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  مقدمه

ــفوزار حاضــر حــال در ــ گــاهیجا در سیوزی  عیشــا عامــل نیدوم
 ومیــفوزار ).1-4( ددار قـرار  منتشــره و مهـاجم  یقــارچ يهـا  عفونـت 

 جـنس  نی ـا گونـه  نیتـر  عیشـا  رولانس،ی ـو زانی ـم نیشتریب با یسولان
 در منتشره يها عفونت درصد 50 از شیب عامل که شود یم محسوب

 همـراه  درصـد  100 حـدود  در يری ـم و مـرگ  زانی ـم با و بوده انسان
  ).6و5و3و1( است

 لی ـدل بـه  بنـا  ،یمنیا ستمیس نقص يدارا يها گروه ریسا برخلاف
 مثبـت  HIV نمـارا یب تی ـجمع در سیوزی ـفوزار عفونـت  ،ینامشخص
 ابی ـکم و نادر عفونت کی عنوان به ریاخ يها سال تا یحت و همواره
 ،یص ـیتشخ ياه ـ روش تیمحدود لیدل به و )7و2( است بوده درنظر

 سـت ین مشـخص  کاملاً ها عفونت نیا بروز موارد تعداد و قیدق وعیش

  ).7و3(
 علـت  بـه  رای ـز ؛است یاتیح اریبس سیوزیفوزار موقع به صیتشخ
 يمـوارد  در فانگـال  یآنت يداروها برابر در ها گونه نیا یکل مقاومت

 يهـا  روش کـاربرد  ).8و2( اسـت  مأتـو  و یب ـیترک يهـا  درمان به ازین
 يدارا عمــل، دقــت و ســرعت لحــاظ از مرســوم و یســنت یصــیتشخ

 روش ریــنظ یمولکــول يهــا روش امــا ؛اســت اریبســ تیمحــدود
 يشـتر یب يای ـمزا از ،مرسـوم  يهـا  روش نسبت به PCR گلداستاندارد

 روش نیا با را یقارچ يها گونه از ياریبس تاکنون و است برخوردار
 روش کـاربرد  نیـی تع منظور به مطالعه نیا). 9-11(د ان کرده ییشناسا

 در سـولانی  فوزاریـوم  عیسـر  و قی ـدق ییشناسا يبرا PCR یتشخیص
 .شد انجام مثبت HIV بیماران سرم
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  بررسی روش
 هی ـته مثبت HIV بیماران سرم نمونه 45 يرو یتوصیف مطالعه نیا
 دزیــا قــاتیتحق مرکــز و )نمونــه 35( رانیــا پاســتور تویانســت از شــده

 1390-92 يهـا  سالدر  )نمونه 10( تهران )ره( ینیخم امام مارستانیب
  .شد انجام
ــا  از DNG-plus روش کــاربرد آن متعاقــب و جوشــاندن روش ب
 و هـا  قـارچ  ونیکلکس ـ بـه  متعلـق  یسـولان  ومی ـفوزار استاندارد سوش
 ونیکلکس شماره واجد( PTCC NO.5284 رانیا یصنعت يها يباکتر

(UMAH 7419 DNA  روش .دی ـگرد اسـتخراج PCR  هـدف  ژن بـا 
mitochondrial cytochrome b گونــه یاختصاصــ مــریپرا دو و 

ــفوزار ــولان ومیــ ــه یســ ــام بــ ــا نــ ــا f fuso1 يهــ ــرادف بــ   تــ
5'-CTC TGT TAA TAA TGC AAC TC-3' و rfuso2 ــا  ب

 محصـول  بـا  'TGG TAC TAT AGC TGG AGG A-3-'5 تـرادف 
bp 330 )12( از کـه  گـر ید يدیی ـتا سـوش  ده و سـوش  نیا يرو بر 

 انجـام  ؛بـود  شـده  هیته تهران دانشگاه یدامپزشک دهدانشک ونیکلکس
 از یاســتخراج DNA تــریکرولیم 5 طیشــرا بــا واکــنش نیــا .دیــدگر

 هـر  از تـر یکرولیم کی ـ ،10x PCR  Buffer از تریکرولیم 5/2 نمونه،
ــدام ــریپرا دو از ک ــو م ــ و ییجل ــریکرولیم 10mM ، 75/0 یعقب  از ت

MgCl2 (50mM) ، 5/0 از تــــــــریکرولیم dNTP10mM، 4/0 
  یینهـــا حجـــم بـــا ،Taq DNA polymerase 5u/µl تـــریکرولیم

  .گردید بهینه تریکرولیم 25
  يدمـا  در قـه یدق 2 هی ـاول ونیدناتوراس ـ صـورت  به ییدما پروتکل

 درجـه  94 در قهیدق کی ها کلیس ونیدناتوراس گراد، یسانت درجه 94
ــانت ــا گــراد، یس ــهیدق کیــ دنیچســب يدم  درجــه 50 يدمــا در ق
ــهیدق دو گــراد، یســانت ــه ق ــا در ونیزاســیمریپل مرحل  درجــه 72 يدم
 گـراد  یسـانت  درجـه  72 در قهیدق 10 یینها ونیزاسیمریپل گراد، یسانت
  .بود لکیس 35 تعداد با

 سـرعت،  شـده،  تی ـرو يباندها وضوح شیافزا و حفظ منظور به
 و دمـا  ،زمـان  در يساز نهیبه قصد با یراتییتغ ،تست دقت و تیحساس

 حصـول م .شـد  انجـام  dNTPs و میآنـز  ژهی ـو بـه  یمصـرف  مواد زانیم
ــارز ژل در واکـــنش ــاو درصـــد 5/1 آگـ ــا يحـ ــ( نیبرگریسـ  نایسـ

ــون ــافر در ) Cat.No.: MR7730Cکل ــورز TBE 0/5 x ب  الکتروف
  تی ـک از اسـتفاده  بـا  PCR محصـول  يسـاز  خـالص  از بعـد  و دیگرد

T/A cloning کیفینتیترموســا )cat:K1214( وکتــور در pTZ57/R 
  .دیگرد کلون
 قارچ، DNA مختلف يها رقت تست، تیحساس یبررس منظور به

 غلظـت ( DNA یکپ کی تا )10-1 غلظت( DNA یکپ ونیمل کی از
 ،HSV يها DNAاز تست یژگیو یبررس يبرا و دیگرد هیته )6-10
  .شد استفاده یسولان جز به ومیفوزار گونه يها قارچ ریسا و

 حــرارت توســط اهــ نمونــه ابتــدا در ،یمنــیا مــوارد تیــرعا بــراي

 از DNA ،(DNG-plusTM) کیـت  کمـک  بـا  سـپس  .شـدند  غیرفعال
  .شد انجام PCR تست و گردید استخراج بیماران سرم

  ها یافته
 سـوش  از شده استخراج DNA با شده يساز نهیبه PCR محصول

 حاصـله  قطعه اندازه .شد لود درصد 5/1 آگارز ژل يرو بر استاندارد
 .)3 الـف  – کی ـ شـکل ( بـود  bp 330 ژهی ـو يمرهایپرا از استفاده با

 يجداسـاز  از پـس  .شد کلون pTZ57/R دیپلاسم در PCR محصول
 لهیوس ـ بـه  و دی ـگرد اسـتخراج  آنهـا  از DNA د،یسـف  يها یکلن تک
 تسـت  جینتـا  نیهمچن ـ ).3 ب – کی ـ شـکل ( شـد  دییتا PCR روش
PCR دیی ـتا مـورد  زی ـن تهران دانشگاه ونیکلکس به متعلق سوش ده با 
  .فتگر قرار

  
  
  
  
  
  
  
  
  
  

  شده نهیبه PCR واکنش محصول الکتروفورز )الف
  bp 330 شده ریتکث قطعه )2 ،یمنف کنترل )1

  1Kb DNA Ladder کیفینتیترموسا مارکر اندازه )3
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  

  شده کلون محصولالکتروفورز )ب
 مارکر اندازه )bp 330، 3 شده ریتکث قطعه )2 ،یمنف کنترل )1

  دیپلاسم از افتهی ریتکث قطعه )1Kb DNA Ladder ، 4 کیفینتیترموسا
  

  درصد 5/1 آگارز ژل يرو بر شواکن محصول الکترفورز : 1 شکل
 
 شیافـزا  کلیس ـ 35 بـه  30 از ها کلیس تعداد ،يساز نهیبه هدف با

 انجـام  زمان به قهیدق 20 حدود در یکوتاه زمان مدت امر نیا .افتی
 بازدارنـده  ینیبـال  لحـاظ  از یزمـان  شیافـزا  نی ـا که نمود اضافه تست

  بــه 95 از هــا کلیســ ونیدناتوراســ و هیــاول ونیدناتوراســ يدمــا .بــودن
 .افـت ی کـاهش  dNTP فمصر زانیم و شد مک گراد یسانت درجه 94
 مـواد  رسـاندن  حداقل به ضمن که افتی کاهش میآنز مصرف زانیم

 نیـی تع درصد 100 تست یژگیو شده يساز نهیبه پروتکل با ،یمصرف
 و داد واکـنش  یسـولان  ومی ـفوزار DNA با فقط که ينحو هب .دیگرد

 شیافـزا  سـم یارگان ژنـوم  از نسـخه  کی ـ حـد  بـه  آن تیحساس زانیم

      3                 2                  1  

    4          3          2           1  
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 10-6 رقـت ( شـده  هی ـته رقـت  از تـر یت نیآخـر  تا که يطور به .افتی
 330bp بانـد  همچنـان  )یسـولان  ومی ـفوزار DNA از یکپ کی معادل

  .شد تیرو محصول
 مورد 9 نمونه، 45 انیم در ماران،یب سرم يرو بر شیآزما انجام با

 و بودنـد  مثبـت  نمونه در یسولان ومیفوزار حضور نظر از )درصد20(
  ).2 شکل( دیگرد تیرو ها نمونه نیا در PCR لمحصو 330bp باند

  بحث
 یابیرد يبرا PCRه با استفاده از روش مطالع نیا جینتا به توجه با
 ومیــفوزار نظــر از یبررســمــورد  يهــا نمونــهاز  درصــد 20 م،یمســتق
 یمعن ـ بـه  لزومـاً  سرم، در ومیفوزار وجود اثبات .ندبود مثبت یسولان
 عفونـت  بروز بالقوه احتمال امر نیا اما ؛ستین يماریب و عفونت بروز

 مـار یب 294 انی ـم از 2005 سـال  در يا مطالعـه  در .دهـد  یم شیافزا را
 )2( دی ـگرد ییشناسـا  منتشره سیوزیفوزار مورد دو تنها دزیا به مبتلا
 کیستمیس عفونت از مورد گزارش کی 2013 سال در يا مطالعه در

 دزیا روسیو به مبتلا ماریب کی در یسولان ومیفوزار از یناش کشنده
 از يا سـابقه  چگونـه یه شـده  یمعرف ـ مـار یب کـه  يطـور  به .شد منتشر
  ).5(ت نداش ینوتروپن

 ياه ـ عفونت يبرا یاصل خطر عامل دو سل یت صنق و ینوتروپن
 نیچن ـ مـذکور  مـورد  گـزارش  در .نـد یآ یم حساب به یقارچ منتشره
 نقـص  زانی ـم بـودن  فیضـع  و ینـوتروپن  فقـدان  دیشا هک شده عنوان

 عفونــت مــوارد بــودن نــادر لیــدل ،يمــاریب يابتــدا در ســل یتــ
 در یسـت یبا). 5و2( باشـد  مثبت HIV مارانیب در منتشره سیوزیفوزار
 دهش زبانیم بدن وارد تواند یم یراحت به سمیارگان نیا که داشت نظر
 در آن حضـور  یص ـیتشخ يهـا  روش تیمحـدود  و نقـص  علت به و

 يهـا  روش تیمحـدود  علـت  بـه  واقع در .ستین مشهود هیاول مراحل
ــان و شــگاهیآزما ،ییشناســا  از مــوارد ياریبســ در یصــیتشخ کارکن
 زانی ـم لی ـدل نیهم ـ بـه  و سـتند ین آگاه ماریب بدن در سمیارگان حضور

 کـه  است واضح .ستین روشن کاملاً ها عفونت نوع نیا یاقعو وعیش
 .اسـت  يضـرور  اریبس ـ عفونت تبعات کنترل يبرا هنگام به صیتشخ

 انجـام  بـا  کـه  داده نشـان  گونـاگون  مطالعـات  جینتـا  رابطـه  نیهم در
 طـول  ،یب ـیترک يهـا  درمـان  از اسـتفاده  رینظ مناسب یدرمان اقدامات

  .)13-16( ابدی یم شیافزا ماریب عمر
 بـا  عفونـت  اثـر  در مـار یب یحتم ـ بـاً یتقر مـرگ  احتمال به توجه با
 نی ـا در رفتـه  کـار  هب ـ PCR تسـت  رسـد  یم نظر به ،یسولان ومیفوزار
 اریبس ـ عفونت شرفتیپ از قبل سمیارگان عیسر صیتشخ يبرا ،مطالعه
 عفونـت  نی ـا يبالا خطر معرض در يها گروه گرید از .است مناسب

 کننـده  افـت یدر افـراد  و یخون يها یمیبدخ دچار مارانیب به توان یم
 خصـوص  در روش نی ـا شـود  یم ـ شنهادیپ .نمود اشاره يوندیپ عضو
 مـورد  زین مارانیب نیا در سمیارگان حضور احتمال یبررس و صیتشخ

  .ردیگ قرار استفاده
  گیري نتیجه

 میمسـتق  یابی ـرد يبـرا  PCR روش که داد نشان مطالعه نیا جینتا
 از قبل و وقت اسرع در مثبت، HIVمارانیب سرم در سمیارگان حضور

 نیهمچن .است یصیتشخ و يکاربرد تیقابل يدارا عفونت، يشرویپ
 بالقوه احتمال سرم، در سمیارگان حضور مثبت موارد تعداد به توجه با

 يماریب شرفتیپ با رایز .ستین نادر چندان گروه نیا در عفونت بروز
 بـروز  يبـرا  سـاز  نـه یمز عامـل  هـا،  سـل  یت ـ ریچشـمگ  کاهش و یاصل

 صیتشـخ  بـا  کـه  گـردد  یم ایمه ماریب اتیح دیتهد و منتشره عفونت
  .نمود يریشگیپ آن بروز از توان یم زودهنگام
  قدردانی و تشکر

اخـذ درجـه    يبرا ینامه خانم آتوسا فردوس انین مقاله حاصل پایا
دانشـگاه آزاد   یاز دانشـکده دامپزشـک   یشناس در رشته قارچ يدکتر

  از لهیوسـ ـ نیبــد  .بــود  تهــران  قــات یواحــد علــوم و تحق   یاســلام 
 الحـق،  انی ـب دیسـع  دکتـر  انی ـآقا و يرودبارمحمـد  شهلا دکترخانم 

  و يخســــرو رضــــایعل دکتــــر زاده، نجــــف محمــــدجواد دکتــــر
 تشکر مانهیصم ،ها نمونه هیته در يهمکار خاطر به ییرضا یعل دکتر

  .میینما یم يسپاسگزار و

 
 
 

10       9          8       7         6         5         4        3         2         1  

  مارانیب سرم يرو بر شده يساز نهیبه  PCR تست کاربرد : 2 شکل
  مثبت يها نمونه )4و3 ،مثبت کنترل )Kb DNA Ladder PLUs  ، 2 1 فرمنتاس مارکر اندازه )1

 یمنف کنترل )10 ، یمنف نمونه )9 ، مثبت نمونه )8 ، یمنف نمونه )7 ، مثبت نمونه )6 ، یمنف نمونه )5
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 ________________________________________________________________________________________________________________________________  
Abstract 
Background and Objective: Fusarium solani is the common etiological agent of fungemia and 
disseminated fusariosis, which is associated with high incidence of mortality in immune-compromised 
host. Due to high level of resistance of antifungals in Fusarium solani, rapid and specific identification of 
organism is essential. This study was done to evaluate the PCR method for rapid and specific diagnosis of 
Fusarium solani in serum samples of HIV positive patients. 

Methods: In this descriptive study, the PCR test based on mitochondrial cytochrome b gene as the target 
gene with 330 bp product was optimized. PCR was applied on 45 serum samples of HIV positive patients 
after evaluation of sensitivity and specificity of the test. 

Results: In the optimized PCR test, the 330 bp product was amplified. The sensitivity of the test was a 
copy of Fusarium solani genome, and its specificity was 100%. Among 45 serum samples, 9 cases (20%) 
were positive for Fusarium solani. 

Conclusion: The PCR method has functional capabilities for direct, rapid and specific clinical diagnosis 
of Fusarium solani in HIV positive patients. 

Keywords: Fusarium solani, Mitochondrial cytochrome b gene, HIV, PCR 
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