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Abstract 

Human fungal diseases are largely a 20th and 21st century’s phenomenon. Due to use of corticosteroids and 

antibacterial drug, medical developmenta are associated with increased risk for number of fungal disease. These 

nosocomial developments in invasive mycosis were paralleled over the last two decades by the human 

immunodeficiency virus (HIV) pandemic, which has resulted in an even larger number of patients at risk for fungal 

diseases. In the past, the differentiation of fungal pathogens was based on the characteristics of morphology and 

physiology. Today, by the use of molecular biology and conserved nucleotide sequences of subunits and the spacer 

regions of ribosomal DNA identification of the species level is possible. Rapid, accurate and sensitive methods are 

important tools in treatment of fungal infections. Unfortunately the classical diagnostic method based on morphology 

and staining is stable, the transitional of medical mycology into the molecular era has probably been more important 

for fungal epidemiology than for any other area inside the field of clinical mycology. The most challenging tasks 

ahead consist of how to apply our knowledge of pathobiology and new identification systems obtained in the recent 

molecular era to the prevention of and therapeutic intervention for fungal diseases and management of patient. 
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  چكيده
 از اسـتفاده  دليل به پزشكي علم گسترش. اند شده شناخته يكم و بيست و بيستم قرن بزرگ پديده عنوان به انساني قارچي هاي بيماري

 تهـاجمي  قـارچي  يهـا  عفونـت . شد قارچي يها بيماري تعداد افزايش باعث باليني طب در باكتريال آنتي داروهاي و كورتيكواستروييدها
 بيمـاران  گرديـده اسـت كـه    باعـث  مسـأله  اين .اند يافته افزايش ايدز پاندمي موازات به گذشته دهه دو در بيمارستاني يها عفونت از ناشي
 فيزيولـوژي  و مورفولـوژي  خصوصيات بر قارچي هاي پاتوژن افتراق گذشته، در. گيرند قرار قارچي يها عفونت به ابتلا معرض در زيادي
نـواحي   وهـا   واحـد  زيـر  يا و شده محافظت نوكلئوتيدي يها توالي و مولكولي بيولوژي پايه بر ابزارهاي از استعانت با امروزه. بودند استوار
DNA ،تشـخيص  توانـايي  قـارچي  يهـا  عفونـت  درمان در مهم ابزارهاي از يكي. است شده پذير امكان گونه حد در شناسايي ريبوزومي 
 خصوصـيات  يـا  و آميـزي  رنـگ  مورفولـوژي،  بـر  كلاسيك تشخيصي هاي روش متأسفانه. بالا است حساسيت با هاي روش و دقيق سريع،
هـا   قـارچ  اپيـدميولوژي  بـراي  مولكـولي  عصر به كلاسيك پزشكي شناسي قارچ از گذر بنابراين،. است استوار مختلف، شرايط تحت رشد
 و پـاتوبيولوژي  دانـش  از چگونـه  كـه  اسـت  ايـن  رو پـيش  وظيفـه  خطيرترين. است بوده شناسي قارچ باليني يها زمينه بقيه از تر مهم بسيار
  .گردد استفاده بيماران مديريت و قارچي هاي بيماري درمان و پيشگيري براي مولكولي، هاي روش بر مبتني جديد بندي طبقه يها سيستم

  
  مولكولي تشخيص، قارچي، يها بيماري: هاي كليدي واژه

  
 مقدمه

 بيسـتم  قـرن  بزرگ پديده عنوان به انساني قارچي هاي بيماري
ــناخته يكــم و بيســت و ــدند ش ــب. ش ــاري اغل ــاي بيم ــارچي  ه ق
 يزمـان  ني ـا. ديگرد توصيف 1900 هاي سال اوايل در ستميكيس

 انـدميك  يها قارچ از ياريبس شد مشخصبار  نياول يبرابود كه 
علـم   گسترش. باشند يم ييزا يماريب ييتوانا يدارا خاص ينواح

ــه   ــط دهــ ــكي در اواســ ــتفاده از   1900پزشــ ــل اســ ــه دليــ بــ
 بـاليني،  طـب  در باكتريـال  آنتـي داروهـاي   و يدهايكورتيكواسترو
عوامـل   تجـويز . شـد  قـارچي  يهـا  بيمـاري  يفراوانباعث افزايش 

ــي ــال آنت ــتفاده و باكتري ــايل از اس ــكي وس ــاراني در پزش ــه بيم  ك
 ايـن  كـه شـد   باعـث  داشتند يمنيا ستمياز نظر س وخيمي وضعيت
. كننـد  دايپ اي ويژهقارچي حساسيت  هاي بيماري به نسبت بيماران
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ها با اسـتفاده   علم پزشكي در درمان سرطان شرفتيپدر حقيقت با 
 كننـده  سـركوب ها و تجويز داروهـاي   بادي آنتي ،يدرمان يميشاز 

همـه و همـه باعـث افـزايش تعـداد       اعضـا،  پيوند در ايمني سيستم
قـارچي بـا عوامـل مخمـري و      يهـا  افراد در معرض خطر عفونت

 جراحـي  اعمـال  در پزشكي علم توسعه اين بر علاوه. شد اي رشته
   باعــث ميزبــان بــدن در مصــنوعي اعضــاي از اســتفاده افــزايش و

  .گردد ميقارچي  يها به بيماري ابتلا خطر افزايش
بيمارسـتاني   يهـا  عفونت از يناشقارچي تهاجمي  يها عفونت

 ني ـا. اسـت  افتهي شيافزاايدز  پاندميموازات  بهدو دهه گذشته  در
در معــرض ابــتلا بــه  ياديــز مــارانيب اســت دهيــگرد باعــث مســأله
 تهاجمي قارچ يها افزايش عفونت. رنديگ قرار يقارچ يها عفونت
 يهـا  جمعيـت  درهـا   هزينـه  افـزايش  و ميـر  و مـرگ  افزايش باعث

 مؤثريضد قارچي  عوامل يتازگ بهخوشبختانه . انساني شده است
 هـاي  درمـان بيمـاري   در توان يم ها آن از كه اند دهيگردبازار  روانه

 در پزشـكان  خـاطر  اطمينان باعث عوامل نيا. كرد استفادهقارچي 
رو  شيپ مهم مسأله اما. اند شده تهاجمي قارچي يها عفونت درمان

 يهـا  روش. افزايش مقاومت دارويي است ها، بيماري در اين گونه
 يها عفونت با زمان هم. باشد يم تكامل حال در زينمعضل  نيحل ا

بيولـوژي   در ميعظ ـ انقلابـي  گذشـته،  دهـه  دو درتهاجمي قارچي 
 پيشرفت اين يمشخط . شد جاديامولكولي و علم ژنتيك پزشكي 

بـر روي قـارچ    شـده  انجـام ها بر اساس مطالعـات   قارچ بيولوژي در
 اطلاعات از مهمي يها بخش. است بودهساكارومايسس سرويسيه 

 ها يوكاريوت بيوشيمي و ژنتيك مولكولي، بيولوژي با ارتباط در ما
 دست به يقارچاست كه توسط اين مدل  مطالعاتي از حاصل جينتا

 تحقيقـات  نحـوه در  اي عمـده  تغييرات گذشتهدر دهه . آمده است
 را مولكولي مطالعات محققينكه امروزه  ينحو به گرفت صورت

انجـام   اختصاصـي  پـاتوژن  يهـا  قـارچ  روي بـر  ميمستق صورت به
 .)1( دهند يم

  

  ها مواد و روش
 يهـا  يدواژهو با استفاده از كل بود مروري نوع از مطالعه اين

ــت ــا عفونـ ــارچي يهـ ــخيص ،)Fungal infection( قـ  تشـ
)Diagnosis (مولكولي يها و روش )Molecular tools (  بـا

 ،PubMed، Scopus يـر نظ ياطلاعـات  يهـا  يگـاه جستجو در پا
Elsevier، SID  وIranmedex انجام گرفت .  

  

  ها  يافته
   قارچي يها بيماري تشخيص در كلاسيك يها روش

ــت   ــان عفون ــم در درم ــاي مه ــارچي  يكــي از ابزاره ــاي ق    ،ه
. سـت ا حساسيت بالاهاي با  توانايي تشخيص سريع، دقيق و روش

مورفولـــوژي،  هـــاي تشخيصـــي كلاســـيك بـــر ســـفانه روشأمت
آميزي و يا خصوصيات رشد تحت شرايط مختلـف اسـتوار    رنگ
 اين طيف شدن گسترده و قارچي يها يماريبروز ب يشافزا. است

 يهــا جوابگــو روش ايــن اســت كــه يــدههــا باعــث گرد عفونــت
هاي شناسايي قارچي  روش. نباشد مدرن كلينيكي يها يشگاهآزما

وابسته به كشت و غير وابسته بـه   يها روشدسته بزرگ  2رايج به 
  . گردد بندي مي كشت طبقه

  
  كشت به وابسته يها روش -1

هـاي متفـاوتي انجـام     شناسايي بـر پايـه كشـت قـارچ بـه روش     
 يكسـاني  يـت ها ماه به هر حال شناسايي تمامي اين روش. گردد مي
 ايـن  در. باشـد  هـا مـي   كـل ارگانيسـم   شناسـايي  بـه  متكـي  كه دارد
و  يهــا بــر اســاس تفــاوت در مورفولــوژ گونــه يصهــا تشــخ روش

 يهـا  گونـه  مورفولـوژيكي  تشـخيص . باشد كشت مي ياتخصوص
 يرنــگ و ســاختارها انــدازه،بــر اســاس تنــوع در شــكل،  يقــارچ

ــ ــامل ياختصاصـ ــاختارهاي شـ ــدي سـ ــديوفورها، زا، كونيـ  كونيـ
ــول ــا وزيك ــدها ،ه ــ و فيالاي ــي  ديكوني ــا م ــد ه ــاهده در. باش  مش

 هماننـد  متعـددي  يهـا  آميزي رنگ ينيبال يها نمونه ميكروسكوپي
  مشـاهده  تسـهيل  در توانند مي كالكوفلوروايت گرم، چين، مركب

 يهـا  محـيط  از استفاده .)2 ،3( باشند داشته نقش قارچي يها يفها
مخمرهـا   بـراي  مناسـبي  بسـيار  روش آزمايشـگاه  در كروموژنيك

كشـت خـون   . يسـت ن يـد مف اي رشته يها قارچ مورد در ولي است
 يهتوص يكوزيسمهاجم و موكوروما يلوزيسآسپرژ يصتشخ يبرا

بـه  . )4 ،5( اسـت  يـد مف بـه نسـبت   يـوزيس فوزار براي اما گردد نمي
هـا قـادر بـه رشـد و      گونه ديگر و فوميگاتوس آسپرژيلوس تازگي



   مروري
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 از اسـتفاده  يـاي از مزا يكـي  .)6( از كشت خـون هسـتند   يجداساز
كمـك   )BACTEC Plus Aerobic/F(خون  كشت يها ويال

 بيمـاران  در اي رشـته  يهـا  قـارچ  ديگر و آسپرژيلوس يبه جداساز
ر حال شناسايي بر ه به. باشد مي قارچي ضد داروهاي درمان تحت

سـفانه  أمت. مطرح است ها عنوان اساس تشخيص قارچه پايه كشت ب
ين، يپايه كشت، حساسـيت پـا  هاي بر  بزرگ روش يبيكي از معا

هاي رشد اختصاصي و متغير بسته گونـه و نيـاز بـه مهـارت      سرعت
هاي شناسايي  به منظور جبران اين مشكل، روش. شناسي است قارچ

  . هاي اخير مد نظر قرار گرفته است غير وابسته به كشت در سال
  

  كشتهاي غير وابسته به  روش -2
چندين دسته مختلف شـامل  غير وابسته به كشت به هاي  روش

 ييهاي سرولوژيكي و شناسا تصويربرداري، روش ،يستوپاتولوژيه
يكي از مزاياي بـزرگ  . گردند تعيين متابوليت تقسيم مي و ژن يآنت

اين روش اين است كه براي اثبات عفونت نيـاز بـه شناسـايي كـل     
، هسـتند هـا كمتـر تهـاجمي     در نتيجـه ايـن تسـت   . ارگانيسم نيست

بــراي پــايش دوره  و دارنــد يحساســيت بــالاتر ســتند،ه تــر عيســر
  .هستند ديدرمان بسيار مف ياثر بخش يعفونت به منظور بررس

  
  يستوپاتولوژيه -1-2

از  يمقـاطع بـافت   يـزي آم و رنـگ  يستوپاتولوژيه يها يشآزما
 قـارچي  يهـا  يمـاري ب يصقابـل اعتمـاد در تشـخ    يهـا  جمله روش

 و انشعابات دو يعرض يوارهشفاف با د يها يفمشاهده ه. باشند مي
 يـن بـا ا . كنـد  را مسـجل مـي   يعارضه قارچ يصشاخه متعدد، تشخ

و  يــومفوزار يهــا شــفاف از جملــه گونــه يهــا قــارچ يروجــود ســا
 يجـاد را ا يمشـابه  يكروسـكوپي م ينمـا  يوسپرمومآپ يومسدوسپور

در كشـت   يولوژيـك عامـل ات  يجداسـاز  يـل دل ينبه هم ـ. كنند مي
ــخ  ــت تشـ ــ يصجهـ ــرور يقطعـ ــت  يضـ ــخ. )7- 9(اسـ    يصتشـ

 يمونوهيستوشـيمي ا يـزي آم رنـگ  يـه بـر پا  يكروسـكوپي تـر م  يقدق
نمونــــه برونكوآلوئــــولار لاواژ   يشآزمــــا . اســــتوار اســــت 

)Bronchoalveolar lavage  يــاBAL (بــافتي يهــا يوپســيو ب 
 اين با اين كه ه علتواقع شود، ب يدها مف قارچ يصتواند در تشخ مي

 حساسيت يينتع برايو  پرداخت قارچ شناسايي به توان ها مي نمونه

 جهت در) In-vitro( آزمايشگاهي شرايط در يضد قارچ ييدارو
 اقـدام  نظـر  مورد داروي دوز ميران تعيين و مناسب داروي انتخاب
 تشـخيص  در مفيـدي  بسـيار  روش چـه  اگـر  هيسـتوپاتولوژي . كرد
 بـه  مبـتلا  بيمـاران  در و اسـت  يروش تهاجم يكاما  است ها قارچ

 توسط به ندرت شديد ترومبوسيتوپني به علت خوني يها بدخيمي
  .)10( گردد مي درخواست پزشكان

  
  تصويربرداري -2-2

 يهـا  يمـاري ب تشخيصـي  پيگيري براي مختلفي يها استراتژي
 يبـرا . وجـود دارد  يمنـي ا يسـتم نقص س يدارا يماراندر ب يقارچ

 كليـوي  ريوي، قارچي يها بيماري به مشكوك يمارانب يناغلب ا
 Xاشـعه   يبردار يساعت اول درخواست تصو 24در مغزي  يا و
 يلهاسـكن وس ـ  CT رسـد  مي به نظر. شود مياسكن انجام  CT ياو 

 يهـا  يزاسيونكلون يصدر تشخ Xدر مقابل اشعه  يبهتر يصيتشخ
ــا و حفــرهداخــل  ــوده وجــود دادن نشــان ي ــه، داخــل در ت  كاويت

توسـط   يـدن قابـل د ) Fungus ball( قـارچي  تـوپ  هنگامي كـه 
 ييدر شناسـا  Xاشـعه   تصـويربرداري . )11(اسـت   ،نباشـد  Xاشعه 
 يـت اسـكن اهم  CTامـا   )12(اسـت   مفيـد  بسـيار  ندولار يها زخم
 عـروق  بـه  تهـاجم  كـه  قـارچي  يهـا  بيماري تشخيص در اي ويژه
اي اطراف يك ندول  هاله ضعيف شيشه يك  ايجاد باعث و دارند

 )Air crescent(هلالي شـكل   و ساختار) Halo sign(مركزي 

ه بــ. )13(دارد  ،باشــد بــه رگ مــي يســماز تهــاجم ارگان يكــه ناشــ
و  ينوساسـكن س ـ  CT يـت تهاجم بـه مغـز و اورب   يصتشخ منظور
MRI هسـتند  كننـده  كمـك  يارمغز بس ـ .CT   ابـزار بسـيار   اسـكن

ارزشــمندي در تشــخيص آســپرژيلوزيس مهــاجم در بيمــاران     
علامت  يمارانب ينچرا كه در ا ،است يلوزيسمشكوك به آسپرژ

Halo sign در  علامــت ايــنچنــد كــه  هــر شــود؛ مشــاهده مــي
هــاي ريــوي  موكورمــايكوزيس، كانديــديازيس ريــوي، بيمــاري

 CTتنهـا در  . )14(گرانولوماتوز و توبركلوما هم ديده شده اسـت  
 مشخصـي  يافتـه  مغـزي،  فئوهايفومـايكوز  بـه  مبـتلا  بيماراناسكن 
ــده ــه كــه شــود مــي دي ــرد حلقــوي ضــايعات آن ب    مشــخص منف

)Ring-enhancing lesion (بـه   كـه  رنگ كم يفبا هسته ضع
. )15( شـود  گفته مـي  است، شده احاطه تراكم كم ضايعات وسيله
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 يـت اهم يقـارچ  يهـا  يمـاري زودرس ب يصها در تشـخ  اسكن اين
و در  يسـتند ن يهـا اختصاص ـ  اما ايـن علامـت   دارند، اي ويژه ياربس

 يدارا ينهمچن ـ .دنشـو  نيـز ديـده مـي    يـوي ر يهـا  ديگر بيمـاري 
توان به تنهـايي و بـا    بنابراين نمي. )16(باشند  مي پايين اختصاصيت
  .)17( به تشخيص بيماري رسيد يگرافيواستفاده از راد

  
  ژن آنتي شناسايي و سرولوژي -3-2

اي بـه   سـرولوژي بـه طـور گسـترده     هـاي  بعضي از آزمايش
مزيت ايـن روش  . ا در حال انجام استه علت استفاده آسان آن

هاي كنـد رشـد    و براي تشخيص قارچ استاين است كه سريع 
 هـاي  تحقيقات مداوم در اين زمينه آزمايش. باشد بسيار مفيد مي

  .كرد يرا معرف ياميدبخش
  

  گالاكتومانان -1-3-2
 حرارت به مقاوم ساكاريد هترو پلي يك) GM(گالاكتومانان 

 ايـن . است قارچي يها از گونه يبعض در موجود سلولي ديواره در
 قـارچ  يفهـا   از بافـت  بـه  تهاجم يط در يديساكار يپل ژن يآنت

 محلول يدراتكربوه يك ژن يآنت ينا كه جا آن از .شود آزاد مي

ه ب ـ يهـا  نمونـه  يرسـا  سرم در بر علاوه را آن توان است مي درآب
 لاواژ پلور، يعما ،ينخاع يمغز يعما ادرار، مثليمار ب از آمده دست

 يــنا. )18 ،19( كــرد يــينتع يبــافت يهــا نمونــه و برونكوآلوئــولار
معتبر، استاندارد و  ياربس يخون مبتلا به بدخيمي يمارانب در آزمايش

روز  10 ± 4 توانـد  مـي  GM .)20 ،21( اسـت  ييبالا با تكرارپذيري
بسـته بـه نـوع نمونـه     . مثبت گـردد  كشت، پايه بر يها قبل از روش

 و درصـد  100تا  60 يتحساس Cut-off valuesو) BALسرم، (
 شـده  گزارش نوتروپنيك بيماران در درصد 99 تا 81 اختصاصيت

كــه در خصــوص  يتحــولات يــدتريناز جد يكــي. )22 ،23( اســت
ساندويچي  يكانجام شده است استفاده از تكن يلوسآسپرژ يابيرد

ELISA )Platelia aspergillus( ترين  يكي از حساس كه است
 در. )24( باشد قارچي مي )GM( ها در تشخيص گالاكتومانان تست

 يهـا  بـدخيمي  بـه  مبـتلا  بيمـاران  روي بـر  همكـاران و  يليمطالعه نب
 اختصاصـيت  و حساسـيت  اسـتخوان  مغز پيوند گيرندگان و خوني
 شـد  گـزارش  درصد 90 و درصد 61 به ترتيب گالاكتومانان تست

ــه  در .)25( ــورتمطالعــ ــه صــ ــتفاده از ك  گرفتــ ــا اســ ــت بــ   يــ

)Platelia aspergillus enzyme immunoassay (Bio-rad 
ــه  ــارب 15در نمونـــــــــ ــه  يمـــــــــ ــتلا بـــــــــ    HIVمبـــــــــ

)Human immunodeficiency virus (ــراه ــا  همـــ بـــ
 11و  يپتوكوكـوزيس همـراه بـا كر   HIV يمارب 22 سيليوزيس، پني
 يمـاران را در تمـام ب  داري نـي مع يشافزا GMاندكس  شاهد، يمارب

HIV  را در  يلاتينشان داد و توانسـت تسـه   سيليوزيس پنيهمراه با
 آورد فـراهم  انـدميك  نواحيدر  يماريزودرس ب يصجهت تشخ

ــ. )26( ــهدر  ينهمچنــ ــاران در اي مطالعــ ــتومايكوز بيمــ  و بلاســ
فقــط  Platelia دهــد كــه نشــان مــي شــد مشــاهده هيستوپلاســموز

 همچنــين. )27( نيســت آســپرژيلوس يهــا گونــه يبــرا ياختصاصــ
دسـت  بـه   الايـزا  يها هايي در تعيين مانان كانديدا با روش موفقيت

گـاهي اوقـات نتـايج     GMژن  يآنت ـ يـين روش تع. )28(آمده است 
هـاي   واكـنش متقـاطع گونـه    يرمختلف نظ يلمثبت كاذبي را به دلا

هـــا، درمـــان بـــا  يهـــا و بـــاكتر آســـپرژيلوس بـــا ديگـــر قـــارچ
 تازوباكتـــام - پيپراســـيلينبتالاكتـــام ماننـــد  يهـــا يوتيـــكب يآنتـــ

)Piperacillin–Tazobactam(  ــالان و در بزرگســــــــ
 در ييغـذا  يـم رژ نـوع  يشـگاهي، آزما يآلـودگ  يكلوهگزاميد،س ـ

 يفيدوباكتريوم،ب يها گونه يها توپ ياپ با واكنش متقاطع نوزادان،
مشـكلات   و يكلوفسفاميدس با درمان سودوموناس، يلوكوك،استاف
   .)29 ،30( داشته است يا پنبه يها مثل سلولز سوآپ يكيتكن

  
  )β-D-glucans( گلوكان دي -بتا -2-3-2

 ديـواره  در اصـلي  تركيبـات  از يكـي ) BG(گلوكان  دي - بتا
 و موكـــور از غيـــر پزشـــكي مهـــم يهـــا قـــارچ اكثـــر ســـلولي

 يونـدي پ يماراندر سرم ب BG ژن آنتي. )31( است كريپتوكوكوس
پيكـوگرم در   80 بيشتر از سطح و است گيري اندازهقابل  يو خون

   گــــردد مــــي قلمــــداد مثبــــت بــــه عنــــوان  ليتــــر  ميلــــي
)Fungitell Assay, associates of cape cod, Inc .(يـن ا 

و  گـردد  مـي  مثبـت  قـارچي  يهـا  از گونـه  يعيوس يفتست در ط
به  روش اين بزرگ يها محدوديت از يكي به عنوان مسأله ينهم

 مواردتست در  ينارزش ا. )32( باشد مي كاذب مثبت وجود علت
 تسـت  حساسـيت  و يابـد  مـي  افـزايش  قـارچي  منتشره يها بيماري
مثبت  GMتست  يجهنت به دنبال قارچي يها بيماري تشخيص براي
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 بـالاتر  انـد  كـرده اسـتفاده   يضـد قـارچ   يكه داروها يمارانيب يبرا
 قـارچي  بيمـاران  اوليـه  غربـالگري  بـراي  بـويژه  BGتست . رود مي

  . )33 ،34( است مفيد بسيار پيوندي بيماران در تهاجمي
  ها متابوليت -4-2

 ه عنـوان سـال پـيش ب ـ   20هـاي قـارچي اولـين بـار      متابوليت
ه ب ـ هـا  ايـن متابوايـت  . شدند شناسايي قارچي عفونت ماركرهاي
مـورد توجـه قـرار     ندارد، وجود مبتلا غير افراد در كه علت اين
، )آرابينيتـول  دي(مـرتبط بـا كانديـدا     يهـا  متابوليـت . اند گرفته

) يتولمـان ( آسپرژيلوس و) يتولمان( نئوفورمنس كريپتوكوكوس
 ه عنـوان ها ب ـ متابوليت اين از استفاده يها جذابيت از يكي. است
ها متناسب با بـار   متابوليت اين ميزان كه اين است قارچي ماركر

مشكلات آناليزي اين  ل وياما به هر حال مسا. )35(قارچي است 
  . است شدهها  پيشرفت و اعتبار اين ماركر مانعها  متابوليت

هـاي بيوشـيميايي يـا     توانند بـر اسـاس روش   ها مي ارگانيسم
هاي مناسب و يا بـر اسـاس    مورفولوژيكي بعد از رشد در محيط

شناســـايي . هيســـتولوژيكي از نمونـــه بـــافتي شناســـايي شـــوند
نوارهـاي  (هـا   جـذب كربوهيـدرات  بيوشيميايي از طريق الگوي 

هـاي   يـا محـيط  ) APIيـا   Analytical profile indexتسـت  
ــف   ــي مختل ــا (رنگ ــروم آگ ــول در   ) ...ور ك ــورت معم ــه ص ب

هـاي   انـواع ديگـر روش  . گـردد  هاي باليني انجام مـي  آزمايشگاه
يـا ميكروپليـت    ID32C، نوار Vitekبيوشيميايي شامل سيستم 

Biolog YT  اســت كــه بــا اســتفاده از جــذب قنــدها صــورت
مثل آناليز اسيد (ها  شناسايي بيوشيميايي و ديگر روش. گيرد مي

. براي مخمرها قابل اسـتفاده اسـت   لمعموبه طور ) چرب سلول
اي شناسـايي بـر اسـاس     هـاي رشـته   قـارچ  اكثـر  در ي كهدر حال

هـاي   وسيله آزمايشات مورفولـوژيكي و يـا روش  ه كشت بايد ب
  . )36( پذيرد از كشت انجام مي غير

هـا، تسـت    ترين تست ترين و سريع ها ساده در بين اين روش
وتيناسيون لاتكس است كه امروزه به طور تجـاري اسـتفاده   لآگ

ريپتوكوكــوس هــا بــراي شناســايي ك   ايــن كيــت . شــود مــي
ــ ــمارمنس، ونئوفـ ــولاتوم،  هيستوپلاسـ ــيديوييدسكپسـ  كوكسـ

ــيس،  ــپوروتريكسايميت ــنك اس ــدا  ي، آيش ــپرژيلوس و كاندي س
هـاي   روش ايناي كه در  اما مشكلات بالقوه. طراحي شده است

تـري را در ايـن    سرولوژيك وجود دارد لزوم تحقيقات گسترده

ــاره. طلبــد زمينــه مــي ند از هســت اي از ايــن مشــكلات عبــارت پ
در بيماران نـاتوان   تست، كاهش حساسيت )37(واكنش متقاطع 

و افـزايش فراوانـي مثبـت     )39(هـاي گـذرا    ژن ، وجود آنتي)38(
ــاذب  ــه تكنيـــك . اســـت )40(كـ ــر چـ ــرولوژي،  اگـ ــاي سـ هـ

هاي بزرگـي را در   هاي متابوليت نويد تصويربرداري و تشخيص
 يـك  داراي هـا  ي آن همـه دهنـد امـا    ها نشان مـي  زمينهبعضي از 

در مـورد   فقـط  ايـن كـه   و آن باشـند،  مـي  مشترك ضعف نقطه
در . رونـد  مي به كار مهم قارچي يها ريبيماطيف محدودي از 

د كـه بـه سـادگي    نهاي مولكولي قابليت اين را دار عوض روش
 ازبــراي طيــف وســيعي  وهــا  وســيعي از ارگانيســم دامنــهبــراي 
  .شوندها از بيماران با شرايط متفاوت طراحي و انجام  نمونه
  
   قارچي يها بيماري تشخيص در مولكولي يها روش

ــه وابســتههــاي  اغلــب روش ــوم ب ــارچ ژن ــا اســتفاده از   ق ــا ب ه
) PCR )Polymerase chain reaction به وابسته يها كيتكن

  . رديگ يم انجام
  
PCR  
 شـده  طراحي يهاي اختصاص با استفاده از پرايمر تكنيك، اين

. كنـد  با سايز مشخص توليد مي يمحصول ،هاي خاص براي توالي
وجــود  عــدمهــا از طريــق وجــود يــا  گونــهروش افتــراق  يــنا بــا

 محصـولات ، هضـم  محصـول ، تفاوت در اندازه و تعداد محصول
PCR  مزيـت  . پـذيرد  مـي  انجام متعدد محصولاتبه منظور توليد

و  ييشناسـا  دراين روش سادگي، حساسيت و توانايي اين واكنش 
. اسـت  هـاي مخـتلط   نمونه در نظر مورد يها نوكلئوتيد تواليتكثير 

عدم توانايي  به توان هايي است كه مي داراي محدوديتاين روش 
 يـر تكث خطـر و همچنـين   يـق دق بـه صـورت  گيري بار قارچي  اندازه

DNA اشاره كرد اند، كردهكه نمونه را آلوده  مرتبط غير يها.  
 قـرار  كـه  اي قطعـه  يكـل تـوال   يستلازم ن PCRدر واكنش 

 قسـمت  تـوالي  ي اسـت فقط كـاف  باشد، مشخص شود تكثير است
. باشـد  شـده  شـناخته  است پرايمر اتصال محل كه آن از كوچكي

گـردد   ها كه در بسياري از آناليزها انتخـاب مـي   توالي اين از يكي
ــين ژن  ــواحي ب ــپلكس  ن ــده كم ــاي كدكنن ــوزوم DNA ه  يريب

)rDNA (كمــپلكس . اســتrDNA ــوالي  ،18Sهــاي  حــاوي ت
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28S  5.8وS  ناحيـــــه  2وســـــيله ه اســـــت كـــــه بــــ ـITS   
)Internal transcribed spacer( به نام ITS1 و ITS2 هـم  از 

بـه   طـرف  يـك  در يكـديگر  كنـار  در ژن سه اين. گردند مي جدا
و  IGS1كـه بـين دو ناحيـه     5S rDNAهاي كدكننده  وسيله ژن

IGS2 ،هـاي   ژن از وابسـته  غيـر  طـور  بـه  و گردنـد  مي كد هستند
5.8S، 18S  28وS يژن ـ يهدهي ناح سازمان. گردند رونويسي مي 

rDNA ستا ها به عنوان يك شاخص مفيد براي شناسايي قارچ .
در  .انـد  هاي ريبوزوم بـه طـور معمـولي بسـيار محافظـت شـده       ژن

هاي اختصاصي تنوع كافي را به منظور افتـراق   نتيجه توالي اين ژن
كـه در   D2و  D1نـواحي  . كند نميها در سطح گونه فراهم  قارچ

في را در غالـب مـوارد بـه    قـرار دارد، تنـوع كـا    26Sدرون واحد 
 در حــد فاصــل. كنــد منظــور شناســايي در حــد گونــه فــراهم مــي

 .دارد قـرار  ITS1-5.8S-ITS2 يژن ـ يهناح 28Sو  18S يها ژن
. محافظـت شـده اسـت    5.8Sمتغيـر و ژن   ITS2 و ITS1 نواحي

و اطلاعـات  اسـت  اين نواحي به سهولت قابـل انجـام    يتوال يينتع
  ).1 شمارهتصوير (آورد  بسيار مفيدي را فراهم مي

بــه عنــوان  يريبــوزوم )Sequencing DNA( تــوالي تعيــين
هــا، بيــانگر يــك جهــش بــزرگ از   يــك روش شناســايي قــارچ

هـاي مولكـولي قـارچي در     هاي كلاسيك قارچي بـه روش  روش
 نـواحي  حاوي ها قارچ ژنوم. ستا ها شناسايي و تاكسونومي قارچ

ــه اســت خاصــي ــه ك ــاظ ب ــوع لح ــكانس تن ــدي س  در نوكلئوتي
ــه ــا گون ــف يه ــك مختل ــنس، ي ــادي ارزش ج ــايي در زي  شناس
 هـا  قـارچ  تاكسـونومي  همچنـين  و مولكولي اپيدميولوژي ،ها گونه

ــد ــه از. دارن ــن جمل ــواحي اي ــي ن ــوان م ــه ت ــه ب -βژن ،ITS ناحي

tubulin، كدكننده ژن Elongation factor 1 ناحيـه   وIGS1 
)Intergenic spacer 1 (برخـي  1 شماره دولج در. كرد اشاره 

 آمـده  مخلتـف  يها قارچ دقيق شناسايي براي آل ايده ژني نواحي
ــراي شناســايي اول ITS ناحيــه از اســتفاده. اســت ــهب  يهــا قــارچ ي

 در آن كـافي  تنـوع  و ناحيـه  ايـن  بـودن  متغيـر  به توجه با ناشناخته
. )41(مناسـب اسـت    بسيار آن، انجام سهولت و مختلف هاي قارچ
 بــراي نبايــد آن را و اســت مهمــي معايــب داراي ITS ناحيــهامــا 

 كـافي  تنـوع  عدم شامل معايب اين. كرد استفادهها  قارچ از بعضي
) Section( گروه يها كمپلكس در متنوع يها گونه تشخيص در

ــپرژيلوس ــه و آس ــا گون ــوم، يه ــدم فوزاري ــايي ع  تشــخيص توان
 كـافي  بـه علـت   هسـتند نزديـك  به يكـديگر   خيلي كه ييها گونه
 عـدم  مثـال  به عنوان( ناحيه اين در نوكلئوتيدي يها تفاوت نبودن

 )فوميگـاتوس  آسـپرژيلوس  و لنتولوس آسپرژيلوس بين تشخيص
 يهـا  پايگـاه  در ITS ناحيـه  تـوالي  تكرارپذيري عدم و در نهايت
 به خصـوص  Gen bank/EMBL/DDBJ مثل مرجع اطلاعاتي

  .)42(باشد  ميها  بازيديوميست براي
  
  

  
  )rDNA ()41( يريبوزوم DNA كمپلكس ژني نواحي: 1شماره  تصوير
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   مختلف يها قارچ دقيق شناسايي براي آل ايده ژني نواحي: 1جدول شماره 
 قارچجنس آلايدهژني ناحيه  منبعشماره

44-43 β-tubulin آسپرژيلوس 
45  β-tubulin  سيليوم پني  
46 β-tubulin فئواكرومونيوم 
 كانديدا D1-D2وITS rDNAناحيه  47
49-48 Elongation Factor 1 فوزاريوم 
 مالاسزيا ITS rDNAوIGS1 ، D1-D2ناحيه  50
 سياهيهاقارچ ITS rDNA ناحيه 51
 هادرماتوفيت ITS rDNA ناحيه 54-52
 هاموكورال ITS rDNA،D1-D2ناحيه  55

  
Real-time PCR:  

ه كه بتواند بار قـارچي را در نمونـه ب ـ   يروش يجادبه ا تمايل
ــت ــدازه دقــ ــري انــ ــد، گيــ ــداع روش  كنــ ــه ابــ ــر بــ   منجــ

Real-time PCR در گذشته، روش . گرديدNested PCR ،
 يهـا  گونـه  ييشناسـا  يبـرا  يروش اختصاص ينتر به عنوان مهم

به  ي،گرفت ول مورد استفاده قرار مي يلوسمختلف قارچ آسپرژ
واكـنش، رفتـه رفتـه ارزش و     يهـا  به رو باز بودن لوله يازنيل دل
 يهـا  لولـه  ببا بـاز كـردن در   يراخود را از دست داد، ز يتاهم

از  .مورد مطالعه وجود داشـت  ي نمونه يواكنش، امكان آلودگ
ــنا ــتفاده از روش  ي ــروزه اس ــا رو، ام  Real-Time PCR يه

 يهــا تكنيــك. )56 ،57(شــده اســت  Nested PCR يگزينجــا
 اختصاصـي  اطلاعـات  ي كـه حال يندر ع ير،بعد از تكث ييشناسا
 يشدهنـد، موجـب افـزا    مـي  مـا  بـه  را گونـه  يـا  جنس به مربوط

يصـي  تشخ يهـا  روش. شـوند  مـي  يـز ن يتو حساس ـ يتاختصاص
Real-Time PCR باشـند  و قابل تكـرار مـي   يعخودكار، سر. 

و  End point PCR در موجـود  يـده عد نـواقص  و مشـكلات 
 ينـه زم يـق، دق يكم ـ يـين تع يـت بـا قابل  PCRاز  روشـي بـه   يازن

 Real-time PCR يــكتكن در يننــو يا عرصــه يشگشــا
  مفهـوم  يـد آ بـر مـي   واژه يمعن ـ از كـه  طـور  همـان . يـد گرد

Real-time PCR  ينـد فرا يـك  لحظـه  بـه  لحظـه  مشـاهده 
 يط ـ در فلورسانت هماد يك يصيتشخ يستمس يندرا. باشد مي

و  شود آزاد مي يكلهر س محصولات يزانم با متناسب واكنش،
 ييشناسا) Detector( يانگرنما يك توسط آن فلورسنت يزانم

توسـط   ابتدا Real-Time PCR يبند فرمول .گردد ثبت مي و
Higuchi هاي  ارزيابي. يدرس انجام به همكاران وDNA  قارچ

نيـاز بـه دقـت بسـيار      Real-Time PCRصـورت كمـي بـا    ه ب
 ييدارد چـرا كـه بـراي شناسـا     يو استانداردساز ينهبالايي در به

   CFU يـــككپـــي ژنـــوم يـــا    يـــك[كپـــي ژنـــوم   10-1
)Colony-forming units (فمتـوگرم  10برابر با اسـت   قارچ 

ين محقق يبعض. در نمونه، حساسيت بالايي نياز است ]DNAاز 
 10-100روش را در خــون كامــل بــين    يــنا يتحساســ )58(

. انـد  كردهآسپرژيلوس گزارش  DNA ازليتر  فمتوگرم در ميلي
ــه در ــي مطالع ــاران و  نبيل ــتفاده از تكنهمك ــا اس  FRETيــك ب

)Flurescence resononse energy transfer(  ــداقل ح
 معـادل ( CFU يـا  يـدي كون 10 ييقابل شناسـا  DNA يمقدار

دهنــده  د كــه نشــانبــود PCRدر هــر واكــنش ) فمتــوگرم 100
چه كه حسـاس   آن. )25 ،59(باشد  روش مي ينا يبالا يتحساس

ــودن روش  ــا PCRب ــارچ  ييدر شناس ــل ق ــود در  يعوام موج
ــه ــال يهــا نمون ــدرا مــورد ترد ينيب ــرار داده اســت ي  يژگــيو ،ق

 با. است PCRروند انجام  در يضد قارچ يداروها يبازدارندگ
مشكلات  يناز متخصص ياريبس يمشكل، امروزه برا اين وجود

هـا   كشـت قـارچ   بر متكي سنتي تشخيص مسلمقابل انكار و ير غ
 آزمايش نتيجه بالاي سرعت و صحت دليل به. ات شده استبثا

 يمولكـول  يها يك، استفاده از تكنPCRي ها آزمون از بسياري
 ينيبـال  يها در نمونه يكروبيم يزا عوامل عفونت ييشناسا يبرا

ــم  ــور چش ــه ط ــريگ ب ــزا ي ــه يشاف ــت يافت ــده . اس ــكل عم   مش
Real Time PCR ماهيـت  از ناشـي  كـه  است بالاي آن هزينه 

 بـه  نيـاز همچنـين   وها  پرايمر قيمت افزايش و واكنش فلورسنتي
بـه   ،با اين وجود. باشد مي اطلاعات تفسير يهاي بالا برا مهارت

ــدرت تشخيصــي   ــالايعلــت ق ــوژي،  ب ــن تكنول طراحــي  دراي
شناسـي از ايـن تكنيـك     در قـارچ  تشخيصـي  هـاي جديـد   روش

  .استفاده شده است
  

  يزوترمالا يها يستمس
 يمولكـول  ماهيـت  ينـه در زم ييهـا  پيشـرفت  اخير ساليان در
DNA ايـن  دهنـده  نشـان  وزنده صورت گرفتـه   يها يطدر مح 
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 يازبدون ن يواحد يرا در دما DNA توان مي كه است واقعيت
 يها روش ترتيب بدين و كرد تكثير ترموسايكلر يها به دستگاه

 يالگوهـا  يـر تكث يبـرا ) Isothermal( دمـا  هـم  تكثيـري  متعدد
 يمآنـز . انـد  يافتـه سال گذشته گسترش  10در  يدينوكلئوت يداس

DNA يرعمل تكث يمتعدد يها يمبا كمك آنز يمرازپل DNA 
 يـن ها امكان توسعه ا آنزيم اين شناخت بنابراين دهد را انجام مي

هـا فـراهم    مكانيسـم  اين سازي شبيه به وسيله را دما هم يها روش
بـه   يكلربـه دسـتگاه ترمـال سـا     ياجيها احت يستمس ينا. آورد مي

سـاده   Platform يك يازمنداما ن ،دما ندارند يعسر ييرمنظور تغ
هـا   يسـتم س يـن ا. هسـتند  حرارتـي  يهـا  بلـوك  يامثل حمام آب 

 -RCA-LAMP )Rolling circle amplification شـامل 

Loop-mediated isothermal amplification (شود مي .  
  
RCA  

 يـدي تـك نوكلئوت  يسـم مورف يپل ـ يـين و تع ييامروزه شناسا
)Single-nucleotide polymorphism  ياSNP (  به عنـوان

ها مورد استفاده قـرار   پاتوژن ييدر جهت شناسا يننو يكرديرو
 يهـا  يـپ ژنوتا يـان م SNPs يصجهـت تشـخ  . )60(گرفته است 

   PLPsي هـــا  پـــروب يـــهبـــر پا يهـــا يـــكمختلـــف، تكن
)Padlock probes( هـــا  پـــروب يـــنا. هســـتند يـــازمـــورد ن
 جفـت بـاز و   100اي حدود  يل با اندازهطو يگونوكلئوتيدهاييال

. هسـتند  5و َ ´3مكمل رشته هدف در قسمت  يهك ناحي يحاو
در مرحلـه اول  . شـود  در چهار مرحله انجـام مـي   RCA واكنش

مكمـل بـه    يكـه دو قسـمت از تـوال    دهـد  رخ مـي  هيبريدسازي
DNA  كـه   اسـت  اتصـال مرحلـه دوم  . گـردد  هدف متصل مـي
بـه   را آن 5ي َبـا برداشـت فسـفات از انتهـا     يگـاز ل DNA آنزيم
 شـكل  بـه  هـدف  مكمـل  تـوالي  بـا  كه كند متصل مي ´3 يانتها
 يمبـا اسـتفاده از آنـز    تكثيـر در مرحله سوم . شود مي ايجاد حلقه

Bst DNA يمربا اتصال پرا يمرازپل RCA1 خود بـر   يگاهبه جا
 سپس .آيد مي ه دسترشته مكمل از پروب ب ينپروب اول يرو
ــرپرا ــه جا RCA2 يم ــاهب ــر رو  يگ ــود ب محصــول متصــل   يخ
ه هـا ب ـ  واكـنش  ايـن  .يابـد  مي ادامه آنزيم تكثير عمل و گردد مي
 سـاختار  يـك  تـا  كنند مي يداو پشت سر هم ادامه پ يمتوال طور
 ظاهرسـازي  مرحلـه  چهـارم  مرحلـه . شـود  ايجـاد  مانند لمك گل
 بررسـي  بـه  الكتروفـورز  ژل كرومـاتوگرافي  طريـق  ازكه  است

در ايـن مرحلـه    .شود مي پرداخته ژل روي بر ايجادشده باندهاي
 يبـرا  RCA واكـنش در هـر   يمتـوال  ينردبـان  يبانـدها  حضور
  ).2شماره  تصوير( )61( گردد مي تأييد قارچي يها گونه

ــع، اســاس  ــتتقو RCAدر واق ــه كوچــك از  يــك ي قطع
DNA ك ي ـواكـنش   يـن در ا. )62( اسـت  يحلقو يا تك رشته

  پـروب   linker يـه ن مكمـل ناح آفوروارد كـه سـكانس    يمرپرا
  

  
  )RCA )60 يكمراحل تكن: 2شماره  تصوير
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 جابجاشــدگي يــتبــا فعال يمــرازپل DNA يناســت و همچنـ ـ
)Displacement activity (ــد ــروب . شــركت دارن مقــدار پ

بـه  . شـود  برابـر مـي   100 يزوترمالا يستمدر س يمرازپل ينتوسط ا
رشته سنتزشده به  يدر انتها يمرازپل جابجاشدگي يتواسطه فعال

ــدا ــتن در نهاآ يابت ــا  ي ــكم ــد از   ي ــته بلن را  DNAتــك رش
تكرارشـده سـكانس پـروب     ينـواح  يداشت كه حـاو  يمخواه
ــ. باشــد مــي ــرا يمــرپرا يندوم ــتتقو يب ــ ي ــلرشــته طو ينهم  ي
 H-RCA بــه نــام يســتمس يــنا .شــود مــي يشــده طراحــ تهخســا

)Hyper branching RCA( يبـرا  يستمس ينا. معروف است 
هــا از  يكروارگانيســماز م يمتنــوع يهــا گــروه يمطالعـات ژنــوم 

  .)63(شده است  يفها تعر يروسها و و يها، باكتر جمله قارچ
  

LAMP  
 يـن ا در. گرديد معرفيو همكاران  Tomitaروش توسط  اين

در  و سرعت بـالا  ييو با كارا يبه طور اختصاص DNAروش 
در  LAMP .يابـد  مي تكثير) Isothermal( ييتك دما يطشرا

 DNA يها يروسو يعسر يصتشخ يبرا يتحال حاضر با موفق
 حـاد  سندرم ،)West Nile( نايل وستمانند ويروس  RNAو 

ــتفادهو تــــب دانــــگ ) ســــارس( تنفســــي ــود  مــــي اســ   شــ
 بــراي LAMP تكنيــك از شناســان انگــل ي،بــه تــازگ. )64 ،65(

 انگــلاز جملــه  انگلــي انســاني يهــا بيمــاري چنــدين تشــخيص
ــپوريديوم، ــا كريپتوســ ــتوليتيكا، انتامبــ ــموديوم، هيســ  پلاســ

ــا، ــا، تريپونوزوم ــتوزوما، تني ــيولا شيس ــا فاس ــيولا و هپاتيك  فاس
 يهـا  همـين طـور انگـل   و  گونـدي  توكسوپلاسـما  و ژيگانتيكا،

 يــناز ا. )66 ،67(انــد  جســته بهــره يــاو بابز يلريــاماننــد ت يــوانيح
 جيروســي، پنوموسيســتيس يهــا قــارچ ييشناســا يبــرا يــكتكن

 ي،مـــارنفئ ســـيليوم پنـــي يـــدا،مختلـــف كاند يهـــا گونـــه
 آسـپرژيلوس  يها توكسين و برازيلينسيس پاراكوكسيديوييدس

   .)68-70(شود  مي استفاده فلاووس
ــا در ــريپرا 4 از روش ني ــريپرادو ( م ــ م ــريپرا دو و يداخل  م
 DNAاز  يژن ـ هيناح 6كه در مجموع  گردد، يم استفاده) يخارج

 ينـد يفرا يهـدف ط ـ  هي ـناح. دهد يم قرار يياساهدف را مورد شن
درجـه   60- 65 يدر دما يسنجاق سر ينواح ليو با تشك دار دنباله
 بـه  مقـاوم  مـراز  يپل ـ DNA ميآنز كيو با استفاده از  گراد يسانت

سـاده و انجـام آن آسـان     LAMP روش. ابـد ي يم ـ ريتكث حرارت
 واكـنش  مخلـوط  و مـراز  يپل ـ DNA مـر، يبـه پرا  ازياست و تنها ن

واكـنش در حمـام آب گـرم    . ندارد كلريسا ترمو به يازين و دارد
بـا   بي ـترك لهيبـه وس ـ . )65( است انجام قابل يحرارت يها بلوك اي

را  RNA يهـا  يقادر است تـوال  LAMP معكوس، يبردار نسخه
 يينهــا جـه ينت يامكـان آشكارســاز . ديــنما ري ـبــالا تكث ييبـا كـارا  

عمـل واكـنش اسـت كـه بـا       طيواكنش بر اساس كدر شدن مح ـ
بـه واسرشـت نمـودن     ازي ـن. اسـت  مشـاهده  لدسـتگاه قاب ـ  ايچشم 

DNA ــاول ــ هي ــن يو حت ــه اســتخ ازي ــاول DNA راجب  يرخــاز ب هي
 پـر  .باشـد  ينم ـ) عيمـا  كشـت  طيمح ـماننـد  ( كيولوژيب يها نمونه

ـــح اســت كــه   ــن LAMPواضـ ــد ســا زي ــا دارا روش ريهمانن  يه
 انيآشـنا  البته كه است مريپرا دهيچيپ يطراح در ييها تيدودمح
 ،يا سـاده  طيشـرا  نيچن. هستند آن انجام به قادر كيوانفورماتيب با

كوچـك، بـه    يهـا  شـگاه يآزما يبـرا  يرا به راحت LAMP انجام
بـه   ن،يبنـابرا . كند يمدر دسترس  ييو روستا يدر مناطق بوم ژهيو

  .)71 ،72( است دواركنندهيام ابزار كي روش نيا رسد ينظر م
  

DNA Array Hybridization  
ــنا ــوان  روش يـــــــــــ ــا عنـــــــــــ    RDBH بـــــــــــ

)Reverse dot blot hybridization (وDNA 

Microarray technology بـر   روش ني ـا. ودش ـ يشناخته م زين
 يبـه نـواح   PCRشـده توسـط   ريقطعـات تكث  ونيداسيبرياساس ه
 في ـدار شـده تعر  و نشـان  زهيليمـوب يا يديگونوكلئوتيال يها پروب

ــت  ــده اسـ ــل ا. )73 ،74(شـ ــدر اصـ ــرا نيـ ــد بـ ــا يمتـ  ييشناسـ
و به كار گرفته شده  يموجود در ژنوم انسان طراح يها ونيموتاس
و  صيتشـخ  يبـرا  يعملكـرد  كي ـتكن كيامروزه به عنوان . بود
هـا از   قـارچ  و هـا  يها از جمله بـاكتر  سميكروارگانيم تيهو نييتع

 نيبـه كشـت و همچن ـ   ازي ـبـدون ن  ،يط ـيو مح يكينيكل يها نمونه
. )75- 77( ردي ـگ يها مورد استفاده قـرار م ـ  ژن يانيب ليپروفا يبررس
بـر اسـاس سـكانس     دي ـدار با نشـان  يدي ـگونوكلئوتيال يهـا  پروب
 يهـا  افـزار  مـورد نظـر، توسـط نـرم     يهـا  نياسـتر  اي ـگونـه   يژنوم

ــابرا. شــوند يطراحــ ،ياختصاصــ ــوم  نيبن  يدانســتن ســكانس ژن
كـار در   ني ـا يبـرا . اسـت  يمورد مطالعه ضـرور  سميكروارگانيم

 يشـبه قـارچ از نـواح    يهـا  سـم يكروارگانيهـا و م  خصوص قـارچ 
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 هيبريدشـده  محـل  پايـان  در .گيـرد  شكل اي رشتهمولكول دو 
اغلـب سـكانس   . شـود  مي ساطع فلورسنت و شود مي شناسايي

 RNA يتـوال  يـاد ز يهـا  كپي FISH يكتكن در مورد هدف
پـروب  . هر سلول است در ميتوكندريايي هاي ژن و ريبوزيمي

به عنوان مثـال   ،Fluorochrome يكبا  يگونوكلئوتيديال يا
 يناول ـ. شـود  مـي  دار نشان، Carboindocyanineرنگ  يك

 اوريوبازيــديومبــا هــدف قــرار دادن قــارچ     FISHپــروب 
ــولنس  از. شـــد طراحـــي 1996 ســـال درجوانـــه  يرو پولـ
 برخياتوفلورسانس  خاصيت، FISHتكنيك  يها محدوديت

 ي،سـلول  يـواره نامناسب د يريها، نفوذپذ ها و سوبسترا قارچ از
 يهـا  يكپ ـ يينپـا  يـات پروب و محتو ياختصاص يراتصالات غ
 اتوفلورسـانس  خاصيت. ها است سلول از برخي در ريبوزومي

  .)82( شود مي كاذب مثبت يها پاسخ به منجر قارچ
  
  مولكولي اپيدميولوژي يها روش

به عصر مولكولي  يكشناسي پزشكي كلاس گذار از قارچ
هـاي   زمينـه  سـايير تـر ار   ها بسيار مهـم  قارچ يدميولوژيبراي اپ

در  كمـابيش دوره مولكولي  در. شناسي بوده است باليني قارچ
 در ايـن زمـان  . شناسي بهبـود بخشـيده شـد    هاي قارچ تشخيص

مولكــولي ضــروري بــه نظــر  يــدميولوژياي از اپ ايجــاد زمينــه
در مطالعات گذشته تعيين ارتباط دو گونه با هـم بـر   . رسيد مي

ــك  ــتفاده از تكني ــاس اس ــخيص    اس ــراي تش ــددي ب ــاي متع ه
دسـت آوردن  ه هدف ايجاد حساسيت بـالا و ب ـ  شناسي با قارچ

هـا بـه    ايـن روش . اي بـود  قدرت افتراق در سطح داخل گونـه 
بعضـي از ايـن   . اسـت هاي فنـوتيپي   طور عمده بر اساس روش

هاي عمده شـامل تعيـين گونـه بـر اسـاس مورفولـوژي،        روش
كشـندگي   يپينـگ، بيوگرام، رسيتوگرام، بيوتا سرولوژي، آنتي

هـايي كـه در ادامـه     تكنيـك . ها بـود  ايزوزيمتوكسين و آناليز 
 ــ    ــتفاده هم ــت اس ــه عل ــد ب ــد ش ــه خواه ــر آن هگفت ــا در  گي ه
  . ايپدميولوژي قارچي بسيار حائز اهميت است

  
RFLP )Restriction fragment length polymorphism(  
  ها اولين بـار   ثير بيولوژي مولكولي بر ايپدميولوژي قارچأت

 در آميـزي  موفقيـت  ه صـورت كـه ب ـ  RFLPبا ابداع تكنيـك  
. )40(يـد  مشـخص گرد  رفت، ه كارهاي كانديدا ب گونه افتراق

ترين روش در  ساده مولكولي، يها در بين تكنيك ،اين روش
  يدارا  يعـي طور طب  به  موجودات  ژنوم. است ها گونه ييشناسا
  ييـرات تغ  يـن ا .باشـند  يم يخط  يبازها  يفدر رد  ييها تفاوت

 شـود  يم ـ  يـت جمع  يـك در افـراد    يگوناگون  سبب  كه  يعيطب
بازهاي   رديف در مورفيسم پلي  يناگر ا. دارد  نام مورفيسم پلي

DNA شـده  يجـاد ا  محدودكننـده   يمآنز  ييشناسا  يگاهدر جا  
  يوجـود الگوهـا   RFLP .اسـت   يـابي رد  قابل  يراحت  باشند به

 از  خـاص  يهناح  يك  يميآنز بر اثر هضم   كه  است  ير يكسانغ
DNA شـود  يم ـ  مشـخص   محدودكننـده   يها يمآنز يلهوسه ب .

  بـه   بسـته  DNA تفـاوت   علـت   بـه   يـر يكسـان  غ  يالگوهـا   ينا
ه ب ـ  محدودكننـده   يهـا  يمآنـز   يگـاه حضـور جا   عدم ياحضور 
  ).4 شمارهتصوير ( آيد يوجود م
ــن در ــدا روش اي ــه  ابت ــيلهب ــك وس ــز ي ــرش يمآن ــده ب  دهن

)Restriction enzyme ( قطعـــاتDNA يتـــوال ياز رو 
 ييهـا  آنـزيم  دهنده برش يها آنزيم. شوند مي يدهبر يآل يبازها

را  ATCG يهســتند كــه فقــط اتصــالات خــاص از رمزهــا     
كه اتصال مخصوص خـودش را   يميآنز هر. دهند مي يصتشخ

محـل   يـن را در ا DNAرشـته   و شود ميكند به آن متصل  يداپ
 را CCGCبتواند اتصـال   يمآنز اگر به عنوان مثال. كند قطع مي

. كند را قطع مي Gو  C يناتصال ب يشههم يندهد بنابرا يصتشخ
ــال ــات ح ــل قطع ــن از حاص ــرش اي ــر رو  ب ــا ب ــار يه  زژل آگ
 متصـل  آن بـه  الكتريسـيته  جريـان  سپس و شوند مي گذاري لكه
 بـر  قطعـات  اين از كدام هر شود باعث مي يانجر ينا .گردد مي

ژل حركـت   يمختلـف بـر رو   يهـا  با سرعت طول خود حسب
 ژل روي بـر  طويـل  قطعـات  از تـر  سـريع قطعات كوچك . كنند

 باندهايي صورت به قطعات ابن مدتي از پس و كنند مي حركت
هـم اكنـون در مطالعـات    . يابنـد  مي انتشار مختلف يها اندازه در

ديگـر حساسـيت    يهـا  تكنيـك  اين كـه  به علتاپيدميولوژيك 
ــالاتر ــد يب ــرده  و دارن ــدا ك ــترش پي ــد گس  RFLPروش از  ،ان

ــي  ــتفاده نم ــردد اس ــال  . گ ــر ح ــه ه ــراي   RFLPب ــي را ب اساس
  كنـد كـه از آن جملـه     هـا فـراهم مـي    قـارچ  يپينـگ هاي تا روش
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  )DNA fingerprinting )84 تكنيك مراحل: 6شماره تصوير 

  
  ) Microsatellite typing( يپينگميكروستلايت تا
يك نوكلئوتيـد   هاي ساده تكرارشونده ها توالي يتميكروستلا

هستند كه بر اساس تعداد تكرار تشخيص ) 6يك تا  اغلب(يا بيشتر 
سـاتلايت بـراي    امروزه واژه ميكروساتلايت و مينـي . شوند داده مي

تـرين   معمـول . اسـت بسـيار آشـنا    اي علـم ژنتيـك واژه   متخصصان
 و  n (CA)تكرارهـاي موجـود در ژنـوم پسـتانداران، تكرارهـاي     

(CT) n و (dG-dT) تعــداد بازهــاي موجــود در هــر . باشــند مــي
و حتي بيشتر برسد كه طبق  4، 3، 2 ميكروساتلايت ممكن است به
  ).7 شماره تصوير(شود  قاعده خاصي در ژنوم تكرار مي

ــكانس ــاي  ســـ ــكهـــ ــونده  تـــ ــا SSR(تكرارشـــ   يـــ
Single sequence repeat ( پراكنــده ژنــوم سرتاســر در  

عـالي را   يپينـگ مورف هستند و يك ابزار تا و بسيار پلي اند شده
به شناخت توالي  نياز يپينگدر ميكروستلايت تا. كنند ايجاد مي

ارگانيسم به منظور طراحي جفت پرايمرهـايي كـه بـه لوكـوس     
اين روش داراي قابليت تكرارپذيري در . است ،شوند متصل مي
نتـايج قابـل نقـل و     ي،كم يينتع يتهاي مختلف، قابل آزمايشگاه

ماركرهاي ميكروستلايت . دهي بالا است انتقال و قابليت جواب
ــ ــي   ه ب ــوس اختصاص ــيله لوك ــوندهتكثوس ــاي   يرش ــا پرايمره ب

ــي   ــاليز مـ ــنت آنـ ــپس  فلورسـ ــوند و سـ ــا  ،شـ ــولات بـ    محصـ
Capillary sequencer   ــي ــدا م ــم ج ــوند از ه ــوس  .ش لوك

هر قطعه تكثيرشده از يكديگر افتراق  اندازهتكثيرشده بر اساس 
  هـاي  هر چه اطلاعات ما دربـاره سـكانس ژن  . )85( شود داده مي

  

  
  )85( تايپينگ ميكروستلايت در تكرار يها توالي: 7 شماره تصوير

   



   مروري
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هاي مهم پزشكي بيشـتر باشـد امكـان     اختصاصي و ژنوم قارچي
يـات بيشـتر از جملـه مقايسـه چنـدين      يهـا بـا جز   مطالعه سكانس

ــترين  ــدين اسـ ــوس از چنـ ــي  ،لوكـ ــن مـ ــتر ممكـ ــود بيشـ . شـ
مطالعــه  بــه صـورت روزافزونــي بــراي  يپينــگميكروسـتلايت تا 

  .هاي قارچي رايج شده است پاتوژن فيلوژنتيكارتباط 
  

MLEE )Multilocus enzyme electrophoresis(  
مطالعـات   ي، بـرا 1980بار در دهـه   يناولMLEE يك تكن

 يـك ها بـه كـار بـرده شـد و بـه عنـوان تكن       يباكتر يستماتيكس
 MLEE .اسـتفاده شـد   يـت جمع يـك استاندارد در مطالعات ژنت

 يپينگهاسـك  ي ها كدشده توسط ژن يها پروتئين حركت ميزان
)House keeping (كند مي يبررس يكيالكتر يدانرا در م.  

  
MLST )Multilocus sequence typing(  

ــرا  روشــي ــينتع ياســت كــه ب ــوال ي ــا  DNA يت  PCRب
 افتــراق در بــالايي بســيار قابليــت و اســت شــده گــذاري پايــه

 گونـه  يـك  يهـا  يناسـتر  يـين روش با تع ينا. ها دارد استرين
 يلوكـوس ژن ـ  يندر چنـد  DNA يها توالي اساس بر قارچي
 يلـوژنتيكي و تكامـل ف  يـدميولوژي مطالعات اپ يشرفتباعث پ

 يزروش بـر اسـاس آنـال    يـن ا. هـا شـده اسـت    قارچ از بسياري
ــوال ــي DNA يت ــم پل ــا مورفيس ــد يه ــا ژن در نوكلئوتي   يه
 يزكننـدگي قـدرت تما  يو از درجـه بـالا   اسـت  يپينگهاسك

پـاتوژن برخـوردار    يهـا  قارچ از بسياري براي اي گونهدرون 
 ييـرات تغ MLSTو  MLEE شـامل عمده  يكدو تكن. است
بـه   MLST. )86(د ن ـده را نشـان مـي   يپينگهاسك  يها در ژن

ــور  ــتقطــ ــوال ياز رو يممســ ــدينوكلئوت يتــ ــا ژن يــ   يهــ
 MLSTبـه تـازگي   . كنـد  ها را مشخص مي الل يپينگ،هاسك

پـا بـه    MLEEيـك  از تكن يافتـه  روش اصـلاح  يكبه عنوان 
ــر  ــدميولوژيروش در اپ ينعرصــه گذاشــته اســت و معتبرت  ي

 MLSTيـك  تكن يـاي از جمله مزا. شود قلمداد مي يمولكول
 ييـرات تغ( يشترب يكقدرت تفك به توان مي MLEEبه  نسبت

 يـت قابل دقـت بـالا،   ،)كنـد  مـي  ييمعنـا را شناسـا   يبا معنا و ب
 يـــتو قابل يـــكانتقـــال اطلاعـــات، ســـهولت انجـــام تكن

  ).8 شمارهتصوير ( كرد اشارهبالا  يريتكرارپذ
  

AFLP )Amplified fragment length polymorphism(  
اسـت كـه    AFLP آنـاليز  هـاي  روش يـدترين از جد يكي

   روش ينا. )87، 88(در هلند ابداع شد  Keygene BVتوسط 
  

  
  ) MLST )86 تكنيك مراحل: 8شماره  تصوير

   



 

 

 1392، شهريور  10

بـــا  يكـــير، 
رش محـدود   

شــده بــه جاد
 ي الگـو بـرا     

 قطعــات ريــكث
 انجام  يصاص
 3’يانتهـا  در
 ريباعث تكث 

هـد شـد و بـه      
باعـث   مـر يرا 

 شـود  يلگو م

، PCRولات 
. گـردد  ـا مـي  

 يـز و ن يمينزآ
 9 وير شـماره  

. دهــد ن مــي 
 اي رشــته ارچ
  .)79( انــد شــده

  

04ت و سوم ، شماره 

محـــدودالاثر مي
بـر يها تيبا سا 

جيقطعــات ا يهــا
شـته بـه عنـوان

تك. رديــگ ير مــ
اختص يمرهايپرا

د يتصـادف  بـاز  
يباز تصادف ك

طعـه الگـو خواهـ
در هـر پر يـادف 
قطعه ال 4096ز 

كتروفورز محصو
هـ نآ ينرتباط ب ـ
آهضم  ير نواح

تصـو. خواهد بـود 
روش را نشــان ن

قــا ژنتيكــيــوع 
ش يــكتكن ايــن 

دوره بيست 

يوســـط دو آنـــز
يگريتعدد و د

و انتهاه خــورد ي
ر ني ـا. شـوند  ي

د اســتفاده قــرار
با پ PCRكنش 

3 تـا  1 يدارا ا 
كياستفاده از  ني

قط 4از  يصاص
باز تصـ 3ده از 

از يعه اختصاص
 )90(.  

ت حاصل از الك
ار يينها و تع لهزو
در يونموتاس يي

خ يابيها قابل رد
يــنحــل انجــام ا 

تنــ يــابيبــه ارز ق
بــا اســتفاده از ر

DN تو يژنـــوم
برش مت يها تي

يمــــادر، بــرش 
يپتورها متصل م

مــورد PCRــام
دو واك يط يخاب
مرهـايپرا. رديگ

يبنابرا. د هستند
قطعه اختص كيا
استفا بيترت ني
قطع كيتنها  ريث

)9شماره  صوير
متفاوت يها الگو

يزا ينث افتراق ب
شناسا ينوه بر ا

ه اطراف آن يح
از مراح يتصــر

هشــگران موفــق
يجرنــا يلوســپرژ

  )AFLP )91ر

 ـد
ــه
 ي
R (
دو
 ي
 ي
ش
 زه
 ي
ــه
ت
 ي
 ي
 ت
M 
رد
ت
. ت

NA

يسا
و نــ
اداپ
انجــ
انتخ
گيم

خو
تنها
يهم
تكث

تص(

باعث
علا
نواح
مخت
پژو
آســ

در يكمراحل تكن: 9

باشـ مـي  بـالا  ي
كــ يــردگ رار مــي

يو هضـم انتخـاب  
Restriction e

د وكلئوتيــدهاي
ــوم  ي قطعــات ژن

ياختصاص ـ يهـا
لـف نقـاط بـرش

انـداز ينو بنابرا
ــه  ــ گون ــا و حت يه

بــ روش يــنا. ود
بـالا جهـت يتص ـ  
ليمولكـو  آن قب
يهــا مــاركر ييـا

يـتمز. شـود  مـي
Macroarray ز ـ

در مـور يت قبل ـ  
جهـت. سـت ين ،ه

اســت ازيــــورد ن

9شماره  تصوير

 قارچي ي

 زندران

تكرارپذيري ليت
قــر ييهــا يــككن

د يـا  يكصل از
enzyme( لاثر

يگونواتصــال ال 
)Linkers( ــه ب

 يمرف توسط پرا
مختل يژنوم يها

رنددود الاثر دا
  PCR ــرا گ يب

وت خواهــد بــو
ـاس بـا اختصاص

و متعاقب يپينگتا
ناســو ش يكــينت

محسوب م ،وژن
Microar يـو ن

گونـه اطلاعـات
مورد مطالعه سم
ــ DNAاز  يــ م

يها بيماري يصي

شگاه علوم پزشكي ما

قابل و افتراق رت
در گــروه تك ش
قطعات حاص ت
محــدودالا يهــا م
يــكتكن يــنس ا

( Adaptorــام 
اهداف ينا يركث

ه مسلم سكانس 
محد يها يمآنز 

ــنش ــل از واك
مختلــف، متفــاو 

حسـا ياربس ـوش 
ژنوت يك،سونوم

ــهته ، نقشــه ژن ي
پاتو يها قارچ ي

rray ت به متـد 

گ چيبه ه اجياحت
سيكروارگانيم ي

مقــدار كمــ وش

  

تشخي يها روش

  
مجله دانش  124

قدر از تركيبي
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 گـروه  آسپرژيلوس ژنتيكي تنوعهمكاران  و Montiel ين،همچن
  . )92( يك، بررسي كردندتكن ينبا استفاده از هم فلاوي را
 يهــا عفونــت بــه كــه بيمــاراني بــراي بخــش رضــايت نتــايج
 يهـا  تشـخيص  كـه  افتـد  مـي  اتفاق زماني شوند مي مبتلا قارچي

 ياسـتفاده از داروهـا   وزودرس  درمـان  همـراه بـا   يقو دق يعسر
 تشخيصـي  ابزارهـاي  امـروزه . مناسـب انجـام شـود    يضد قـارچ 
 هـا  روش يـن از ا يبرخ ـ .دارد وجـود  پزشكان اختيار در متنوعي

 گــريد يهــا روش بــه نســبت گــريد يبعضــ و هســتنداســتاندارد 
معمــول  طــور بــه يســنت يهــا روش. دارنــد يبيهــا و معــا تيــمز

 از اسـتفاده  بـا  اغلب و دارند يمحدود تيو اختصاص تيحساس
همراه  ست،ين مناسب خاص مارانيب يبرا كه يتهاجم يها وهيش
 بـات يترك ييشناسـا  هيبر پا ديجد يصيتشخ يها روش. باشد يم
 ري ـغ يها راه، )بتا گلوكان و گالاكتومانان( يسلول قارچ وارهيد

 را، مهـاجم  يقارچ يها عفونت زودرس صيتشخ يبرا يتهاجم
 يهـا  روش گـر ياز د PCR هي ـبر پا يها صيتشخ. دهند يارائه م

 زودرس صيتشـخ  يبـرا  بـالا  تيحساس ـ بـا  همـراه  يتهاجم ريغ
ــرا امــا. هســتند يتهــاجم يقــارچ يهــا عفونــت  در اســتفاده يب
 اســت لازم. دارنــد ياستانداردســاز بــه ازيــن ينيبــال يهــا درمــان
 بتواننـد  تا بشناسند را ديموجود جد يصيتشخ يابزارها پزشكان

 جينتـا  ريبه تفس ـ ديو جد يسنت يصيتشخ يها روش از استفاده با

 نـه يزم نيا در قاتيتحق. برسند عيسر يها صيتشخ به و بپردازند
 بـه  ليتبـد  دهي ـچيپ يص ـيتشخ يهـا  روش تـا  كند دايپ ادامه ديبا

  . شود ساده يابزارها از استفاده با و تر ارزان تر، آسان يها روش
 يهـا  يمـار ياز ب ياريبس ـ صياسـاس تشـخ   كـه  نيا تينها در
 بـه  توان يها م نمونه نيا با كه نيا علت به. باشد يكشت م ،يقارچ

 در يقــارچ ضــد يــيدارو تيحساســو  پرداخــت قــارچ ييشناســا
مناسـب   يانتخاب دارو يبرا را) In-vitro( يشگاهيآزما طيشرا
 ني ـسـفانه ا أمت. كـرد  نيـي تع ،مورد نظـر  يدوز دارو رانيم نييو تع

باشـد   ينم ـ يبخش تيرضا تيواجد حساس يروش با وجود سادگ
 يهــا بــه روش يابيدســت نيبنــابرا. دارنــد يبــه زمــان طــولان ازيــو ن

 يهـا  اسـتفاده از روش . رسـد  يبه نظر م ـ يتر الزام عيسر يصيتشخ
واسـطه   هب ـ ،يصيتشخ يهاروش ريسا و كشت با همراه يمولكول

  .باشد ديمف اريبس تواند يآن م ادتريسرعت ز
 دانـش  از چگونـه  كـه  اسـت  اين رو پيش وظيفه خطيرترين

 يهـا  روش بر يمبتن ديجد يبند طبقه يها ستميس و يولوژيپاتوب
ــرا ،يمولكــول ــان و يريشــگيپ يب ــارچ يهــا يمــاريب درم و  يق

 جـاد يا و مـؤثر  يكشف داروها. استفاده گردد مارانيب تيريمد
 يولـوژ يباز  آمـده  دسـت  هدانـش ب ـ  هـا  آن هي ـپا كه ييها واكسن
 يهـا  يمـار يب درمـان  و يريشـگ يپدر  توانـد  يم ،است يمولكول
  .باشد داشته نقش يقارچ
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