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Abstract 

Background: Onychomycosis consider as the most common nail diseases and yeasts 

are the important causative agents in onychomycosis. The aim of current study is the 

investigation of candidial onychomycosis and investigation of isolated species using 

direct examination.culturing and PCR-RFLP techniques. 

Methods: In this cross- sectional study nail sampling has been examined in 280 

patients with dystrophic nail problem who were the applicant of Medical mycology 

laboratory in Tehran. Direct examination test, Culturing on SDA, candida Chrome agar, 

Corn meal agar and germ tube test were used for identification of isolated yeasts from 

onychomycosis and finally PCR-RFLP techniques using MSP1 enzyme were performed 

for definitive diagnosis of Candida species which had not been identified by conventional 

methods. 

Results: Out of 280 patients with onychomycosis 54 cases (candida albicanse), 16 

cases (candida parapsilosis), 7 cases (candida tropicalis), 6 cases (candida glabrata), 3 

cases (candida krusei) and 1 case (candida guilliermondii) have been identified 

respectively. In order to identification of unknown species and also confirmation of the 

results of conventional methods PCR-RFLP genotyping methods have been performed 

on 20 samples. The results obtained from Culturing and direct examination and the 

identification of unknown species have been confirmed using PCR-RFLP methods. 

Conclusion: As conventional diagnostic laboratory methods such as culturing, are 

time-consuming, it is better to use fast and safe genotyping techniques (PCR-RFLP) due 

to the possibility of better identification in species level. Therefore using modern 

molecular methods for diagnosis and identification in species level would be useful. 
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 مقاله پژوهشی

 

 های کاندیدایی ناخن و تعیین هویت گونه بررسی ضایعات

1شناسی و مولکولی های قارچ جدا شده با روش
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  چکیده
شود که مخمرها از عوامل مهم بروز آن  ترین بیماری ناخن محسوب می اونیکومایکوزیس شایع هدف:

 PCR-RFLPشده  های جدا باشند. هدف مطالعه حاضر بررسی ضایعات کاندیدیایی ناخن و تعیین هویت گونه می

 باشد. می

کننده به آزمایشگاه  بیمار دچار دیستروفی ناخن مراجعه 001در این مطالعه مقطعی از شناسی:  روش

های سابورودکستروز آگار،  شناسی در تهران نمونه تهیه شد. آزمایش مستقیم و کشت در محیط تخصصی قارچ

ضایعات ناخن انجام گرفت و  ازو تست لوله زایا بر روی مخمرهای جدا شده  آگار میل کورن، کاندیدا آگار کروم

با  PCR-RFLPکاندیدایی که تعیین هویت نشده، روش مولکولی  های در نهایت برای تشخیص نهایی گونه

  انجام شد. Msp1استفاده از آنزیم 
مورد کاندیدا آلبیکنس و پس از  14نفر انیکومایکوزیس کاندیدایی داشتند که  00بیمار،  001از  ها: یافته

مورد و کاندیدا  0مورد، کاندیدا گلابراتا  0مورد، کاندیدا تروپیکالیس 10کاندیدا پاراپسیلوزیس  آن به ترتیب

های مجهول و همچنین تائید  مورد و یک مورد کاندیدا گیلرموندی بود. به منظور تعیین هویت گونه 0کروزئی 

د و نتایج حاصل از کشت و نمونه انجام گردی 01های تشخیصی، تست ژنوتیپی بر روی  نتایج حاصل از روش

 های مجهول را تایید کرد. آزمایش مستقیم و همچنین تعیین هویت گونه
، استفاده از  ها از جمله کشت بر بودن مراحل تشخیصی معمول در آزمایشگاه به دلیل زمان گیری: نتیجه

دهد، بسیار  که شناسایی را در حد گونه انجام می PCR-RFLPهای ژنوتیپی سریع و مطمئن مانند  روش

 کننده باشد.  ها بسیار کمک تواند در تشخیص و شناسایی گونه های نوین مولکولی می آمد خواهد بود و روش کار

 

 .PCR-RFLPاونیکومایکوزیس، کاندیدا، آزمایش مستقیم، کشت،  ها: کلیدواژه

  
                                                        

 44/54/5399 تاریخ پذیرش:؛    38/86/5399 تاریخ دریافت:. 1



 69  ...های‌بررسی ضایعات کاندیدایی ناخن و تعیین هویت گونه

 . مقدمه1

ها،  های درماتوفیت اونیکومایکوزیس عفونت قارچی ناخن دست و پا است که توسط برخی از گونه
های ناخن را به خود  درصد بیماری ٠٥های ساپروب ایجاد شده و حدود  مخمرها و برخی قارچ

قارچی ناخن در انگشتان دست، عوامل  یها ترین عوامل عفونت (. مهم2،1دهد ) اختصاص می
ها از عوامل اصلی اونیکومایکوزیس ناخن پا محسوب  تند، در حالی که درماتوفیتکاندیدایی هس

گردند، چون  های دست جدا می های کاندیدا، اغلب از اونیکومایکوزیس ناخن (. گونه3شوند ) می
تر  ها، مانیکور و خیس خوردگی مناسب شرایط رشدشان به دلیل تماس دست با مواد قندی، دترجنت

میزان بروز اونیکومایکوزیس با سن، جنس، شغل، وضعیت بهداشت و عوامل (. ٤، ٦،1است )
در افراد بالغ بیشتر دیده شده و  (. اونیکومایکوزیس کاندیدایی٧، ٨محیطی و آب و هوایی ارتباط دارد )

تظاهرات بیماری ویروسی نقص سیستم  نیاز نخست یکی سیکوزیکومایاون تر است. در زنان رایج
این عارضه در تمام سنین دیده شده، اما با درصد،  28تا  51باشد. با شیوع  ایمنی اکتسابی یعنی ایدز می

 ،یتیدرماتوف مختلف عوامل وعیش(. 6، 15،58،٩شود ) افزایش سن بر بروز و شیوع آن افزوده می
 یانسان های جمعیت و ییایجغراف مختلف ناطقم در سیکوزیکومایاون عامل یتیا ساپروفی یمخمر

 تونیکوفایترا س،یکوزیکومایاون یتیدرماتوف ن عاملیتر عیا، شایدن نقاط اکثر است. در متفاوت

کنس است یآلب دایکاند سیکوزیکومایاون ین عامل مخمریتر عی( و شا6، 54، 53، 52روبروم )
باشد که روش تکثیر  سلولی می قارچی تك یها سمیدا جزو ارگانیمخمر کاند(. 5،6،53،51،56،51)

طلب در بدن  آن از طریق جوانه زدن است. این مخمرها در همه جا وجود داشته و به صورت فرصت
ماران یدا در بیمختلف کاند یها با گونه یقارچ یها وع عفونتیش شیافراد سالم نیز حضور دارند. افزا

دا کرده است، گرچه یپ یادیت زیقابل توجه بوده و در چند دهه اخیر اهم یمنیستم ایدچار نقص س
(. هفت 6،50،59باشد ) ت مییس حائز اهمیازیدین عامل کاندیتر کنس به عنوان شایعیدا آلبیکاند

زایی سایر  یباشند، در حالی که بیمار طلب شناخته شده می گونه در جنس کاندیدا از عوامل فرصت
 (. 1، 0گزارش شده است ) یبه صورت موردهای کاندیدا  گونه

کی از ی همچنان سیکوزیکومایمؤثر، درمان بیماری اون یقارچ وجود داروهای ضد رغم یعل
ستم ایمنی یس نقص یدارا افراد تیجمع شیافزا به توجه با محسوب می شود. یبهداشت معضلات

 ،ییدارو های مقاومت بروز و همچنین ها قارچ ییزا یماریب قدرت به مربوط راتییتغ زین و
ق یص دقی(. تشخ48شوند ) های با اهمیتی تلقی می دا، به عنوان پاتوژنیکاند مختلف یها گونه
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های  ش مستقیم، کشت و آزمایشیآزما قیطر از سیکوزیکومایعوامل ایجادکننده بیماری اون
 جهت یمتعدد یها تا به امروز، روش گذشته از رد.یگ یم شناسی )هیستوپاتولوژی( صورت بافت
 کلی طور به را ها روش این است. کار گرفته شده به کاندیدا یزا یبیمار یها گونه هویت تعیین

 شامل مثال به طور فنوتیپیک یها کرد. روش تقسیم ژنوتیپیک و گروه فنوتیپیک دو به توان می
گار، عصاره مالت محیط در مخمرها یمرفولوژ بررسی  قندها، تخمیر و جذب یها روش بررسی آ

گار کروم کشت محیط مانند یتجار یزا رنگ یها محیط از استفاده ،یسرولوژ یها روش  آ
متنوع  نیز ژنوتیپی تشخیصی یها روش(. 45، 44) برد توان نام را می دیگر یها روش و کاندیدا

 نواحی توالی ، تعیینPCRاختصاصی در  یپرایمرها از استفاده به توان می آن جمله از .باشند می
 هر و بوده مفید شده اشاره یها روش . تمام(43، 42اشاره نمود )PCR-RFLP  و خاص ژنی

 و تخمیر جذب مانند سنّتی یها روش اگرچه دارند. را خود خاص یها محدودیت و مزایا کدام
 بسیار روش این ولی است، استفاده قابل جمله کاندیدا از ،یمخمر یها گونه تعیین یبرا قندها
 خواندن یبرا زمان هفته دو یک تا به حداقل زیرا نیست، مفید پزشک و بیمار یبرا و گیر بوده وقت
 دیگر یها (. روش41هستند ) پرزحمت و حساس غیر ها همچنین روش این است. نیاز نتایج

ای دارند،  افرادی که سیستم ایمنی سرکوب شده در عمدتاً  ،یباد آنتی ردیابی شامل تشخیص،
پاسخ ایمنی فعالی ندارند. در نتیجه برای یافتن آنتی بادی در  افراد این زیرا است، استفاده غیرقابل

 (. ولی46) کافی نیست ردیابی یبرا آن این افراد دچار مشکل هستیم. به عبارت دیگر، مقدار
  است. بالا ویژگی و حساسیت یدارا PCRهمانند  DNAپایه  بر تشخیصی یها روش از استفاده
 شایع و زا بیماری یها گونه جهت شناسایی متداول آزمایشات انجام ضمن مطالعه حاضر، در

های  از مبتلایان به انیکومایکوزیس، در نهایت برای تشخیص نهایی گونه شده جدا یکاندیداها
 استفاده گردید.  PCR-RFLPاند، از روش مولکولی  پاتوژن کاندیدا که تعیین هویت نشده

  یبررس . روش2

 انجام 5391خرداد ماه  یال 5392 ماه سال بوده و در خرداد یفیتوص ینوع مقعطمطالعه حاضر از 
شناسی در تهران،  کننده به آزمایشگاه تخصصی قارچ بیمار دچار دیستروفی ناخن مراجعه 408از شد. 

نمونه تهیه گردید. اطلاعات اولیه مربوط به بیماران، همراه با پرسشنامه شامل سن، جنس، شغل لحاظ 
توسط هر بیمار یا قیم قانونی او  ای آگاهانه نامه مچنین برای رعایت قوانین اخلاق زیستی، رضایتشد. ه

است. طبق  IR.IRU.QOM.REC.1394.018کد اخلاق أخذ شده برای این پروژه، پر و امضاء شد. 
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دیستروفی به مبتلاء  گیرند که هدف مطالعه، بیمارانی در این آزمایش تا مرحله نهایی مورد بررسی قرار می
آزمایشگاه تخصصی کننده به  بیمار مراجعه 408از نوع کاندیدا باشند. بنابراین، از بین  ناخن
ادامه  کنندگان برای ، پس از انجام آزمایش مستقیم و کشت، تنها بیمارانی جزو شرکتشناسی قارچ

یر بیماران از لیست مطالعه از نوع کاندیدا بودند و سا دیستروفی ناخنمطالعه انتخاب شدند که مبتلاء به 
 سپس گرفت، انجام میمستق شیها آزما نمونه از كی هر از قسمت یک یرو بر ابتدا خارج شدند.

گار کشت دکستروز ط سابورویمح یرو بر ها نمونه هیبق  پتاس با میمستق شیآزما شدند. داده آ
 یقیحق فیها و کاذب فیها دار، جوانه یمخمر یها سلول با مشاهده و گرفته صورت 58%

 یها طیمح یرو بر مخمرها یجداساز جهت ها نمونه تمام شد. یم دییتأ یمخمر عفونت وجود
گار دکستروز سابورو  یها از گونه یبرخ تیحساس لیدل داده شده و به کل کشتیکلرامفن یحاو آ

 كیوتیب یآنت نیا از دیکلوهگزامیس به سیکالیو تروپ سیلوزی، پاراپسییکروز دا مانندیمخمر کاند
 گراد انکوبه شدند و روزانه از نظر درجه سانتی 38 یدما در هفته دو مدت به ها تیاستفاده نشد. پل

 است ممکن یلرموندیو کاندیدا گ گلابراتا دایکاند رایز گردیدند، یبررس یمخمر یها گونه رشد

 نظر از روزانه کشت، یها تی(. پل6، 41تری باشند ) یطولان ونیانکوباس ازمندین رشدشان جهت

 زولهیا راآنها  ،یمخمر یکلن مشاهده صورت در و گرفتند قرار یبررس مورد یقارچ یها یکلن رشد
 د. یگرد تیهو نییتع ریز یها روش از استفاده با سپس نموده و

 ایزا لوله جادیا . آزمون2-1

گار را به دکستروز سابورو طیمح در کرده مخمری رشد یها یکلن مقداری از  مین یحاو لوله آ
 یدما در کردن ساعت انکوبه 4 از بعد و شد مخلوط یخوب به و اضافه انسان تازه تر سرمیل یلیم

 گردید. یبررس ایزا لوله فقدان ای وجود نظر از یکروسکوپیصورت م به گراد یسانت درجه 31

 41 نییط کورن میل آگار به همراه تویمح در یخط . کشت2-2

گار حاوی یمح یرو کلنی از ی،کم زیت نوك آنس کمك یک با  به 08 نییتوط کورن میل آ
و  ینگهدار اتاق یدما در روز ها به مدت سه تیپل . شد داده کشت و نشاکاری یخط صورت

 (.6، 40،41شدند ) یبررس دوسپوریکلام دیلحاظ توانایی تول از سپس

 کاندیدا آگار کروموژنیک کروم محیط یرو بر . کشت2-3

گار دکستروز سابورو طیمح یرو ساعته 20 یمخمر یها یکلن از  طیمح یرو و برداشته آ
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گار کاندیدا کشت کروم  درجه 31 انکوباتور در ساعت 20 مدت به ها طیمح شدند. سپس داده آ
 پیگمان تولید رنگ و ها یکلن یمورفولوژ و رنگ ساعت 20 از شدند. پس داده گراد قرار یسانت
 نییتع جهت نی(. همچن49د )یگرد ثبت جداگانه به طور و مشاهده ها زولهیا از كی هر یبرا شده

 یها میآنز از استفادهبا  PCR-RFLP یمولکول كیتکن ناشناخته، یمخمرها یبرخ تیهو
س، ینسیدا دابلیکنس از کاندیدا آلبیکاند یپیافتراق فنوت یبراشد.  گرفته مخمرها به کار یاختصاص

گار یمح یبر رو یعلاوه بر رنگ کلن دا یکاندیدا، از ویژگی عدم قابلیت رشد کاندط کروم آ
 سینسینیدابل دایکاند توسط دوسپورید کلامیتول یبررسگراد و  درجه سانتی 24س در دمای ینسیدابل

گار نیط کازئیمح یرو بر  (.6، 33استفاده شد ) زین آ

 DNA. استخراج 2-4

 یشد. برا انجام جوشاندن روش کشت با محیط در یافته رشد یکاندیداها از DNAاستخراج 
 لوله به و برداشته را تازه کلنی میلی متر مکعب( از 58لوپ باکتریولوژی )حدود  یک منظور، این

، به مدت استریل افزوده و پس از مخلوط کردن مقطر آب میکرولیتر 1٥٥ یحاومیلی لیتری  1/5
 دقیقه 1٥ مدت به دور در دقیقه 1٥٥٥٥ دوردقیقه در بن ماری جوش قرار داده و سپس با  48

 زمان تا و کرده جدید لوله وارد باشد را مخمر می DNA یحاو که رویی مایع شد. سانتریفیوژ
استخراج  DNA(. کیفیّت و کمّیت 38شد ) ینگهدار گراد سانتی درجه - 2٥فریزر  در استفاده

گارز   از % و اسپکتروفتومتری بررسی شد. پس5شده، به ترتیب توسط الکتروفورز بر روی ژل آ
به کمک واکنش  یبوزومیر DNAدر  وجودم  ITSهیناح مخمر، هر كیژنوم DNAاستخراج 

 توالی پرایمرهای رفت و برگشت عبارت بود از: ت گردید.یتقو (PCR) پلیمراز
5'-TCCGTAGGTGAACCTGCGG-3' ITS1: 

 . 'ITS4: 5'-TCCTCCGCTTATTGATATG-3و 
 میکرولیتر استفاده شد: مستر میکس 41 برای این واکنش، از مواد زیر و با حجم نهایی

)با ITS4 و برگشت  ITS1میکرولیتر پرایمر رفت  5میکرولیتر مستر میکس(،  1/54سیناژن )
میکرولیتر  1/1نانوگرم(، و  588)با غلظت حدود  DNAمیکرولیتر  1میکرومولار(،  58غلظت 

شرح جدول  به PCRجام های گرمایی دستگاه ترموسایکلر برای ان آب تزریقی استریل. سیکل
گارز  PCR، محصول PCR( انجام شد. جهت بررسی نتیجه 5شماره ) % 5بر روی ژل آ

 الکتروفورز گردید.
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 PCRسیکل های گرمایی دستگاه ترموسایکلر برای انجام - 1جدول 

 دور زمان  گراد( )درجه سانتی حرارت هدف مرحله

 0 دقیقه 5 60 واسرشتگی اولیه 0

   ثانیه 00 60 ثانویهواسرشتگی   

 05 ثانیه 05 55/0 اتصال اغازگر به الگو 2

   ثانیه 75 72 گسترش رشته جدید  

 0 دقیقه 0 72 بسط نهایی 0

 ، لیتوانی( برشFermentas)شرکت  MSPIمحدودالاثر  میآنز کمک قطعه تکثیر شده با سپس
 MSP1 د. آنزیم اندونوکلئازییگرد الکتروفورز% 4آگارز  ژل یروبر  RFLPداده شد و محصولات 

های اورهنگ استفاده شد و  و ایجاد رشته CCGG-'5در نواحی  DNAهای  جهت شکستن رشته
ساعت در  4 بود. سپس انکوباسیون به مدت 4مقدار مواد موجود در واکنش مطابق جدول شماره 

حاصل از  ، محصولاتRFLPگراد انجام شد. جهت بررسی نتیجه آزمایش درجه سانتی 31دمای 
RFLP  به اندازه قطعه باندهای  توجه مخمر با % الکتروفورز گردید. سپس نوع4بر روی ژل آگارز

% و براساس رفرنس معتبر 4دهنده بر روی ژل الکتروفورز  حاصل پس از هضم توسط آنزیم برش
 (. 35، 34شد ) داده صیتشخ

 RFLP آزمایش انجام جهت نیاز مورد مواد و مقدار -2جدول 

 لیتر میکرو PCR 5محصول 

Nuclease free water 0 میکرولیتر 
 لیتر میکرو Tango 5/0 بافر
 لیتر میکرو MSP1  5/0 آنزیم

 ها . یافته3

 408های مورد مطالعه از  توصیفی مورد نظر به مدت یکسال انجام شد. نمونه -مطالعه مقطعی
بیمار با تشخیص  01تعداد،  بیمار مشکوک به اونیکومایکوزیس تهیه گردید که از این

بیمار بررسی شده طی این  01اند. از مجموع  اونیکومایکوزیس کاندیدیایی مثبت شناسایی شده
های  درصد مربوط به ناخن 4/9ها مربوط به انیکومایکوزیس ناخن دست،  درصد نمونه 4/06مطالعه 

مربوط  ها درصد نمونه 1/66اند.  هزمان بود های دست و پا، هم درصد مشترکاً مربوط به ناخن 6/2و  پا
سالگی  19تا  18ترین سن مبتلایان در فاصله سنی  درصد مربوط به مردان و شایع 3/33به زنان و 
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آنها  درصد 6/2ها دارای نتایج مثبت در آزمایش مستقیم میکروسکوپی و  درصد نمونه 2/91بود. 
 01بودند. نتایج بدست آمده از کشت مورد دارای کشت مثبت  06دارای نتایج منفی بود، ولی هر 

درصد  5/64نشان داد که  08مخمر جدا شده از بیماران بر روی محیط کورن میل آگار حاوی توئین 
های کاذب یا حقیقی، بلاستوسپور و کلامیدوسپور نموده که به  کلنی مخمری جدا شده ایجاد میسلیوم
های کاذب  ی مخمری دیگر با ایجاد میسلیومدرصد کلن 9/31عنوان کاندیدا آلبیکنس شناخته شدند. 

یا حقیقی و بلاستوسپور به عنوان کاندیدا غیرآلبیکنس تشخیص داده شدند که جواب آزمون لوله زایا 
های کاندیدایی جدا شده از ناخن بیماران به محیط کشت سابورو دکستروز  منفی بود. نمونهآنها  نیز در

ها روی محیط کشت کروم آگار  لقیح شدند. کاندیدا آلبیکنسآگار و سپس کروم آگار کاندیدا نیز ت
گار همگی تولید  کاندیدا طیفی از رنگ سبز تا سبز تیره داشتند و بر روی محیط کشت کازئین آ
گار کاندیدا فقط برای شناسایی مخمرهای  کلامیدوسپور کردند. با توجه به اینکه محیط کشت کروم آ

ای و کاندیدا گلابراتا اعتبار کافی دارد، سایر  الیس، کاندیدا کروزهکاندیدا آلبیکنس، کاندیدا تروپیک
های کاندیدا که به کمک سه روش فنوتیپی یعنی آزمایش تولید لوله زایا در سرم انسان، بررسی  گونه

گار حاوی توئین  خصوصیات ریخت شناسی و  های ریخت و ویژگی 08شناسی در محیط کورن میل آ
گار کاندیدا شناسایی قطعی نگردیدند. نهایتاً توسط روش خاصیت کروموژنیک در مح یط کروم آ

تعیین گونه شدند. نتایج بدست آمده حاصل از بکارگیری   ITS 1,4برای ژنPCR-RFLP  مولکولی
مورد  56های بالینی، شامل شناسایی و تعیین هویت  بر روی نمونه PCR-RFLPروش تشخیصی 

 (.5ندیدا گیلرموندی بود )نمودار کاندیدا پاراپسیلوزیس و یک مورد کا

 PCR_RFLPتوزیع فراوانی گونه های کاندیدا تعیین هویت شده توسط تست  -1نمودار 
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%(، 5/64مورد ) 12نتایج بدست آمده از روش مولکولی بدین صورت بود: کاندیدا آلبیکنس 
مورد  3ای  کاندیدا کروزه%(، 9/6مورد ) 6%(، کاندیدا گلابراتا 0مورد ) 1کاندیدا تروپیکالیس

های سه گانه فنوتیپی ذکر شده شناسایی  %( با کمک روش1/59نمونه ) 51%( و در نهایت 2/3)
 (.4و 5)تصاویر  نشد

 
 .ITS4 و ITS1توسط پرایمرهای  PCRتصویر گرفته شده از الکتروفورز محصولات  -1شکل 

)ساخت  bp 111  سایز مارکر M -چاهک  راست به چپ شامل: از که به ترتیب  PCRهای نتایج حاصل از محصول  ستون

کاندیدا  -3چاهک  ، (bp 521)کاندیدا پاراپسیلوزیس  -2چاهک   ،کنترل منفی -1چاهک  ، شرکت سینا کلون ایران(

 ،(bp 521) کاندیدا پاراپسیلوزیس -5چاهک   ،(bp 535) کاندیدا آلبیکنس -4چاهک   ،(bp614) گیلرموندی

 .کنترل مثبت کاندیدا آلبیکنس -4چاهک  ، (bp)471 کاندیدا گلابراتا -7چاهک   ،(bp471) کاندیدا گلابراتا -6چاهک 

 

 
 . MSPIپس از هضم آنزیمی توسط  PCRتصویر گرفته شده از الکتروفورز محصولات : 2شکل 

 ،(314و  bp  557)قطعاتی با اندازه های کاندیدا گلابراتا -1، چاهک bp111 سایز مارکر -Mبه ترتیب از چپ به راست: چاهک 

 ،(bp 521) کاندیدا پاراپسیلوزیس -3، چاهک (297و  bp 234  قطعاتی با اندازه های) کاندیدا آلبیکنس -2چاهک

 کاندیداگیلرموندی - 5 ، چاهک(314 و bp 557  قطعاتی با اندازه های) کاندیدا گلابراتا -4 چاهک

  ،کنترل منفی -7(، چاهک bp 521) کاندیدا پاراپسیلوزیس -6، چاهک (42 و 155 و bp371  های قطعاتی با اندازه)

 کنترل مثبت کاندیدا آلبیکنس -4چاهک 
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 . بحث4

% از 18های عفونی ناخن بوده که مسئول بیش از  بیماری ترین انیکومایکوزیس یکی از شایع
وابسته به سن و جنس رود. انیکومایکوزیس به عنوان یک بیماری  مشکلات ناخن به شمار می

مطرح بوده که شیوع آن در مردان بیشتر است و با افزایش سن، میزان بروز آن در هر دو جنس 
و  (36% بوده )28(. در بزرگسالان شیوع انیکومایکوزیس بیش از 31،32باشد ) یکسان می

ایمنی های عروق سطحی، نقص سیستم  ای مانند دیابت ملیتوس، بیماری فاکتورهای مستعدکننده
ساز بروز این بیماری به  کننده سیستم ایمنی از عوامل زمینه مانند ایدز، استفاده از داروهای سرکوب

 (. 31آیند ) شمار می

 های انیکومایکوزیس % عفونت58-51ای غیردرماتوفیتی حدود  های رشته ها، قارچ از میان قارچ
های ناخن، نقش بسزایی دارند.  ونت(. مخمرها نیز در ایجاد عف30دهند ) را به خود اختصاص می

مخمرها به خصوص کاندیدا آلبیکنس و کاندیدا پاراپسیلوزیس به عنوان دومین عامل ایجادکننده 
آیند. قابل ذکر است که انیکومایکوزیس کاندیدایی در افرادی که دارای  انیکومایکوزیس به شمار می

(. 39شود ) هستند، بیشتر مشاهده می ای، بویژه دیابت و نقص سیستم ایمنی فاکتورهای زمینه
 یها عفونت موارد نیشتریب که است یمزمن عفونت دست، یها خصوص ناخن به ناخن عفونت
 است ممکن و گذارد یافراد م یزندگ تیفیک بر یمهم یمنف اثرات و شود یم شامل را یمخمر
 نیا لیدل به ناخن راتییتغ یطرف از و شود شخص یکیزیف های تیفعال شدن محدود باعث

در پژوهش  ناخن شود. ییایباکتر هیثانو عفونت یبرا یبستر جادیسبب ا تواند ها می عفونت
 درصد( 1/24) کنسیآلب کاندیدا شده از ضایعات ناخن را جدا ییدایکاند عاملترین  حاضر، شایع

تشکیل دادند که با مطالعات سایر محققین  سیکالیدا تروپیکاند سپس کاندیدا پاراپسیلوزیس و بعد
 ترین شایع(، 5300شکوهی و همکاران ) مطالعه( . البته در 26،21،22،24،25مطابقت دارد )

(. 23بودند ) یا کروزه دایکاندکنس و یآلب کاندیدااونیکومایکوزیس  عوامل مخمری مسبب
های  جدا شده از عفونت های کاندیدای (، گونه4880همچنین در بررسی خسروی و همکاران )

س و بعد یکالیدا تروپیگلابراتا، کاند دایکاندکنس، یآلب کاندیداناخن به ترتیب فراوانی شامل 
مطالعه بیشترین تعداد مبتلایان را زنان تشکیل دادند که با کاندیدا پاراپسیلوزیس بودند. در این 

البته در مواردی تعداد (. 26،23،24،25،51،51بررسی بسیاری از محققین مطابقت داشت )
ای  تواند به دلیل عوامل زمینه (. این عارضه در زنان می21مردان بیشتر از زنان گزارش شده است )
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و  ها کننده ها ضمن شستشو، تماس مداوم با آب و مواد شوینده و پاک خوردگی مکرر ناخن مانند خیس
تر از مردان باشد. در این بررسی  یا ابتلاء به بیماری مختص زنان مانند واژینال کاندیدازیس، شایع

سال بود که با مطالعات سایر محققین مطابقت  19تا  18بیشترین موارد بیماری در محدوده سنی 
در بیماران در (. در مطالعه گرامی و همکاران نیز بیشترین میزان ابتلاء 20،23،24،51) کامل دارد

و همکاران بیشتر مبتلایان  Reisberger(. در بررسی 51سال است ) 18تا  68محدوده سنی 
های دست  بیشتر از ناخن(. در بررسی حاضر عوامل مخمری 21سال سن داشتند ) 18بالاتر از 

 مطابقت داشتهای انجام شده توسط سایر محققین  بررسیجدا شدند که این یافته با 
(. این عفونت اغلب در افرادی که دستشان تماس بیشتری با آب دارد، دیده 26،23،24،25،51)

مروزه در ها است. ا های قارچی، به خصوص در ناخن ساز آلودگی شود که این امر زمینه می
های کشت معمولی مانند  های تشخیصی مانند بکارگیری محیط ها، با استفاده از روش آزمایشگاه

گا  از یاریبس در ن،یهای کاندیدا، وجود ندارد. بنابرا ر، امکان تعیین گونهسابورو دکستروز آ
 کنسیاز آلب ریغ یها گونه نکهیا ای است، شده اکتفاء کنسیآلب گونه ییشناسا به ها فقط آزمایشگاه

جاد یا در دایکاند مختلف یها گونه دخالت توجه به با اند. برده نام ها گونه ریسا عنوان تحت را
 تیز حساسین و کاندیدایی یها عفونت در کنسیآلب ریغ انواع شیافزا رو به سهم و بیماری
 مخمرها نیا تیهو نییتع و ییشناسا ،یضد قارچ یداروها مقابل درآنها  رمعمولیغ و متفاوت

ز برای درمان موثر بیماری و کنترل عفونت ین و یکیولوژیدمیاپ اهداف لیبه دل گونه سطح در
 (. 28رسد ) ضروری به نظر می
های شایع و مهم مخمر کاندیدا، روش کشت روی  های ساده تشخیص گونه در میان روش

گار کاندیدا بسیار ساده و در عین حال معتبر به نظر می  (. در44رسد ) محیط کروموژنیک کروم آ
گار کاندیدا کروم طیمح از استفاده ن مطالعهیا دوسپور و یکلام دیتول تست توانایی به همراه آ

دا یکاند کنس،یآلب دایکاند یعنی دا،یکاند مهم گونه چهار صیتشخ ید لوله زایا برایتول توانایی
 در که شده اعتماد مشاهده قابل و مناسب گلابراتا دایکاند و ییکروز دایکاند س،یکالیتروپ

(. در بررسی حاضر با استفاده از سه 26،21،24،25،51است ) شده انیب زین گرید مطالعات
% باقیمانده تحت عنوان 1/59ها در سطح گونه شناسایی و  % ایزوله1/08روش فنوتیپی ذکر شده، 

درصد  1/03های فنوتیپی  ها در نظر گرفته شد. در مطالعه قهری و همکاران نیز با روش سایر گونه
ها در  درصد باقیمانده تحت عنوان سایر گونه 3/56ونه شناسایی و های کاندیدا را در سطح گ ایزوله
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درصد  9/04های فنوتیپی سه گانه  (. در مطالعه خسروی و همکاران با روش25نظر گرفته شد )
های کاندیدا با روش آزمون  درصد سایر گونه 5/51های کاندیدا تعیین گونه شدند و سپس  ایزوله

 محیط این هرچند(. 51اند ) شناسایی شده Rapid Yeast Plus Systemبتاگلوکوزیداز و کیت 
 کلیه شناسایی ولی بوده، و مفید معتبر کاندیداها پاتوژن و شایع یها گونه شناسایی یکشت برا

 ژنوتیپیک یا فنوتپیک یها روش سایر از بایستی و نبوده پذیر امکان این محیط یبکارگیر با ها گونه
 کمک شایانی ها گونه سریع و صحیح شناسایی در مولکولی یها گرفت. امروزه روش کمک

 هویت تعیین یبرا PCRپایه  های مولکولی بر روش از استفاده مطالعه این در لذا، کند. می
 استفاده قرار مورد های فنوتیپی شناسایی نشدند، ‎کاندیدا که با روش یزا بیماری و شایع یها گونه

 مختلفی، همانند هدف یها ژن کاندیدیازیس، PCR تشخیص های اخیر، جهت سال طی. گرفت
ترشحی،  کیتین سنتتاز، آسپارتیل پروتئیناز، rDNA ،hsp90ژنی ناحیه در D2 D1 / متغیر منطقه
DNA ،ژنی  قطعات از یتوبولین، تعداد اکتین، میتوکندریاییrRNA نواحی از مشتق 
هدف، قطعه DNA  مطالعه، این در( بکار گرفته شده است. ITSبرداری شده درونی ) نسخه

rDNA  .دارد. به  وجود کاندیدا ژنوم هر در (588تا  18های متعددی ) کپی ژنی، قطعه این ازبود
 به نسبتهای تکرارشونده باشد،  هدف دارای توالی DNAدر صورتی که  PCRتست  معمول طور

 (.29، 20باشد ) می برخوردار یبیشتر از حساسیت کپی، تک اهداف
 میان در که باشد می  ITS، قطعاتrDNAشده  حفاظت العاده فوق یها زیرمجموعه جمله از

 از استفاده بنابراین، با .است به فرد منحصر یها سکانس یدارا کاندیدا مختلف یها گونه
 اخیراً  شد. اگرچه پذیر امکان مختلف کاندیدا، یها گونه شناسایی نقاط، این به مرتبط یپرایمرها
 یها آزمون انجام شامل ها گونه شناسایی اما شده، گزارش rDNAتکثیر  یبرا  PCRآزمون چندین

محصول  آنزیمی هضم به توان می مراحل این جمله از یافته است. تکثیر محصول یرو بیشتر
های  زولهیا تمام ییشناسا یبرا حاضر مطالعه در(. 15، 18نام برد ) محدودالاثر یها آنزیم بوسیله

 ییکه کارا محدودالاثر میآنز كی از استفاده با PCR-RFLP یروش مولکول از تعیین گونه نشده،
در بررسی  (.35شد ) استفاده بود، دهیاثبات رس همکاران به و یرهندیم یقبل مطالعات در آن

های کاندیدای  گونه PCR-RFLPتعدادی از محققین نیز، با استفاده از این روش مولکولی 
 عاتیضا درمان نکهیا به توجه (. با21،22،25،34،35شناسایی نشده را تعیین هویت کردند )

 توان علت ینم است، مانده یباق یبهداشت و یطب مشکل كی عنوان همچنان به سیکوزیکومایاون
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 قیدق تیهو شناخت و ییآشنا عدم دیو شا کرد جستجو بیمار ای زمینه عوامل حضور در تنها را
 ضد مقابل مواد در یمتفاوت یرفتارها یدارا که یرعادیغ و نادر یها افتن گونهی و یمخمر عوامل

 قرار غفلت مورد که باشند یگریعلل د از ییدارو مقاومت مشکل زین و هستند زین یقارچ
گونه  حد در و قیدق صورت به یمخمر عوامل ژهیو به یعوامل قارچ ییرند. بنابراین، شناسایگ یم

 یشناس قارچ مرجع یها شگاهیر آزماینظ یمولکول ساده یها روش از با استفاده  PCR-RFLPیبرا
از این جهت که طول دوره درمان اونیکومایکوزیس طولانی بوده،  شود. یم هیتوص کشور سطح در

کارآمد به دلیل احتمال مهاجم شدن قارچ در  لزوم تسریع تشخیص در بیماران با سیستم ایمنی نا
روشی بسیار دقیق بوده که قابل  PCR-RFLPاین افراد بسیار حیاتی بوده و از این جهت روش 

ها به نتایج مجهول  که حداقل در مواردی که آزمایشگاه شود توجه است. همچنین پیشنهاد می
های  استفاده کنند تا از هزینه PCR-RFLPهای مولکولی به خصوص روش  خورند، از روش برمی

 اضافی درمان ناکارآمد و طولانی در برخی بیماران جلوگیری شود.
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