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   چکيده
خصوص در بيماران بـا نقـص    گيري به طور قابل چشم  هاي قارچي به   بيماريدهد که نه تنها      مطالعات اپيدميولوژيک نشان مي     روند :زمينه و هدف  

بنابراين تشخيص . باشد سيستم ايمني در حال افزايش است، بلکه کاهش حساسيت عوامل قارچي به داروهاي ضد قارچي نيز در حال افزايش مي               
هـاي اسـتاندارد تشخيـصي     بـا ايـن وجـود روش   . وري اسـت سريع و زود هنگام در حد گونه براي انتخاب داروي مناسب و مديريت باليني ضـر       

 PCRبـر   هـاي ذكـر شـده، ابزارهـايي مبتنـي      ق آمدن بر هر كدام از مشکليباشند لذا براي فا گير، هزينه بر و از حساسيت کمي برخوردار مي   وقت
بـراي  اي چرخـان    تکثيـر دايـره  ر بوده به نام تكنيـك رغم سرعت بالا از حساسيت بالايي برخوردا از روشي که علي   در اين مطالعه     .اند توسعه يافته 

  .استفاده شديگرزي تر دو گونه قارچي کلادوفيالوفورا کاريوني و کلادوفيالوفورا  تر و صحيح تشخيص دقيق
 هـاي ريبـوزومي جـنس    DNA ژنـي  ي  از مجموعه)ITS rDNA (ي رونويسي داخلي طور اختصاصي از ناحيه اين بررسي به   در:روش بررسي

  ي هـاي اختـصاصي بـر اسـاس تفـاوت تنهـا در يـک نوکلئوتيـد از ناحيـه           استفاده گرديد و پروب،لادوفيالوفورا که قبلا تعيين توالي شده بودند    ک
ITS rDNAها در اصل تـوالي مكمـل هـدف منتهـي بـه       پروب . گرديد طراحيهاي کلادوفيالوفورا کاريوني و کلادوفيالوفورا يگرزي  براي قارچ

 با اتصال به هدف و تکثير در شرايط تک دمايي مـورد  ، به شکل يک مولکول بسته در آمدهDNAباشد كه پس از هيبريداسيون با  ر ميجايگاه لينك 
  .ارزيابي قرارگرفت

 RCAمحصول نتايج. کاملا موفق را بدون نتايج مثبت و منفي کاذب و تشخيص در حد گونه نشان داد DNA  نتايج اين تحقيق يک تکثير:ها يافته

ي هدف به طور اختصاصي در اتصال با پروب در DNAشد و واکنش مذکور در جهت تکثير  صورت نردباني نشان داده  به درصد۵/۱در ژل آگارز 
  .هاي متداول تاييد گرديد کمترين زمان نسبت به روش

ختصاصيت بسيار بالا چي در حد گونه با سرعت و ازاي قار   قدرت و دقت اين تکنيک در شناسايي عوامل بيماريي  نتايج نشان دهنده:گيري نتيجه
هـاي تشخيـصي داشـته باشـد       آزمايـشگاه ي توانـد کـابرد فراوانـي در کليـه       باشد و ايـن تکنيـک مـي        هاي شناسايي قديمي مي    در مقايسه با روش   

  .باشد ي برخوردار مDNA ي هاي وابسته به دما بر پايه  تفاوت بسيار چشمگيري را با ديگر تکنيک RCAبنابراين
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  مقدمه
اه ي س ـ ي شـبه مخمـر    يهـا   از جنس قـارچ    الوفورايفوکلاد     

 يطي محيها هي مهم و سو  يکيني کل يها  گونه يمتشکل از تعداد  
ن قارچ اغلب باعث    يا يها گونه. ل شده است  يقابل توجه تشک  

 ـ   يجاد عفونـت در انـسان م ـ   يا وجـود آمـدن    هشـود و باعـث ب
 ي گونـه . گـردد  يت کشنده ميف تا آنسفالي خفيعات پوست يضا

ــار ــ از کلادوفيونيک ــتوما فوالوي ــل کروموبلاس س يکوزيرا عام
 يک توسط مور  يتولوژي س يماري و باعث ب   يرجلدي و ز  يپوست

شـود   يدر بافـت پوسـت م ـ  ) Muriform Cells( ها فورم سل
 ـا ).۴-۱(  ـشــته داي انتــشار جهـان يمـار يبن ي  ينــواح  دري ول

در مـردان   و   باشـد  يم ـتـر    عي شـا  يريمه گرمس ي و ن  يريگرمس
 ـ .تر از زنان است  عيشا  ـ تروماتحيتلق  زا ک بـا عوامـل بيمـاري   ي

تشخيص عامل بررسي و . شود ي مين عامل عفونت تلقيتر مهم
 ـ گوقـت  بـسيار   معموليها کي بر اساس تکن   اين بيماري   و ري

کـه در    ييجـا  از آن  مـشكل اسـت      هـا  ر گونه ي از سا  ن آ کيتفک
 ـولوژي عامل ات  يکروسکوپي م يها يبررس  در حـد    يمـار يک ب ي

 اخذ شـده از محـل       ي  شود، نمونه  ي نم ييجنس و گونه شناسا   
ح و  يسابورو دکستروز آگار تلق ـ    ط کشت يعه در داخل مح   يضا

شـود   ي م ـ يگـراد نگهـدار    ي سـانت  ي   درجه ۳۰ تا   ۲۵ يدر دما 
 ـ    طيمح ).۱و۲(  هفتـه از نظـر رشـد    ۴مـدت   ه کشت حـداقل ب

 در کـشت انجـام شـده    .ردي ـگ ي قـرار م ـ   ي تحت بررس  يقارچ
اه مـشاهده   ي تـا س ـ   يتـون ي ز يا  به رنـگ قهـوه     ي کپک يها يکلن

 ـرا اي ـص جنس و گونه قارچ مشکل است ز      ي تشخ .شود يم ن ي
 نـشان    از خـود   يي اسـپورزا  ي بـرا  ي مختلف ـ يها ها روش  قارچ

اي كه توسط  عات مولكولي گستردهطي مطال  ).۲،۱و۵( دهند يم
هاي كلادوفيـالوفورا انجـام    بدلي و همكاران در تشخيص گونه  

ــد ــوتيپي.گرديـ ــباهت ژنـ ــه  شـ ــاC. yegresii ي گونـ    بـ
C. carrionii خواهري ي عنوان گونه حدي زياد بوده كه به به 

در طبقه بندي فيلوژنيكي گزارش شده است  C. carrioniiاز 
هوگ   توسط دي  ۲۰۰۷ا يگرزي در سال     کلادوفيالوفور .)۶و۷(

يي آن هنـوز     زا وهمكاران از كاكتوس جداسازي شد و بيماري      
 ـفيش ک يامـروزه بـا افـزا      ).۶و۷( به اثبـات نرسـيده اسـت       ت ي

ع يتا درمان سر  ي و نها  يريشگي لزوم به پ   ي بهداشت يها استاندارد
 يهـا   از ابزار يکين راستا   يدر ا . باشد ير م يناپذ  اجتناب يماريب

 از عوامـل    يک ـيکـه    باشـد  يق م يص به موقع و دق    ي تشخ ،مهم
 ي و درمـان  ي بهداشـت  يهـا  نـه ي زم ي  هي در کل  يفي کنترل ک  ياصل

 ـ انجام شده در علم ژنت  يشرفت ها يبا پ . است  ييکارهـا  ک راهي
اند  ن قرارگرفته است که توسط آن توانستهي محققيش رويدر پ 
 ـ  يف ـيع کنترل ک  ي در امر تسر   يار بلند ي بس يها قدم ص يشخ و ت

ک و بـه  ي ـم در بحث ژنتي از تحولات عظ يکي.  بردارند يماريب
مراز ي پل يا رهي، اختراع روش واکنش زنج    يص طب يبع آن تشخ  ت
 ي نيـز اشـکالات    PCRک  ين وجود به تکن   يبا ا  .)۸و۹( باشد يم

دستگاه گران لزوم وجود توان به  ي که از آن جمله م     وارد است 
 و ي احتمال آلودگ،يك تكنر بودنيگ ، وقت کلريمت ترمال سايق
عـدم امکـان اجـراي تکنيـک در          ، ناخواسته يها جاد واکنش يا

شرايط آزمايشگاهي معمول، عدم تشخيص اختصاصي در حد        
گونه و پايين بودن حساسيت و همينطور پيچيدگي روش کـار       

پـاي   هـايي را در پـيش      اشاره کـرد کـه هـر کـدام محـدوديت          
جـاد  ينه بـا ا   خوشـبختا  .)۱۰-۱۲( متخصصين قرار داده اسـت    

 ـي و پروتئ(Gene Bank) ي ژنيها گاه دادهيپا ن بـه  ي محقق ـين
ــهي دســت ييهــا روش ــو  افت ــم ن ــه کمــک عل ــه ب ــد ک ــا ان  يپ

تر  يتر، اختصاص  قيار دق يي بس يها توان روش  يک م يآنفورمات ويب
 متـداول مولكـولي كـه بـسيار گـران         يها کيتر از تکن   عيو سر 

 يصيدر علوم تشخقيمت و نياز به متخصصين مجرب نيز دارد  
هايي كـه امـروزه توسـط        يكي از روش  . )۹،۸و۱۳( ه نمود يارا

هــاي  محققـين بــسيار مــورد توجــه قـرار گرفتــه اســت روش  
 اين روش بدون نياز به اعمال تناوب دمايي ايزوترمال است در

 هـا   يكـي از ايـن تكنيـك   . گردد  امكان پذير ميDNAتكثير 

RCAلعاده بالا آن بسيار    دليل اختصاصيت فوق ا    ه كه ب  باشد مي
 از يـك پـروب بـسته بـراي شناسـايي            لـذا  ؛مورد توجه است  
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گيـرد و   جود مورد استفاده قرار مـي وم مونژ  ازي خاصي  منطقه
  كند  هدف ايجاد ميDNAچون يك قالب بسته در اتصال به 

 دزسـا  امكان تكثير توالي غير اختصاصي را نزديك به صفر مي         
 RCA يک مولکولي تکنيررسببه ن پروژه يدر ا .)۱۷-۱۴،۱۱(

 ين جهت رفع نواقص ذکر شده برا   ي توسط محقق  يکه به تازگ  
بـا  . شـود  ميپرداخته  ه شده   يارامراز  ي پل يا رهي زنج يها واکنش

الوفورا کـه هـردو از لحـاظ        ياز جنس کلادوف  گونه  انتخاب دو   
 ي و تاکـسونوم يلـوژن ي از نظـر ف ،ار مشابه هم بوده ي بس يپيفنوت
   . استفاده شده استگرديدهبندي  طبقهم ک به هيار نزديبس
  

  بررسيروش 
باشد و پژوهش انجـام      ي م يبه صورت کاربرد  اين تحقيق        

ابتـدا اطلاعـات ژنـي    .  اسـت  تـست يبررسگرفته به صورت   
   ريبـوزومي اسـت را   DNAهاي   که از جمله ژن  ITS ي  منطقه

  

  هاي شـناخته شـده کلادوفيـالوفورا از سـايت           براي تمام گونه  
http://www.ncbi.nlm.nih.gov   ــاه ــي از پايگ ــه يک ــاي  ک ه
آوري و بـا فرمـت        جمع ،باشد اطلاعات ژني و قابل استناد مي     

FASTA         آوري اطلاعـات     بارگذاري گرديـد و پـس از جمـع
ــرم  ــط ن ــزار  توس ــهCLUSTALX2اف ــکانس ي  کلي ــا س  يه

ترتيب  ترازبندي گرديد و بهITS rDNA  ي  منطقهيدينوکلئوت
هاي تراز بندي شده توسـط نـرم افـزار نقطـه بـه نقطـه                 توالي

تــرين تــوالي كــه بيــشترين تفــاوت را در    مناســبوبررســي 
 ـ   هاي مشابه ساير گونه    جايگاه د تفكيـك و يادداشـت      وها دار ب
تـرين   ايـن مرحلـه حـساس      ).۱۳و۱۸-۲۰( )١ جدول( گرديد

  شــد چراکــه در ايــن مرحلــهبا  مــيRCA تکنيــک ي مرحلــه
  ي  با بررسي دقيق تفاوت درتوالي نوکلئوتيـدي بهتـرين ناحيـه          

ژن از لحـاظ تـساوي مـوقعيتي بـا بـالاترين تفـاوت انتخـاب        
  .گردد مي

  هاي قارچي کاريوني و يگرزي  و پروب طراحي شده براي گونه ريبوزومي DNA از ITS1  ي نوکلئوتيدي ناحيه توالي: ۱ جدول
 

فيالوفورا کاريونيقارچ کلادو  
5'TTGGACGGTCTTGGTCCAGTGT TCTCGACCCCTCCTAAAGAC3'  

5'PACACTCGACCAAGACCGTCCAAgatcatgcttcttcggtgcccattacgaggtgcggatagctaccgcgcagacacgatagtc
taGTCTTTAGGAGGGGTCGAGA3' 

 
کلادوفيالوفورا يگرزيقارچ   

5'GGACCCGTCTCACGACCGCCCGTGGGATCGCCGTGAGGCGTC3'  
5'PCGGGCGGTCGTGAGACGGGTCCgatcatgcttcttcggtgcccattacgaggtgcggatagctaccgcgcagacacgatagt

ctaGACGCCTCACGGCGATCCCA3' 

  
 ـ هـدف اقـدام بــه ته  ين تــواليـي پـس از تع     پـروب بــسته  ي هي

 ـي هـدف بـاز چ  ي رشـته  مکمل  ين مرحله توال  يد در ا  يگرد   ين
ــ کــه تفــاوت نوکلئوتيا شــد و از منطقــه ــ يدي ک يــدر  يحت

 و  گـردد  يجاد م ي ا يک شکست فرض  ي شت وجود دا  دينوکلئوت
 ي تـوال 5َ و 3َ ي به دو انتها    ثابت نکريک ل ي )۱(شکل  مطابق  

لينکر داراي توالي است که محل اتصال        .شود يمکمل متصل م  
پـس از   ). ۱شـکل   (باشـد     مـي  RCA2 و   RCA1هاي   پرايمر

 ـ   تـوالي ) ۱جـدول   ( تکميل طراحي پروب   دسـت آمـده     ههـا ب
  صـورت مـصنوعي تهيـه    هـاي بـه      يکـي از شـرکت     ي  وسيله به

  .گرديد
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  CBS 260.83. كد ي تصوير شماتيك از پروب طراحي شده براي كلادوفيالوفورا كاريوني به شماره: ۱شكل 

  
ــتخراج   ــشت و اسـ ــرا:DNAکـ ــي بـ ــ تکني بررسـ   کيـ

RCA ي بـه شـماره     كلادو فيالوفورا كـاريوني    ي  دو گونه   ابتدا 
ــس ــه   CBS 260.83 ونيکلک ــرزي ب ــالوفورا يگ    و كلادوفي
 ـ بـه صـورت ل  CBS 114405ون ي کلکـس ي شماره زه از يوفري

ــز  ــ تهCBSمرک ــس از ر،هي ــاوري پ ــيک ــي در مح ت شط ک
 ــيپت ــستروزبراث تلق ــپسح يتودک ــط کس ــ توس ــار تي   يتج

Mobio ((Mobio, Carlsbad,CA 92010, USA) ات يــعمل
ک يــــ انجــــام گرفـــت و توســــط تکن DNAاســـتخراج  

  . شديابي ارزDNA خلوص يوفتومتراسپکتر
ــا اســتفاده از روش DNAر يــتکث   PCRر يــ در تکث:PCR ب

الوفورا ي کلادوفيمناطق اختصاصITS4  و ITS1مر ياز دو پرا
   محلـــول واکـــنش ۲ د و مطـــابق جـــدوليـــاســـتفاده گرد

تـر آمـاده    يکرولي م ۵۰ نمونه در حجم     DNAتر از   يکرولي م ۲ با
ط ي شـرا ۳ در جدول ود موج ييکل دما يد سپس مطابق س   يگرد
   Actecکلر سـاخت    ينه توسـط دسـتگاه ترمـال سـا        ي به ييدما

  . برنامه ريزي و اجرا گرديدPC818مدل 

  PCR يتريکرولي م۵۰ واکنشير لازم برايمقاد: ۲جدول 
  

  مواد  نمونه
μl ۵  PCR Buffer 

μl ۲,۵  MgCl2  
μl ۱  Primer ITS1  
μl ۱  Primer ITS2  
μl ۲,۵  dNTP Mix  
μl ۱  Taq Polymerase  
۳۵  dH2o  
μl ۴۸  Total volume 

  

از محصولات  ليتر    ميكرو ۸ مقدار   PCRبراي بررسي محصول    
PCR    گـذاري کـاملا مخلـوط      بـافر نمونـه    ليتـر   ميكرو ۲ را با  
هاي ژل که در محلول   سپس با دقت به هريک از چاهک ،کرده

TBE در اين قسمت اولـين چاهـک   .  ريخته شد بود،ور    غوطه
کنتـرل   بـراي را  و آخرين چاهـک  DNA ص مارکر را مخصو 
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تانک الکترفورز را به منبع جريان برق وصل         .منفي قرار داديم  
 بار منفي دارد و بـه طـرف قطـب           DNAكرديم از آنجايي كه     

در طـرف قطـب منفـي        بخش چـاهکي   ،کند مثبت حرکت مي  
 به مـدت يـک سـاعت    ۱۰۰ولتاژ  الکتروفورز در . قرارداده شد 

 ژل از قالب برداشته شد و در داخل دسـتگاه         سپس  . انجام شد 
Gel Documentation پس از تنظيم دستگاه عکـس  ،گذاشته 

 PCRاز    حاصـل  ي   بدينوسيله نتيجه  ،ژل مورد نظر گرفته شده    
  .شد ثبت

  

  PCR مراحل مختلف ي برنامه: ۳ جدول
 زمان  دما  تعداد چرخه  مراحل نام مراحل
Pre Heat  ۱  ۱سيکل   C°۹۵ ۲دقيقه   

Denaturation ۲  °C۹۴ ۴۵ثانيه   
Annealing  ۳  °C۵۲  ۱:۳۰ثانيه   
Extension  ۴  

   سيکل۳۵
°C۷۲  ۳۰ثانيه   

Final Extension  ۵  ۱سيکل   °C۷۲  ۷دقيقه   
  

 در RCAواکـنش   :RCA با اسـتفاده از روش   DNAر  يتکث
 ـزيديبري ه ي   مرحلـه  : الـف  ،ردي ـگ يچهار مرحله انجام م ـ      شني

 هدف يDNA مکمل به يز توالن مرحله دو قسمت ايکه در ا
 ـ اتـصال، در ا    ي  مرحله: ب. گردد يمتصل م   مين مرحلـه آنـز    ي
DNA ي آن را به انتهـا     5َ يانتهاگاز با برداشت فسفات از      ي ل 

ک ي ـک پـروب بـسته بـا    ي ـن صورت  يا در. کند ي متصل م  3َ
 ي مرحله: پ .گردد يجاد مي مکمل هدف به شکل حلقه ا يتوال
 ـر، در ايتکث  ـي ـن مرحلـه ن ي  Bst DNAم يا اسـتفاده از آنـز  ز ب
 يگـاه خـود بـر رو      ي بـه جا   RCA1مـر   يمراز با اتصال پرا   يپل

 ـ ه مکمل از پروب ب  ي  ن رشته يپروب اول   ـآ يدست م  سـپس  ،دي
 متـصل    محـصول  يگـاه خـود بـر رو      ي بـه جا   RCA2مر  يپرا
ها  ن واکنشيابد، اي يم ادامه مير توسط آنزي عمل تکثگردد و مي

 ـدا کرده تـا    يدامه پ  و پشت سرهم ا    يطور متوال  هب تار ک سـاخ ي
 ـ، از طر  ي ظاهر ساز  ي  مرحله: ج. شود جاد  يگل کلم مانند ا    ق ي

جـاد شـده    ي ا يها  باند يژل الکتروفورز به بررس    يکروماتوگراف
 ي نردبـان يهـا  شـود کـه حـضور بانـد       ي ژل پرداخته م   يبر رو 
 ـ کلادوف يهـا   گونـه  ي برا RCA در هر واکنش     يمتوال الوفورا ي

   .ديگرد دييتا
  

  Ligation ميکروليتر واکنش ۱۰مقادير لازم براي : ۴ جدول
  

  نمونه  غلظت اوليه  Ligation Mixمواد 
Ligation Buffer(10X)  ۱۶  μl ۱  

Padlock Probe  ۱۶  μl ۱  
Ligase  ۸  μl ۵/۰  

Template  ۱۶  μl ۱  
dH2O) ۱۰۴  )آب ديونيزه μl ۵/۶  

Total volume   μl ۱۰  
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 Ligation ي ه دمايي مرحلي برنامه: ۶ جدول

 زمان  دما  تعداد چرخه  مراحل نام مراحل
Pre Heat  ۱  C°۹۵ ۵دقيقه   

Denaturation ۲  °C۹۴ ۳۰ثانيه   
Ligation  ۳  

   سيکل۱
°C۶۲  ۴دقيقه   

  
  RCAتر واکنش يکرولي م۲۰ ير لازم براي مقاد:۷جدول 

  نمونه  غلظت اوليه  مواد
Buffer  μl ۴۰  μl ۵/۲  

RCA1 (10 pmol)  μl ۱۶  μl ۱  
RCA2(10 pmol)  μl ۱۶  μl ۱  

dNTP Mix (5mM)  μl ۱۶  μl ۱  
Bst DNA Polymerase  μl ۸  μl ۵/۰  

dH2O )آب ديونيزه(  μl ۱۹۲  ۱۲  
Total volume μl۱۸ به اضافه  μl۲ محصول Ligation 

  
 Amplification ي  دمايي مرحلهي برنامه: ۸ جدول

 زمان  دما   تعداد چرخه  مراحل  نام مراحل
Amplification  ۱  C°۶۵  ۶۰دقيقه   

Final Extension ۲  °C۸۵ ۲دقيقه   
Hold  ۳  

   سيکل۱
°C۴  Hold  

  
  افـزودن ترکيبـات    مراحل اجراي کار در دو بخش اتـصال بـا         

ــق جــدول  ــايي موجــود در جــدول  ۴طب   و ۶ در شــرايط دم
   ۸ و   ۷ تکثير طبق شرايط موجـود در جـداول          ي  سپس مرحله 

  يط دمــايي مـذکور انجــام بـا افــزودن ترکيبـات واعمــال شـرا   
ــد ــا .گردي ــصول  ينت ــور مح ــا الکتروف ــا ترکRCAج ب ــ ب   ب ي

ــرو ۸ ــر  ميك ــصولات ليت ــرو ۲  وRCAاز مح ــر ميك ــافر  ليت ب
 ژل الکتروفـورز انجـام      يها ک از چاهک  ي در هر    يگذار نمونه
  .ديگرد

  ها  افتهي
 ـ ي  نکـه منطقـه   يبا توجه بـه ا             در هـر دو     ITSrDNA ي ژن

 ،باشـد  ي م ـ bp ۶۰۰ بـا ي تقر ي   انـدازه  يراقارچ مورد مطالعه دا   
 و يس ـرتا بـا بر ي و نهاPCR مراحل   يرفت پس از ط    يانتظار م 

 بـا توجـه بـه مـارکر مقابـل بانـد             PCRالکتروفورز محصول   
۶۰۰bpدسـت    بـه ج  ي نتـا  يبررسدر   . گردد  از مارکر متوقف   ي
 حاصل از bp ۶۰۰ يها  باند ي   ملاحظه PCR ي   از مرحله  آمده
 C. yegresii وC. carrionii هـر دو گونـه   ITS ي هير ناحيتکث
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ــورد تا ــا در. د قــرار گرفــت ييــم    بــا توجــه ين بررســي
   ،گــردد ي مــيفـا  يآمپلــITS rDNA  ي نکــه کـل منطقــه يا بـه 

ــدارد    ــود ن ــه وج ــد گون ــي در ح ــان بررس ــکل ( امک   ).۲ش

  
  
  
  
  
  
  
  
  

  فورا يگرزيالوي و کلادوفيونيالوفورا کاري براي قارچ کلادوفPCR واكنش ي نتيجه: ۲ شكل
  

 ۳ با توجه بـه شـکل  RCAج حاصل از واکنش     ي نتا يدر بررس 
 يکلم ـ ر تو در تو و گلي حاصل از تکث   ي نردبان يها حضور باند 

 ين در صـورت   ي دارد و ا    دلالت بر انجام واکنش    RCAواکنش  
ل ي که بـه تفـص     ياختصاص  پروب ياست که با توجه به طراح     

 طبـق   ياصر اختـص  ي ـچ واکـنش متقـاطع و بـا غ        ياشاره شد ه  
صـورت کـاملا     بـه   انجـام شـده صـورت نگرفـت و         ينيب شيپ

سـازي   اين تکنيک جهت بهينـه   .اختصاصي تکثير انجام گرديد   
هـاي   واکنش با بررسي دماهاي واکنش ميزان ترکيبات و آنزيم        

مـايز   کار برده شده و زمان اعمال شـده بـراي واکـنش اپتـي          هب
هاي ديگر  گونهبا توجه به عدم امکان تکثير در حضور         .گرديد

ص ي و امکان تـشخ  ي کاملا اختصاص  از کلادوفيالوفورا، واکنش  
 .دينما يدر حد گونه را فراهم م

 

 
  يکنترل منف) ۴، يگرزيالوفورا يکلادوف)۳، يکنترل منف) ۲، يونيالوفورا کاريکلادوف) ۱ مارکر، RCA ،M واكنش ي نتيجه: ۳ شكل
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  بحث
 ي زنـدگ  ي  دکننـده يهد ت ي عوامل عفـون   ي قارچ يها پاتوژن     

در  هستند که يمنيستم ايداراي نقص س ماران بدحال ويبراي ب 
برخي موارد شناخت سـريع آن عوامـل در حـد گونـه بـسيار              

 ي بخـصوص بـرا    يصي متداول تشخ  يها روش .ضروري است 
 ـر و باتوجه به ا    يار وقت گ  ياه بس ي س ي شبه مخمر  يها قارچ ن ي

ص ي امکـان تـشخ    ، دارنـد  يار متنوع ي بس ييط اسپورزا يکه شرا 
) کـشت  (ي و ماکروسکوپ يکروسکوپي م يق بررس يگونه از طر  

 ماننـد  متـداول  ي مولکـول يهـا  نطـور روش ي و همدشوار است 
PCR ـباعث گرد آن  بروارد   يصيز با وجود نواقص تشخ    ي ن  د ي

 ي بـه بررس ـ جهـت رفـع مـشکلات مطـرح شـده       محققـان   تا  
گـردان   يرو RCA جملـه ص از ي مختلـف تـشخ    يهـا  کيتکن
ن مطالعه يدست آمده از ا ج بهيدر نتا .)۳، ۴، ۱۵،۱۱و۲۱( دنشو

نکـه نـشان    يا بـر    متواتر و پشت سرهم عـلاوه      يها حضور باند 
 ـ عملکـرد تکن   ي  دهنده  ـ ب ،باشـد   ي م ـ RCAک  ي  ـتکثگـر    اني ر ي

 ذکر شـده    يها  در هر کدام از گونه     ITS1 ي   منطقه ياختصاص
 يهـا  ص قـارچ ي تشخ ي برا ي مولکول RCA در روش  .باشد يم

 ـز اهم ياح ـ مناطق   يونيالوفورا کار يژن از جمله کلادوف   پاتو ت ي
باشد کـه    ي م ITS2 و   ITS1 يبوزومي ر DNA ي  همان منطقه 

باشد که   ي م ي مختلف قارچ  يها  گونه ير برا ي متغ ي  ک منطقه ي
ص استفاده ي تشخين منطقه برايز اکثراً از ا   ي ن PCRک  يدر تکن 

 يا بـر  ي مکمل ـ ک غالـب  ي ـجاد  ين روش با ا   يا .)۱۳( شود يم
DNA ميو بــا اســتفاده از آنــز بــا اتــصال اختــصاصي  هـدف  

Bst DNA ــه يپل ــ ژنتي مهندســمحــصولمــراز ک جهــت  کي
 ـ ا يرا بـرا   ييهـا  تي مز ،باشد يزوترمال م يط ا يردر شرا يتکث ن ي
ت و يش اختـصاص يجاد کرده اسـت کـه باعـث افـزا      ياک  يتکن

با توجه به  .)۲۲( ن صرف وقت و مواد کمتر شده است يهمچن
 يهـا  گاهي به پاياز به دسترسينمر ي و پرا پروب يحطران که   يا

 ـکل ITS  اختـصاصي   مناطق يبا بررس   دارد ياطلاعات ژن   ي  هي
 ـتـوان ناح  يم ـالوفورا ي کلادوف يها گونه  ـ متغي هي  يهـا  ر گونـه ي

 ياختصاصبا داشتن يک پروب بسته  دست آورد و  همذکور را ب  

 ـيدلن مهـم  يد که هم انگرد سر  يمرا   آن   ي  هيته ،و دو آغازگر    يل
کل واکنش   .)۲۲،۱۳،۱۱( باشد يمروش  ن  ي ا يپذير  انعطاف بر

رد يپذ يوسته انجام م  ي به شکل پ   ييط تک دما  ير تحت شرا  يتکث
کلر نـدارد و    يمت ترمـال سـا    ياز به دستگاه گران ق    يجه ن ينت در

 ـ جهـت تغ يزمـان ن ي و همچنمقرون به صرفه است    ر دمـا از  يي
نـه  ي بهي دمال وکيک سياز به ي فقط نرود و واکنش   ي نم دست

ه شـده توسـط   ي ـطبق گزارش ارا .)۱۱و۲۳( داردم يت آنز يفعال
 ـتز و همکاران امکان استفاده از تکن    يلوئ  ي در بررس ـRCAک ي

Microarrays  نگ  يگنالير س يو تکثDNA  ،RNA ن ي و پـروتئ
 ـعنـوان    هزوترمال ب ي ا يها ر روش يسه با سا  يدر مقا  ت ي ـک مز ي

ر و همکـاران در  مـا ير ).۱۵، ۲۴-۲۶( منحصر بـه فـرد اسـت     
ــ کــه توســط تکنيبررســ ــراRCAک ي ــشخي ب  DNAص ي ت

 ـ ن RCAنکه در روش    يان ا ي داشته با ب   يروسيو مـر  ياز بـه پرا   ي
 ـ ن ياختصاص لومـا  يتـه ناشـناخته از پاپ     ي وار ۱۳ توانـسته    ،ستي

 را  RCAن عملکرد   يتر و اساسا مهم    کنند ييروس را شناسا  يو
ک يجاد يا اب .)۲۲، ۲۷-۲۹( ه استان نمودين موضوع بيدر هم
نـه تنهـا    زوترمـال   يام  ير آن توسـط آنـز     يو تکث  خواندن   ،قالب

ــصول غ ــصاصيــمح ــد ينمــد يــ تولير اخت  بلکــه بــا  ،کن
 ـ بسته از تول   يشکل  به غالب   يراختصاصيتکث ر ي ـد محـصول غ   ي

با توجـه بـه آسـان بـودن          .)۳۰( کند يم يري جلوگ ياختصاص
ار و در هـر     يصـورت س ـ   تـوان بـه    ي م RCAش  يات آزما يعمل

ــي ــا محل ــن آزم ــام داد و ني اي ــش را انج ــه تجهي ــاز ب زات ي
تـوان   ي م ـ زي ساده ن  يک بنمار ي خاص ندارد و با      يشگاهيآزما

هـا و موجـودات      بـراي تمـام گونـه      . نمود يتست را عمل  ن  يا
 RCAق  يتوانند از طر   يهم م  ه وابسته ب  يها کاربرد دارد و گونه   

 ـ شناسايي و تفک   PCRاز   تر قيار دق يبس  ـازيـرا   ،ک شـوند ي ن ي
ص و  ي هـم امکـان تـشخ       نوکلئوتيـد  ک باز يک با تفاوت    يتکن
تواند هـم   هاي ساخته شده مي    ب پرو . را دارد  ير اختصاص يتکث

ش يدر آزمـا  .  اسـتفاده شـود    RNA و هـم بـراي       DNAبراي  
RCA تواند با تعداد اندک   يص م ي تشخDNA شود نيز شروع 
 ـ۱۰۳يـي را كـه کمتـر از         DNA قادر است    يو حت   از آن ي کپ



 اي چرخان   تکثير دايره با تكنيكتشخيص کلادوفيالوفورا

 ٩١مرداد و شهريور ، ٨٠ي  اره، شم٢٠ي  ي علمي، پژوهشي دانشگاه علوم پزشكي و خدمات بهداشتي، درماني زنجان، دوره مجله

٧٢

 و  ييکـارا  .)۱۵،  ۲۵،  ۲۶و۳۲( دي نما ييت را شناسا  موجود اس 
ران مـورد  ي ـن بـار در کـشورمان ا    ي اول يک برا ين تکن يعلکرد ا 

ن مطالعـه از    يدر ا  .است   شده ينه ساز ي قرارگرفته و به   يبررس
نـد  ودب ار مـشابه هـم      ي بـس  يکيلـوژن ي که از لحاظ ف    يا  دو گونه 

 ).۶و۷(گرديد  استفاده RCAت روش ي اختصاصيجهت بررس
 و  DNA ي اصـل  هـاي   رشـته   از يمحصولات واکنش مخلـوط   

 متعـدد کـه   يهـا  ه گل کلم با حلقـه ي شبي با ساختارمکمل آن 
 تکثيـر   هـدف ي توال باي معکوس تکرار  يها ياتصالاتي با توال  

  .)۱۳( دنينما يجاد مي را اشده
  
  يريگ جهينت

ــا       ــه نت ــه ب ــا توج ــل از ايب ــج حاص ــه، تکني ــن مطالع   کي
RCA  يهـا  يبررس ـ(ن موجـود  ي روت ـيها روشسه با   ي در مقا   

  

ص ي تــشخيبــرا )ي و مولکــوليپو، ماکروســکيکروســکوپيم
 ـ يتي در حدگونه و اختصاص    ي قارچ يها يآلودگ  ـ بـا    ي حت ک ي

ت يع بودن، ارزان بودن و نسبتا با حساسيد تفاوت، سرينوکلئوت
 ـلذا پ . باشد ي م يبالا روش مناسب    ـ ي  ـ تکن  از گـردد  يشنهاد م ک ي

RCA ت ي و آسـان بـا اختـصاص   يش کـاربرد ک رويعنوان   هب
ن امکانات ي با کمتريصي تشخيها شگاهيمنحصر به فرد در آزما

  .ممکن استفاده نمود
  

  ر و تشکريتقد
نويسندگان مقاله از معاونت محترم پژوهـشي و همکـاران          

آزمايشگاه تحقيقات مرکزي دانـشگاه علـوم پزشـکي زنجـان           
ت ي ـن مطالعه نهايا يشان در اجراي ا يبانيت و پشت  يجهت حما 

  .ر و تشکر را دارديتقد
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Background and Objective: Epidemiological studies indicate that not only the incidence of fungal infections 

is dramatically on the rise, especially in the immunocompromised hosts, but also the sensitivity of etiological 

agents to antifungal drugs shows a remarkable reduction. Therefore, early detection at the species level is 

critically important for proper clinical management. Because standard diagnostic procedures are time 

consuming, expensive, and less sensitive, PCR-based molecular techniques have been developed. In the 

present study, we aim to describe a rapid and sensitive technique based on the rolling circle PCR 

amplification for accurate and fast identification of Cladophialophora carrionii vs. C. yegresii. 

Materials and Methods: Specific padlock probes were designed based on a single nucleotide polymorphism 

(SNP) difference in the internal transcribed spacer (ITS) rDNA region of Cladophialophora strains to 

differentiate between C. carrionii and C. yegresii. The probe sequences are complementary to the target 

DNA leading to the linker position that after hybridization with the target DNA will be joined together by 

DNA ligase, form a closed molecule and hybridize to the target DNA for replication at single-temperature 

conditions. 

Results: We successfully amplified the target fungi DNA at the species level without any false and negative 

cross reactivity. The RCA product was visualized on 1.5% agarose gel to clarify the specificity of the probe–

DNA template binding. 

Conclusion: These results demonstrate that RCA is a powerful and accurate tool for discrimination and 

identification of pathogenic fungi. 

 

Keywords: Rolling circle amplification, DNA, Cladophialophora carrionii, Cladophialophora yegresii, 

Chromoblastomycosis 

  


