػجٛسئیه خذا ٚ ثشای خٌّٛیشی

ثؼذ اص ا٘دبْ آصٔبیؾ ٞبی  آٌبس ٚ دیىؼٖٛ آٌبس تغییش یبفتٝ وـت دادٜ ؿذ. ٛسٚػبث
 ITS1-4 Universalاص پشایٕشٞبی  PCR ثب سٚؽ ،تؼییٗ ٘ٛع ٌٛ٘ٝ لبسچیثشای ثیٛؿیٕیبیی 

ٞبی  شای تؼییٗ ٚ تـخیق ٞٛیت ٌٛ٘ٝث PCRٔحلٛلات ثذػت آٔذٜ اص  اػتفبدٜ ٌشدیذ. 
 ٔبلاػضیب تؼییٗ تٛاِی ؿذ٘ذ.

ٕ٘ٛ٘ٝ لبسچی ثذػت آٔذٜ اص وـت پٛػتٝ ػش ثیٕبساٖ ٔجتلا ثٝ دسٔبتیت  9شای ث يبفتِ ّب:        
ٔٛسد وشیپتٛوٛوٛع  2 ٔٛسد ٔبلاػضیب سػتشیىتب،2 ٔٛسد ٔبلاػضیب ٌّٛثٛصا،4ػجٛسئیه: 

 ٔٛسد وشیپتٛوٛوٛع آِجیذٚع ٔیّیغ ؿٙبػبئی ؿذ٘ذ.1آِجیذٚع،

 ٌٛ٘ٝ فشاٚا٘ی دس سا  صیبدی ؿجبٞت تحمیك ایٗ دس آٔذٜ دػت ثٝ ٘تبیح ًتیجِ گیسی:        
 .داد دیٍش٘ـبٖ ٔغبِؼبت ثب  سػتشیىتب ٔبلاػضیب ٚ ٌّٛثٛصا ٔبلاػضیب ٞبی

 تٙىبثٗ دسٔبتیت ػجٛسئیه، ،تؼییٗ تٛاِی ٔبلاػضیب، کلیدی: ٍاضُ ّبی         
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 Sequencing – PCRؾیَع گًَِ ّبی  هبلاغصيب دز بیوبزاى هبتلا بِ دزهبتیت غبَزئیک بِ زٍؼ 
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 34 خسداد ٍ تیس (0)ؾوبزُ  ًْنهجلِ علَم آشهبيؿگبّی، دٍزُ 

 



 34 خسداد ٍ تیس (0)ؾوبزُ  ًْنهجلِ علَم آشهبيؿگبّی، دٍزُ 

 هقدهِ
وٝ ثٝ ػٙٛاٖ  ٞبی چشثی دٚػت ا٘ذ،ٔبلاػضیب اسٌب٘یؼٓ 

فّٛس٘شٔبَ پٛػت ا٘ؼبٖ ٚ حیٛا٘بت خٍٛ٘شْ ؿٙبختٝ ؿذٜ ٚ 

ٕٞچٙیٗ ثٝ ػٙٛاٖ یىی اص ػٛأُ ثیٕبسی ٞبی پٛػتی ثٝ ؿٕبس 

(. ایٗ خٙغ دس ؿبخٝ ثبصیذیٛٔبیىٛتب، سدٜ 1ٔی سٚ٘ذ)

ٞتشٚثبصیذیٛٔیؼت ٞب، ساػتٝ اٚػتیلاخیٙبَ ٞب ٚخب٘ٛادٜ 

ایٗ ٔخٕش داسای دیٛاسٜ  ی ؿذٜ اػت.وشیپتٛوٛوبػٝ عجمٝ ثٙذ

ػِّٛی ضخیٓ ٚ چٙذ لایٝ ثب خٛا٘ٝ ٞبی ٔتٛاِی اص یه ٘بحیٝ 

(. ایٗ ٌٛ٘ٝ ثٝ عٛس ٌؼتشدٜ دس اختٕبع 2ػَّٛ ٔبدسی اػت)

ٚخٛد داسد وٝ احتٕبَ خبیٍضیٙی دس دٚساٖ وٛدوی ٘یض اػت 

ٚ ثیـتشیٗ ٔیضاٖ تدٕغ ثؼذ اص ثّٛؽ ٚ ثضسٌؼبِی اػت. 

پٛػت ػش ثیٕبساٖ ٔجتلا ثٝ دسٔبتیت  پظٚٞـٍشاٖ ثش سٚی

ػجٛسئیه ٚ ؿٛسٜ ػش تٕشوض وشدٜ ا٘ذ ٚ چٙذیٗ ٔٙغمٝ ثب 

تٕشوض ثبلای ایٗ ٔخٕش دس ٘ٛاحی غٙی اص غذٜ ػجبػٝ سا 

تدٕغ پیذا ٔی یبفتٙذ.ٌٛ٘ٝ ٞبی ٔبلاػضیب دس پٛػت افشاد ػبِٓ 

ٚ ثیٕبسی ٞبیی ٔثُ پیتیشیبصیغ ٚسػی وبِش،دسٔبتیت  وٙٙذ

ضیب فِٛیىِٛیت ٚ آتٛپیه دسٔبتیتیغ ػٛد ػجٛسئیه،ٔبلاػ

دسٔبتیت ػجٛسئیه ثیٕبسی پٛػتٝ  (.3وٙٙذٜ سا ثبػث ٔی ؿٛد)

كٛست ٚ لفؼٝ ػیٙٝ سا تحت  سیضی اػت وٝ پٛػت فشق ػش،

تأثیش لشاس ٔی دٞذ وٝ ثب پٛػتٝ پٛػتٝ ٞبی اسیتشٚٔبتٛص ٕٞشاٜ 

اػت. ثٟتشیٗ ساٜ ؿٙبػبیی آٖ دس پٛػت فشق ػش اػت چیٗ 

پـت ٌٛؽ ٞب ٚ لفؼٝ ػیٙٝ دس  ِجیبَ دٚس ثیٙی اثشٚٞب،ٞبی ٘بصٚ

ٔبلاػضیب ثٝ ػٙٛاٖ یىی اص  ػشاػش خٙبؽ سا دسٌیش ٔی وٙذ.

(. 6ػٛأُ ٔٛثش  پٛػتٝ سیضی ٚ ثٝ ػجبستی ؿٛسٜ ػش ٔی ثبؿذ )

دیذٜ ؿذٜ اص خٕؼیت ػٕٛٔی  دسكذ 1 – 3ایٗ ثیٕبسی دس 

دس افشاد ٔجتلا ثٝ ٘مق  .ٚ ؿیٛع ثیـتشی دس ٔشداٖ داسداػت 

 33 –33 تب٘یض ؿیٛع  AIDS ػیؼتٓ ایٕٙی ٔب٘ٙذ ٔجتلایبٖ ثٝ

ؿٙبػبئی ٔؼتمیٓ ٔیىشٚػىٛپی  .٘یض دیذٜ ؿذٜ اػتدسكذ 

 ػٙبكش لبسچی اص ٕ٘ٛ٘ٝ ٞبی ثبِیٙی یه سٚؽ ؿٙبػبئی ػشیغ،

وـت ٔبلاػضیب دس  أب فبلذ حؼبػیت ٚ اختلبكیت ٔی ثبؿذ.

ی خبف ِٚی صٔبٖ ثش ٔی ثبؿذ ٚ آصٔبیـٍبٜ یه آصٖٔٛ ؿٙبػبئ

 ِزا دػتشػی ٞفتٝ عَٛ ثىـذ. 3ٕٔىٗ اػت سػیذٖ ثٝ ٘تبیح تب 

ثٝ یه تىٙیه آصٔبیـٍبٞی ػشیغ ٚ دلیك ثشای ؿٙبػبئی ٌٛ٘ٝ 

 إٞیت اػت. داسایٞبی ٔبلاػضیب دس ػغح ٌٛ٘ٝ ٚ ػٛیٝ ثؼیبس 

 شای تؼییٗ ٌٛ٘ٝ دس ـتّف ثــّىِٛی ٔخــبی ٔــشٚصٜ سٚؽ ٞــأ

 

طٖ PCR ایٗ سٚؽ ٞب ؿبُٔ ٔبلاػضیب ٔٛسد تٛخٝ ٔی ثبؿذ.

یب  ،rRNAثضسيتؼییٗ تٛاِی طٖ صیش ٚاحذ  ،RFLPآ٘بِیض خبف،

 PCRٚ اٍ٘ـت ٍ٘بسی طٖ وذ وٙٙذٜ ی ػٙتض ویتیٗ،

تؼییٗ تٛاِی ٔٙبعك فضبی داخّی  ٔی ثبؿذ. DNA ٞیجشیذاػیٖٛ

سٚ٘ٛیؼی ؿذٜ ثبثت وشدٜ وٝ یه سٚؽ ٔفیذ ثشای ؿٙبػبئی 

(. ؿٙبػبئی ٌٛ٘ٝ ٞبی ٔبلاػضیب اص 6ٞبی ٔبلاػضیب اػت)ٌٛ٘ٝ 

 ٕ٘ٛ٘ٝ ٞبی ثیٕبسػتب٘ی ثب ثٝ وبسٌیشی ٞذف ٞبیی دس ٘ٛاحی

IGSٚITS  س تىٙیه ٞبید nested PCRٚ real-time PCR 

اٌشچٝ ثشای تـخیق  IGS تٛاِیآ٘بِیض  أىبٖ پزیش اػت.

ٌٛ٘ٝ ٞبی ٔبلاػضیب ثٝ وبس ٔی سٚد ِٚی سٚؽ ٔٙبػجی ثشای 

ٞذف اص ایٗ ٔغبِؼٝ ثشسػی أىبٖ  (.8یق ػٛیٝ ٞب ٘یؼت)تـخ

 HRM-realثب اػتفبدٜ اص سٚؽ  ITS1  ٚ ITS4 اػتفبدٜ اص ٔٙبعك

time PCR  تؼییٗ تٛاِی ٔحلٛلات ٚreal-time PCR  ثشای

 تؼییٗایٗ تحمیك  ٞذف ؿٙبػبئی ٌٛ٘ٝ ٞبی ٔبلاػضیب اػت.

 ثٛد. ثٝ سٚؽ ّٔىِٛیایٗ ٔٙغمٝ  ؿیٛع ٔبلاػضیب دس ثیٕبساٖ

 بسزغی زٍؼ

سٚؽ غیش تلبدفی  ٘ٛع ٔغبِؼٝ تٛكیفی ٚ ٕ٘ٛ٘ٝ ٌیشی ثٝ          

ٞذف آٖ ثشسػی أىبٖ اػتفبدٜ اص تؼییٗ تٛاِی . آػبٖ ثٛد

ثشای ؿٙبػبیی ٌٛ٘ٝ ٞبی ٔبلاػضیب ثب اػتفبدٜ اص  ITS ٔٙبعك

ٕ٘ٛ٘ٝ ثبِیٙی اص ثیٕبساٖ  65. تؼذاد ثٛدٌٛ٘ٝ ٞبی ثبِیٙی 

ٔجتلا ثٝ ؿٛسٜ ػش  ػجٛسئیه ٚ ثیٕبسأٖـىٛن ثٝ دسٔبتیت 

ٔشاخؼٝ وٙٙذٜ ثٝ وّیٙیه ٞبی پٛػت ؿٟشػتبٖ تٙىبثٗ اص 

تٛػظ اػىبِپُ وٙذ اػتشیُ اص ضبیؼبت  92تب خشداد  91اػفٙذ 

پٛػتٝ سیضی دٞٙذٜ اثشٚ، اعشاف ثیٙی ٚ پغ ٌٛؽ ٚ ؿٛسٜ ػش 

ثیٕبساٖ ٔجتلا ثٝ دسٔبتیت ػجٛسئیه خذا ٚ دس ٔحیظ  ٔیىٛصیُ 

بثٛسٚ دوؼتشٚصآٌبس حبٚی  سٚغٗ صیتٖٛ( ٚ دیىؼٖٛ آٌبس )ػ

آٌبس اكلاح ؿذٜ ثٝ سٚؽ ٘ـبءوبسی وـت دادٜ ٚ دس دٔبی 

دس  .(9ٞفتٝ ٍٟ٘ذاسی ؿذ) 3دسخٝ ػب٘تیٍشاد ثٝ ٔذت  32 – 33

اثتذا ٕ٘ٛ٘ٝ ٞبی وـت دادٜ ؿذٜ دس ٔحیظ وـت سا ثب وٕه 

ؿٛاٞذ ظبٞشی وّٙی ٞب )ؿىُ وّٙی ، سً٘ وّٙی ،...( 

ٚ دس ٔشحّٝ ثؼذ ثب وٕه سٚؽ ٔیىشٚػىٛپی  دٜتـخیق دا

ؿذٜ دس  ٔخٕشٞبی خذا تبییذ تـخیق ظبٞشی ا٘دبْ ؿذ.

ِِٛٝ صایب اص ٌٛ٘ٝ ٞبی وب٘ذیذا ٔٛخٛد  آصٔبیؾوـت ثٝ ٚػیّٝ 

دس پٛػت افتشاق دادٜ ؿذ٘ذ. ٔخٕشٞبی ٔبلاػضیبیی ثٝ ٚػیّٝ 

 . . . بیوبزاىؾیَع گًَِ ّبی  هبلاغصيب دز / 0

 



 34 خسداد ٍ تیس (0)ؾوبزُ ًْن هجلِ علَم آشهبيؿگبّی، دٍزُ 

ٌّٛوٛصیذاص ٚ ثٝ B -ٞبی ثیٛؿیٕیبیی ٔب٘ٙذ وبتبلاص ٚ آصٔبیؾ

 .(7،4)تبییذ ٌشدیذ real-time PCR ٚػیّٝ سٚؽ ِٔٛىِٛی

ثٝ كٛست غیش ٔؼتمیٓ اص ٕ٘ٛ٘ٝ ٞبی سؿذ  DNA اػتخشاج

یبفتٝ ٔبلاػضیب دس ٔحیظ وـت ٔیىٛصیُ آٌبس ٚ دیىؼٖٛ 

 ثبفش 233µLوّشٚفشْ كٛست ٌشفت.-اكلاح ؿذٜ ثٝ سٚؽ فُٙ

TEٝدسخٝ دس  -53ثبس دس دٔبی  5ٕ٘ٛ٘ٝ ٞب اضبفٝ ٚ ػپغ  ث

  433Lµػپغدسخٝ رٚة ٌشدیذ ٚ  63دلیمٝ دس  5فشیضس ٚ 

ٝ ٕ٘ٛ٘ٝ اضبفٝ ث  kپشٚتئیٙبص x  200µL(0/1%) ,133تشیتٖٛ 

تؼبدِی ٚ  فLµ433ُٙ دسخٝ ا٘ىٛثٝ ٌشدیذ.65ػبػت دس  16ٚ

433Lµ  ػب٘تشیفٛط 13333ٚوّشٚفشْ ثٝ ٕ٘ٛ٘ٝ اضبفٝ ٚ دس دٚس 

دلیمٝ دس  5وّشٚفشْ ثٝ آٖ اضبفٝ ٚ µL 533فبص سٚئی خذا ؿذ. 

ػب٘تشیفٛط ٚ فبص سٚیی خذا ٚ دٚ ثشاثش فبص سٚئی ثٝ  13333دٚس 

ٚ ػپغ ا٘ىٛثٝ  -53دلیمٝ دس  13اضبفٝ ٚدسكذ  96آٖ اتبَ٘ٛ

 33سػٛة آٖ خـه ٚ ثب  دٚس ػب٘تشیفٛط ٌشدیذ. 14333دس 

µLثبفش TE ّىِٛی ٌٛ٘ٝ ٞب ؿٙبػبئی ٔثٝ ٔٙظٛس . ٔخّٛط ٌشدیذ

ٝ ٞبی ٕٞچٙیٗ ٌشٜٚ ثٙذی آٟ٘ب ثٝ دػتثش اػبع تؼییٗ تٛاِی ٚ 

  HRM real time PCRوٛچىتش ثشای تؼییٗ تٛاِی ٚاوٙؾ

 53حدٓ وّی ٚاوٙؾ  (.13سٚی ٕ٘ٛ٘ٝ ٞب ا٘دبْ ؿذ)

 13X، ،3mMٔیىشِٚیتش ثٛدٜ ٚ ؿبُٔ  ثبفش آ٘ضیٓ 

Mgcl20.2سmM dNTP،3U Taq polymerase ، 2 

 ITS1ٚ ITS4  pmol20، DNA ٔیىشِٚیتش پشایٕش ٔیىغ

200ng   ،2ط٘ٛٔیmMً٘س syto-9 ٚ23  .ٔیىشِٚیتش آة ثٛد

، دلیمٝ 5دسخٝ ػب٘تیٍشاد ثٝ ٔذت  95ثٝ كٛست  PCR ػیىُ

دسخٝ  55، ثب٘یٝ 33دسخٝ ػب٘تیٍشاد ثٝ ٔذت  95ػیىُ) 35

ثب٘یٝ(  33دسخٝ ػب٘تیٍشاد ثشای  72دلیمٝ ٚ  1ػب٘تیٍشاد ثٝ ٔذت 

دلیمٝ ٔی ثبؿذوٝ دس ایٗ ٔشحّٝ  5دسخٝ ػب٘تیٍشاد ثشای  72ٚ 

ىثیش ــشای تــث ITS1 ٚ ITS4 ٕٛٔیــشایٕشٞبی ػـــاص پ

 High Resolution فشایٙذ. (11،19)تفبدٜ ؿذــاػDNA لغؼبت

 

 

 

 

 

 

 

Melting Real Time PCR  س دػتٍبٜد Corbett 6000 

 . ا٘دبْ ؿذ

 يبفتِ ّب

ٔشد ٚ ػٝ ٘فش اص ٔشداٖ ٔجتلا  45صٖ ٚ  23ثیٕبس  65اص ثیٗ        

آصٔبیؾ  ٘فش ثب تٛخٝ ثٝ ػلائٓ وّیٙیىی، 23دس ثٝ دیبثت ثٛد٘ذ،

ٔیىشٚػىٛپی تٛػظ آصٔبیـٍبٜ لبسذ ؿٙبػی ٕ٘ٛ٘ٝ ٔخٕشی 

وٝ حضٛس ٔخٕش لبسچی دس ٕ٘ٛ٘ٝ  ٔٛسد، 23تبییذ ؿذ٘ذ. اص ایٗ 

 %( ثٛد٘ذ،93٘فش ٔشد) 18 ٚ %(13٘فش صٖ)2 پٛػتٝ آٟ٘ب ثبثت ؿذ،

 26ػبَ ثب ٔیبٍ٘یٗ  45تب  13تٛصیغ ػٙی افشاد ٔٛسد ٔغبِؼٝ اص 

ٕ٘ٛ٘ٝ وٝ دس وـت ثذػت آٔذٜ   9 اص ایٗ تؼذاد ػبَ ٔتغیش ثٛد.

ِِٛٝ صایب اص ٌٛ٘ٝ ٞبی وب٘ذیذا ٔٛخٛد دس  آصٔبیؾثٛد ثٝ ٚػیّٝ 

ٞبی ثیٛؿیٕیبیی ٔب٘ٙذ  آصٔبیؾثٝ ٚػیّٝ  پٛػت افتشاق دادٜ ؿذ.

ٔٛسد ٔبلاػضیب  4وٝ  ٌّٛوٛصیذاص أتحبٖ ؿذ٘ذ، B-وبتبلاص ٚ

ٔٛسد ٔبلاػضیب سػتشیىتب ثٛد٘ذ ٚ ایٗ ٘تبیح ثٝ  2ٌّٛثٛصا ٚ 

ٞبی  آصٔبیؾ .٘ذیذ ٌشدیذیتب DNAتؼییٗ تٛاِی ٚػیّٟ

ٕ٘ٛ٘ٝ دیٍش ٘جٛد وٝ پغ اص  3ثیٛؿیٕیبئی لبدس ثٝ ؿٙبػبئی 

اسػبَ ٕ٘ٛ٘ٝ ٞب ثشای تؼییٗ تٛاِی خٙغ ٚ ٌٛ٘ٝ آٟ٘ب ٔـخق 

یذ وٝ دٚ ٕ٘ٛ٘ٝ آٖ ٔشثٛط ثٝ وشیپتٛوٛوٛع آِجیذٚع ٚ ٌشد

ٕ٘ٛ٘ٝ ٔشثٛط ثٝ ٌٛ٘ٝ وشیپتٛوٛوٛع آِجیذٚع ٔیّیغ  1

ثٛد٘ذ. ایٗ لبسذ اص سدٜ ثبصیذیٛٔیؼت اػت ٚ اص ِحبػ ؿىُ 

ظبٞشی ٚ ثؼضی ٔـخلٝ ٞبی ثیٛؿیٕیبیی ؿجیٝ ٔخٕشٞبی 

ٔبلاػضیب اػت وٝ ٕٔىٗ اػت دس ٘تیدٝ تٕبع ثیٕبساٖ ثب خبن 

 .وـبٚسصی وؼت ؿذٜ ثبؿذٚ یب 

ش ث  High Resolution Melting Real Time PCR:٘تیدٝ

ٕ٘ٛ٘ٝ  9ٚ سػٓ ٘مغٝ رٚة دس  HRM-Real time PCR اػبع

 ٕ٘ٛ٘ٝ ثش اػبع ٘مغٝ رٚة  9ثخؾ ٔٛسد ٘ظش تىثیش ٌشدیذ. ایٗ 

 (1ؿىُدػتٝ ثٙذی ٌشدیذ.) A,B,C,Dٌشٜٚ 4دس 
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تٛػظ اِىتشٚفٛسص real time PCR غ اص تبییذ كحتپ

ٕ٘ٛ٘ٝ ٔٙتخت  4ش ٞ  HRM-real time PCRٟ٘بییٔحلٛلات 

ثٝ ؿشوت ٔبوشٚطٖ  ITS1  ٚITS4ثب پشایٕش ثشای تؼییٗ تٛاِی 

وشٜ خٙٛثی اسػبَ ٌشدیذ. پغ اص دسیبفت ٘تبیح تؼییٗ تٛاِی، 

ٔـبٞذٜ ٚ ثشسػی  Chormas تٛاِی ٞش ٕ٘ٛ٘ٝ ثٛػیّٝ ٘شْ افضاس

 ثب تٛخٝ ثٝ ٘تبیح تؼییٗ تٛاِی ٚ ٔمبیؼٝ آٖ ثب ثب٘ه ط٘ی ؿذ.

NCBI ٌٜٚش A .ذدسك 98ثٝ ٔیضاٖ  وٝ ؿبُٔ چٟبس ٕ٘ٛ٘ٝ ثٛد 

وٝ ؿبُٔ  B ٌشٜٚ ثب تٛاِی ط٘ی ٔبلاػضیب ٌّٛثٛصا ٕٞبًٞٙ ثٛد.

ثب تٛاِی ط٘ی ٔبلاػضیب  دسكذ 98دٚ ٕ٘ٛ٘ٝ ثٛد ثٝ ٔیضاٖ 

وٝ ؿبُٔ دٕٚ٘ٛ٘ٝ ثٛد ثٝ  C ٌشٜٚ سػتشیىتب ٕٞبًٞٙ ثٛد.

ثب تٛاِی ط٘ی وشیپتٛوٛوٛع آِجیذٚع  دسكذ 133ٔیضاٖ 

ٔیضاٖ وٝ ؿبُٔ یه ٕ٘ٛ٘ٝ ثٛد ٚ ثٝ  D ٌشٜٚ ٕٞبًٞٙ ثٛد.

ثب تٛاِی ط٘ی وشیپتٛوٛوٛع آِجیذٚٔیّیغ  دسكذ 133

 .ٕٞبًٞٙ ثٛد

 بحث
ٔبلاػضیب ثٝ ػٙٛاٖ یىی اص سایح تشیٗ ػٛأُ ػفٛ٘ت              

ثٝ ػٙٛاٖ ػبُٔ ٔؼجت  1983وٝ اص دٞٝ  ٞبی پٛػتی اػت

ػفٛ٘ت ٞبی ػیؼتٕیه فشكت عّت ٌضاسؽ ؿذٜ اػت. 

بصیغ ٚسػی وبِش ٌؼتشٜ ای اص یه ػفٛ٘ت ٚالؼی ٕٞب٘ٙذ پتشی

وٝ ثٝ ثبفت حّٕٝ ٔی وٙذ یب دس ٔٛاسد ٘بدس ػفٛ٘ت ٔبلاػضیبیی 

ٔی ػیؼتٕیه وٝ ٔبلاػضیب ٘مؾ ػبُٔ پبتٛط٘یه سا ثبصی 

ثٝ ػّت دیش سؿذ ثٛدٖ ٔخٕشٞبی ٔبلاػضیب ٚ  (.1)وٙذ

خغش٘بن ثٛدٖ ٔخٕش ٞبی ٔبلاػضیب دس ثیٕبساٖ ٔجتلا ثٝ 

ؿٙبػبئی ػشیغ  آتٛپیه دسٔبتیتیغ ٚ ػفٛ٘ت ٞبی ػیؼتٕیه،

ؿٙبػبئی ٌٛ٘ٝ  ٚ دلیك خٟت دسٔبٖ ػشیغ ثیٕبساٖ إٞیت داسد.

ٞبی ٔبلاػضیب اص ٕ٘ٛ٘ٝ ٞبی ثیٕبسػتب٘ی ثب ثٝ وبسٌیشی ٞذف 

 nested PCRٚ دس تىٙیه ٞبی IGSٚITS ٞبیی دس ٘ٛاحی

real-time PCR .تٛاِیآ٘بِیض  أىبٖ پزیش اػت IGS  ٝاٌشچ

بس ٔی سٚد ِٚی سٚؽ ثشای تـخیق ٌٛ٘ٝ ٞبی ٔبلاػضیب ثٝ و

ٚ ٕٞىبساٖ  iYoung (.7ٔٙبػجی ثشای تـخیق ػٛیٝ ٞب ٘یؼت)

دس وشٜ ثشای استجبط ثشلشاس ٕ٘ٛدٖ ثیٗ آوٙٝ ٚ  2311دس ػبَ 

ٔخٕشٞبی ٔبلاػضیب تحمیك ٕ٘ٛد٘ذ وٝ دس ٔغبِؼبت لجّی ایٗ 

 استجبط ٔجٟٓ دا٘ؼتٝ ؿذٜ ثٛد. ٞش یه اص ػٛیٝ ٞب ثٝ سٚؽ

PCR- RFLP  26srDNA  دس ایٗ تحمیك ثٝ  ٙبػبئی ؿذ٘ذ.ؿ

ٔـخق  خٙغ ٚ ٚضؼیت خؼٕب٘ی ثیٕبساٖ ٘یض تٛخٝ ؿذ. ػٗ،

ؿذ وٝ ٌٛ٘ٝ ٞبی ٔبلاػضیب دس ایٗ ثیٕبساٖ ٘ؼجت ثٝ افشاد وٙتشَ 

وٝ ایٗ سٚؽ ٔحذٚدیت ٞبیی سا دس ؿٙبػبیی  (.12وٕتش اػت)

ٌٛ٘ٝ ٞبی ٔبلاػضیب ٘ـبٖ دادٜ اػت وٝ اِجتٝ دس سٚؽ ثىبس ثشدٜ 

خؼشٚی ٚ ٕٞىبساٖ دس . ٗ ٔـىلات ٔشتفغ ؿذٜ اػتؿذٜ ٔب ای

ثٝ سٚی ٌؼتشؽ ٚ اپیذٔیِٛٛطی ٌٛ٘ٝ ٞبی  2339ػبَ 

ٔبلاػضیب ثٝ سٚی پٛػت ثیٕبساٖ ٔجتلا ثٝ پیتیشیبصیغ ٚسػی وبِش 

تحمیك ٕ٘ٛد٘ذ. ایٗ تحمیك ثش عجك ثىبسٌیشی سٚؽ ٞبی 

ٕ٘ٛ٘ٝ پٛػتی اص ثیٕبساٖ ا٘تخبة ٚ دس  25ثیٛؿیٕیبیی ثٛد وٝ 

وـت ػبثٛسٚد آٌبس ٚ دیىؼٖٛ آٌبس تغییش یبفتٝ وـت ٔحیظ 

دادٜ ؿذ. تـخیق ٚ ؿٙبػبئی ٌٛ٘ٝ ٞبی ٔبلاػضیب ثش عجك 

ؿىؼتٗ  ٚاوٙؾ وبتبلاص، آصٔبیؾ ٞبیی ٔب٘ٙذ خزة تٛئیٗ،

اػىٛآِٗ ٚ سؿذ ثذٖٚ اضبفٝ ٕ٘ٛدٖ چشثی ثٛد. ٘تبیح ایٗ 

ٔبلاػضیب فٛسفٛس، ٔبلاػضیب  تحمیك ٔبلاػضیب ٌّٛثٛصا،

ِیغ، ٔبلاػضیب پبوی دسٔبتیغ، ٔبلاػضیب اثتٛصا ػیٕپٛدیب

ثب تٛخٝ ثٝ ٚلت ٌیش ثٛدٖ ٚ دلت وٓ ٘ؼجت ثٝ سٚؽ  (.13ثٛد)

ایٗ سٚؽ ٔضیتی ٘ؼجت ثٝ سٚؽ ثىبس ثشدٜ ؿذٜ  ٞبی ِٔٛىِٛی،

ؿىٛٞی ٚ  .ٔب ٘ذاسد ٚ ؿٙبػبیی  ٌٛ٘ٝ ٞب ثب ٔـىُ ٕٞشاٜ اػت

تلا ثٝ ٕٞىبساٖ ثشای تؼییٗ ٌٛ٘ٝ ٞبی ٔبلاػضیب دس ثیٕبساٖ ٔج

 ITS1 اػتفبدٜ وشد. ٘بحیٝ PCR-RFLP دسٔبتیت ػجٛسئیه اص

ٔٛسد  PCR سیجٛصٚٔی خٟت تىثیش دس آصٔبیؾ  DNA اص

آٍ٘بٜ پّی ٔٛسفیؼٓ ٔٛخٛد دس لغؼبت  اػتفبدٜ لشاس ٌشفت.

 ٚ CFO1 ثب اػتفبدٜ اص آ٘ضیٓ ٞبی RFLP تىثیش ؿذٜ ثٝ سٚؽ

BSTF51  ٌشفت ٚ ٚ ایدبد لغؼبت ٔتفبٚت ٔٛسد ثشسػی لشاس

ٞضٓ ؿذٜ ٌٛ٘ٝ ٞبی  ٞبیDNA ثب تٛخٝ ثٝ اٍِٛٞبی ٔختّف

ٔبلاػضیب ؿٙبػبئی ؿذ. دسایٗ ٔغبِؼٝ ثٝ تشتیت ٌٛ٘ٝ ٞبی 

 RFLP سٚؽ (.14فٛسفٛس ٚ ٌّٛثٛصا ٌٛ٘ٝ ٞبی غبِت ثٛد٘ذ )

ٔحذٚدیت ٞبیی دس ؿٙبػبیی ٌٛ٘ٝ ٞب داسد وٝ ایٗ ٔـىُ ثٝ 

 Jong .ثىبس ثشدٜ ؿذٜ ٔشتفغ ٌشدیذ PCR-Sequencingسٚؽ

ٚ ٕٞىبساٖ دس وشٜ ٔغبِؼٝ اپیذٔیِٛٛطیىی دس ساثغٝ ثب ثشسػی 

ؿیٛع ٔبلاػضیب دس ثیٕبساٖ ٔجتلا ثٝ ٔبلاػضیب فِٛیىِٛیت ثب 

ا ا٘دبْ داد٘ذ. دس س  26s rDNA PCR-RFLP اػتفبدٜ اص سٚؽ

خٙغ ٚ  ػٗ، ایٗ ٔغبِؼٝ ساثغٝ ثیٗ ٔىبٖ ٞبی ٔختّف ثذٖ،

 ٔٛسد ثشسػی لشاس ٌشفت.استجبط آٖ ثب ٔبلاػضیب فِٛیىِٛیت 

ٔبلاػضیب سػتشیىتب دس ثیٕبساٖ ٔجتلا ثٝ ٔبلاػضیب فِٛیىِٛیت ٚ 

ٌّٛثٛصا دس ٕ٘ٛ٘ٝ ٞبی وٙتشَ ٕ٘ٛ٘ٝ غبِت ثٛد. ٔبلاػضیب 
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ٔٛسد اص لفؼٝ ػیٙٝ افشاد ثٛد ٚ ٔبلاػضیب  13ٌّٛثٛصا ٌٛ٘ٝ غبِت 

سػتشیىتب سایح تشیٗ ٌٛ٘ٝ ؿٙبػبئی ؿذٜ دس پیـب٘ی ٚ ِت ٚ 

ٚ ٕٞىبساٖ دس وشٜ دس ٔغبِؼٝ ای Byong (.15ٌٛ٘ٝ ثٛد )

سا ثٝ  PCR-RFLP ٚ Nested-PCR ٔمبیؼٝ ای سٚؽ ٞبی

ثٝ عٛس  PCR-RFLP  rDNA 26 s ثٝ وبسٌیشی وبس ثشد٘ذ.

ٌٛ٘ٝ اص ٔخٕشٞبی ٔبلاػضیب سا ؿٙبػبئی  11ٔٛفمیت آٔیضی 

ٌٛ٘ٝ  11ٞش  Nested PCR ٕ٘ٛد. ثب ثٝ وبسٌیشی آ٘بِیض

 6دس ٔدٕٛع  ػتب٘ذاسد ؿٙبػبئی ؿذ٘ذ.ٔبلاػضیب ٕ٘ٛ٘ٝ ٞبی ا

 ٕ٘ٛ٘ٝ ٔثجت وٝ لجلاً ثب تىٙیه 327ٕ٘ٛ٘ٝ ٔخٕش ٔبلاػضیب اص 

PCR-RFLP ( 16ؿٙبػبئی ؿذٜ ثٛد٘ذ تأییذ ٌشدیذ.) 

Gaitanis  ٕٝٞىبساٖ سٚی ٕ٘ٛ٘ٝ ٞبی پٛػتی ثیٕبساٖ ٔجتلا ث ٚ

  DNA.دسٔبتیت ػجٛسئیه ٚ ثیٕبسی ٞبی ٚاثؼتٝ تحمیك ٕ٘ٛد

خذا ٚػپغ ثب  CTAB پٛػتٝ ٞبی ثیٕبساٖ ثب سٚؽٔبلاػضیب اص 

 تىثیش ٚ اص پشایٕشٞبی ػٕٛٔی لبسچی Nested-PCR سٚؽ

ITS1/ITS4ٚ  ITS3/ITS4  ٞبی اكّی تٛاِیثشای تىثیش DNA 

ثب  DNA سیجٛصٚٔی ٔبلاػضیب اػتفبدٜ ؿذ وٝ ٔـىُ وٕجٛد 

ثشای  PCR ٔحلٛلات  RFLPآ٘بِیض ایٗ سٚؽ ٔشتفغ ٌشدیذ.

اػتفبدٜ اص  ثب ٌٛ٘ٝ ٞبی ٔبلاػضیب ثٝ وبس سفت.ؿٙبػبئی صیش 

ٌٛ٘ٝ ٞبی  Hinf1 ٚ Alu1 آ٘ضیٓ ٞبی ٔحذٚد وٙٙذٜ ٔب٘ٙذ

 ػیٕپٛدیبِیغ، سػتشیىتب، ٌّٛثٛصا، ٔبلاػضیبفٛسفٛس،

دس عی دٞٝ ی  (.17اثتٛصا ٚ اػّٛفیٝ خذا ٌشدیذ) پبویذسٔبتیغ،

طٖ ٞبی ٞذف  ،PCRاصاخیش ثشای تـخیق ٔبلاػضیب ثب اػتفبدٜ 

  لغغ، ٞذف DNA دس ایٗ ٔغبِؼٝ ٔختّفی ثٝ وبس سفتٝ اػت.

rDNA  ٞبی ٔتؼذدی دس طْ٘ٛ  سٚ٘ٛؿت اص ایٗ لغؼٝ ط٘ی، ٛد.ث

دس كٛستی  PCR آصٔبیؾٔبلاػضیب ٚخٛد داسد. ثٝ عٛس ٔؼَٕٛ 

ٞذف ٚاخذ تٛاِی ٞبی تىشاس ؿٛ٘ذٜ ثبؿذ ٘ؼجت   DNA  وٝ

ی اص حؼبػیت ثیـتشی ثشخٛسداس ٔ ،سٚ٘ٛؿتثٝ اٞذاف ته 

 ، rDNAؿذٜاص خّٕٝ ٔدٕٛػٝ ٞبی فٛق اِؼبدٜ حفبظت  ثبؿذ.

ٔی ثبؿذ وٝ دس ٔیبٖ ٌٛ٘ٝ ٞبی ٔختّف ٔبلاػضیب  ITS لغؼٝ

ثٙبثشایٗ ثب اػتفبدٜ اص  ٞبی ٔٙحلش ثٝ فشد اػت. تٛاِیداسای 

ؿٙبػبئی ٌٛ٘ٝ ٞبی ٔختّف  پشایٕشٞبی ٔشتجظ ثٝ ایٗ ٘مبط،

 چٙذیٗ آصٖٔٛ تبصٌیثٝ اٌشچٝ  (.18ٔبلاػضیب أىبٖ پزیش ؿذ)

PCR ثشای تىثیش rDNA ،ٜأب ؿٙبػبئی ٌٛ٘ٝ ٞب  ٌضاسؽ ؿذ

 ؿبُٔ ا٘دبْ آصٖٔٛ ٞبی ثیـتش سٚی ٔحلَٛ تىثیش یبفتٝ اػت.

 PCR اص خّٕٝ ایٗ ٔشاحُ ٔی تٛاٖ ثٝ ٞضٓ آ٘ضیٕی ٔحلَٛ

اػتفبدٜ اص پشٚة ٞبی ٘ـبٖ  ثٝ ٚػیّٝ آ٘ضیٓ ٞبی ٔحذٚدالاثش،

٘ضیٓ ٞبی ٘ـبٖ داس ٚ تؼییٗ تٛاِی داس ثب ٔٛاد سادیٛ اوتیٛ ٚ آ

 پش ٞضیٙٝ، ثؼیبسی اص ایٗ ٔشاحُ، ٔحلَٛ تىثیش ؿذٜ سا ٘بْ ثشد.

خغش٘بن  صٔبٖ ثش ٚ ثب تٛخٝ ثٝ ثىبسٌیشی ٔٛاد سادیٛاوتیٛ،

وٝ دس ایٗ ٔغبِؼٝ ثىبس ٌشفتٝ ؿذ  PCR دس ٔمبثُ سٚؽ ٞؼتٙذ.

ثٝ ٔذت صٔبٖ وٕتشی ٘یبص داؿتٝ ٚ ثٝ پشٚة ٞبی 

اػتفبدٜ اص  ٚ ٔٛاد سادیٛاوتیٛ احتیبج ٘ذاسد. ٞیجشیذاصاػیٖٛ

وٝ دس ٞش صٔبٖ ٔی تٛاٖ ٞش ٌٛ٘ٝ   Real-time PCR  سٚؽ

سا سدیبثی وشد ٔی تٛا٘ذ ٘بتٛا٘ی  PCR تغییش دس ٔمذاس ٔحلَٛ

سا  DNA ٞبی سٚؽ طَ اِىتشٚفٛسص دس سدیبثی ٔمبدیش ٘بچیض

ثٝ ا٘دبْ  Real-time PCR اص آ٘دبئیىٝ دس سٚؽ خجشاٖ وٙذ.

ػلاٜٚ ثش وبٞؾ  شاحُ ثؼذ اص فشایٙذ تىثیش ٘یبصی ٘یؼت،ٔ

ٞضیٙٝ، ا٘تمبَ آِٛدٌی وٝ ٔٙدش ثٝ پبػخ وبرة ٔی ؿٛد، وٕتش 

   High Resolution Real Time PCR ٔی ؿٛد. ثب اػتفبدٜ اص

ٕ٘ٛ٘ٝ ٞب ثش اػبع ٘مغٝ رٚة ٌشٜٚ ثٙذی ٔی ؿٛ٘ذ ٚ ٘یبص ثٝ 

تٟٙب یه ٕ٘ٛ٘ٝ  ٚد.تؼییٗ تٛاِی ثشای تٕبْ ٕ٘ٛ٘ٝ ٞب اص ثیٗ ٔی س

وٝ ایٗ سٚؽ ثبػث  ٔٙتخت اص ٞش ٌشٜٚ تؼییٗ تٛاِی ٔی ٌشدد.

 وبٞؾ لبثُ ٔلاحظٝ ای دس صٔبٖ ٚ ٞضیٙٝ ٔغبِؼٝ ٔی ؿٛد.

ٔبلاػضیب ٌّٛثٛصا ٚ ٔبلاػضیب سػتشیىتب ثیـتشیٗ ٔیضاٖ ؿیٛع دس 

دس ٔشداٖ  ٔشداٖ ٚ ص٘بٖ دس تٕبْ ػٙیٗ سا دس ثش ٔی ٌیش٘ذ.

 16تٕبْ ػٙیٗ ٚ ٔخلٛكبً ثؼذ اص ػٗ  ٔبلاػضیب سػتشیىتب دس

 – 13دس ص٘بٖ ٔبلاػضیب ٌّٛثٛصا دس ػٙیٗ  ػبٍِی غبِت اػت.

ػبٍِی ثش  23ػبٍِی غبِت ٚ ٔبلاػضیب سػتشیىتب ثؼذ اص ػٗ  18

ی یبثذ. دس تحمیك ٔب ٔشداٖ ثب ػٙیٗ ــّٛثٛصا غّجٝ ٔــبلاػضیب ٌــٔ

خٙغ ػبَ ثیـتشیٗ فشاٚا٘ی سا اص ٘ظش حضٛس دٚ  33-23ثیٗ 

ٌّٛثٛصا ٚ سػتشیىتب  ٘ـبٖ داد٘ذ ِٚی دس ٔٛسد ثیٕبسیضایی ایٗ 

. ثٝ دِیُ ؿشایظ آة ٚ ٞٛایی ٚ ٚخٛد ٘ذاسد یٙبٌٖٛ٘ٝ ٞب اعٕ

ٕچٙیٗ استجبط ثب حیٛا٘بت ـــٛس ٚ ٞــسعٛثت ؿٕبَ وـ

ؿٙبػبیی ٌٛ٘ٝ ٞبی ٔبلاػضیبی ٔٙغمٝ ٚ ٌؼتشؽ آٖ ٞب ٟٔٓ 

بی ــٝ ٞـــیٛع ٌٛ٘ـــؿ ؼییٗــتٗ ٔغبِؼٝ ــای ذف اصــٞ ت.ــاػ

ی)پٛػت ــٙــبِیــبی ثــٕٛ٘ٝ ٞــدس ٘ب ــضیــبلاػـــٕشی ٔــخــٔ

 HRM-Real Time PCR اػتفبدٜ اص .ػش( ٚ یب ؿٛسٜ ػش ثٛد

ٞبی حبكُ اص تیٕبس ٔیىشٚثیِٛٛطیه،   ثٙذی ایضِٚٝ   ثشای ٌشٜٚ

وبٞؾ لبثُ . ٞبی ٘ٛآٚسا٘ٝ تحمیك حبضش ثٛد یىی اص خٙجٝ

 1 /ٍ ّوکبزاى زائفی



 34 خسداد ٍ تیس (0)ؾوبزُ  ًْنهجلِ علَم آشهبيؿگبّی، دٍزُ 

یك ٚ ثٝ دػت آٔذٖ ػشػت ػُٕ ثؼیبس ثبلا اص تٛخٝ ٞضیٙٝ تحم

 ٔضایبی اػتفبدٜ اص ایٗ سٚؽ ثٛد٘ذ.

 ًتیجِ گیسی
٘تبیح ثٝ دػت آٔذٜ دس ایٗ تحمیك ٔـبثٟت فشاٚا٘ی سا دس          

فشاٚا٘ی ٌٛ٘ٝ ٞبی ٔبلاػضیب ٌّٛثٛصا ٚ ٔبلاػضیب سػتشیىتب ٘ـبٖ 

ٔشثٛط داد ٚ ػذْ یبفتٗ ثؼضی اص ٌٛ٘ٝ ٞبی لبسچی ٔی تٛا٘ذ 

ثٝ خبٔؼٝ آٔبسی ثٝ ٘ؼجت پبییٗ تش دس ٔمبیؼٝ ثب دیٍش تحمیمبت 

  .ٚ ٕٞچٙیٗ ؿشایظ آة ٚ ٞٛایی ٔٙغمٝ ؿٕبَ ایشاٖ ثبؿذ

 
 

 تؿکس ٍ قدزداًی

٘بٔٝ وبسؿٙبػی اسؿذ سؿتٝ  ٔغبِؼٝ حبضش حبكُ پبیبٖ          

. ؿٙبػی دا٘ـٍبٜ آصاد اػلأی ٚاحذ تٙىبثٗ ٔی ثبؿذ ٔیىشٚة

ٔشاتت احتشاْ ٚ لذسدا٘ی خٛد سا ٘ؼجت ثٝ وّیٝ ٘ٛیؼٙذٌبٖ 

ؿٙبػی ٚ وبسوٙبٖ  اػضبی ٞیبت ػّٕی ٌشٜٚ ٔیىشٚة

ط٘تیه دا٘ـٍبٜ آصاد اػلأی ؿٙبػی ٚ  آصٔبیـٍبٜ ٔیىشٚة

ٞبی ا٘دبْ یبفتٝ دس ساثغٝ ثب  تٙىبثٗ ثٝ دِیُ ٕٞىبسیٚاحذ 

 داس٘ذ اخشای ایٗ تحمیك سا اػلاْ ٔی
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Prevalence of Malassezia Species Isolated from the Skin of Patients with Seborrheic Dermatitis by 

PCR- Sequencing Method 

 

Abstract 
 

Background and Objective: Malassezia yeast is considered lipophilic 

normal flora of human skin and warm-blooded vertebrates. This fungus is 

an opportunistic pathogen in causing seborrheic dermatitis. In this study, 

the yeasts isolated from the crust of the patients with seborrheic 

dermatitis were identified by PCR-Sequencing. 
 

Material and Methods: In this study, 65 samples of the skin of ear, nose 

and dandruff were cultured in selective medium Sabouraud agar and 

modified Dixon agar to prevent dehydration. After biochemical tests, 

ITS1-4 Universal PCR primers were used to determine the species of 

yeast.  Obtained PCR products were sequenced for the determination and 

identification of Malassezia species.  
 

Results: Of nine samples obtained from scalp, four were Malassezia 

globosa, two Malassezia restricta, two Cryptococcus albidus and one 

Cryptococcus albidus milis.  
 

Conclusion: The results of Malassezia globosa and Malassezia 

Restericta are very similar with those in studies elsewhere. 
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