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بررسی تکنیک PCR-DGGE برای شناسایی گونه‌های مختلف
Candida

آیدا حمیدخانی1، پریسا محمدی*2، عزت عسگرانی3، مریم یوسفی4

چکیده
مخمــر Candida از جملــه شــایعترین مخمرهــای عفونــت زای انســانی 
می‌باشــد و در ســال‌های اخیــر نــرخ عفونت‌هــای ایجــاد شــده توســط 
ایــن مخمــر افزایــش یافتــه اســت. شناســایی زود هنــگام  ‌Candidaهای 
ــرل  ــی و کنت ــات درمان ــام اقدام ــرای انج ــی را ب ــش مهم ــاری زا نق بیم
عفونت‌هــای بیمارســتانی ایفــا می‌نمایــد. روش‌هــای ســنتی شناســایی 
Candida نســبت بــه روش‌های مولکولی از حساســیت کمتــری برخوردار 
ــا توجــه بــه وجــود برخــی  ــد. ب ــاز دارن اســت و بــه زمــان بیشــتری نی
ــه  ــن مطالع ــتفاده، در ای ــورد اس ــی م ــای مولکول ــا در روش‌ه محدودیت‌ه
ــه‌ی  ــرای شناســایی 5 گون ــک PCR-DGGE ب ــکان اســتفاده از تکنی ام
  C. glabrata، C. tropicalis، C. albicans،بیمــاری زا یعنــی Candida
C. orthopsilosis و C. parapsilosis ارزیابــی شــد. بدیــن منظــور 
ــر  ــای GC-ITS3 و ITS4 تکثی ــتفاده از پرایمر‌ه ــا اس ــه‌ی ITS2 ب ناحی
شــد و از محصــولات به دســت آمــده در DGGE اســتفاده شــد و نشــان 
داده شــد ایــن تکنیــک توانایــی شناســایی و تفکیــک گونه‌هــای مــورد 

ــد ــی را دارا می‌باش بررس

Candida،  PCR-DGGE، ITS2 ،واژه های کلیدی: مخمر

تاريخ دريافت:94/02/01
 تاريخ تصويب: 95/12/16
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مقدمه
ــی  ــه فراوان ــانی ب ــاری‌زای انس ــای بیم مخمر‌ه
ــا  ــی از آن‌ه ــد و برخ ــور دارن ــط حض در محی
فلــور بــدن انســان هســتند. ایــن مخمر‌هــا 
معمــولًا فرصــت طلــب بــوده و در زمانــی کــه 
ــان مســاعد باشــد ســبب ایجــاد  شــرایط میزب
می‌شــوند  مزمــن  یــا  و  حــاد  عفونت‌هــای 

.)Cone et al., 2004(
Candida از جملــه مخمر‌هــای اصلــی ایجــاد 
کننــده‌ی عفونت‌هــای انســانی می‌باشــند. در دو 
دهــه‌ی اخیــر عفونت‌هــای بیمارســتانی ایجــاد 
شــده بــا گونه‌هــای مختلــف Candida تقریبــاً 
ده برابــر افزایــش یافتــه و نــرخ مــرگ و میــر 
ناشــی از کاندیدیــاز تــا 80 درصــد زیــاد شــده 

اســت )Wenzel, 1995(.  در حــال حاضــر
 C. albicansعامــل ایجــاد 50 الــی 70 درصــد 

 .)Trofa et al., 2008( از عفونــت هــا می‌باشــد
بــا ایــن حــال در ده ســال اخیــر عفونــت زایــی 
گونه‌هــای غیــر از C. albicans نیــز افزایــش 
ــر از  ــای غی ــان گونه‌ه ــت. از می ــه اس یافت

 C. albicans، C. parapsilosis ،C. glabrata
C. krusei و C. tropicalis ، عامل ایجاد 17/1 
درصــد از عفونت‌هــای بیمارســتانی می‌باشــند 
)Tan et al., 2008(. بــا توجــه بــه افزایــش 

عفونت‌هــای ایجــاد شــده توســط Candida و 
ــای  ــا گونه‌ه ــه ب ــای مقابل ــاوت در راه کاره تف
 Candida مختلف، شناســایی دقیــق گونه‌هــای
می‌باشــد  برخــوردار  زیــادی  اهمیــت  از 
شناســایی   .)Lopez-Martınez, 2010(

 Candida مختلــف  گونه‌هــای  هنــگام  زود 

بــرای شــروع درمان‌هــای ضــد قارچــی و 
ــه  ــی ضــروری می‌باشــد و ب ــا ســلول درمان ی
ــد  ــایانی می‌نمای ــک ش ــار کم ــدن بیم ــده مان زن
)Schabereiter-Gurtner et al., 2007(. در 

ــف  ــای مختل ــایی گونه‌ه ــر شناس ــال حاض ح
و  تحقیقاتــی  آزمایشــگاه‌های  در   Candida
ــا روش‌هــای اســتانداردی همچــون  پزشــکی ب
 )Murray et al., 1995( ــا ــه‌ی زای تشــکیل لول
می‌شــود  انجــام  بیوشــیمیایی  تســت‌های  و 
(Pfaller et al., 1993). روش‌هــای ذکــر شــده 

نیازمنــد خالــص ســازی ارگانیســم‌های هــدف 
ــی  ــت‌های فنوتیپ ــد. تس ــر ن ــان ب ــیار زم و بس
ــویه‌های  ــود در س ــای موج ــل تفاوت‌ه ــه دلی ب
ــی  ــاد فنوتیپ ــرات زی ــری و تغیی ــف مخم مختل
بــرای  درون گونــه‌ای، روش‌هــای مطمئنــی 
 Candida مختلــف  گونه‌هــای  شناســایی 
ــنتی  ــای س ــر روش‌ه ــکل دیگ ــند. مش نمی‌باش
ــیاری از  ــد بس ــی رش ــدم توانای ــخیص، ع تش
اگزوتروف‌هــا در محیــط‌ کشــت‌های مــورد 
نیــاز بــرای انجــام تســت‌های مختلــف می‌باشــد 

.)Ahearn et al,.1998(

ــای  ــه روش‌ه ــبت ب ــی نس ــای مولکول روش‌ه
بــه  را  دقیق‌تــری  کار‌هــای  راه  ســنتی 
ــم  ــم‌ها فراه ــایی میکروارگانیس ــور شناس منظ
منظــور  بــه  روش‌هــا  ایــن  از  و  می‌نماینــد 
نیــز  مخمر‌هــا  بنــدی  طبقــه  و  شناســایی 
اســتفاده شــده اســت. برخــی از ایــن تکنیک‌هــا،
 ، یپینــگ تا یو ر کا ،r e a l - t i m e P C R , P C R

پلی‌مورفیســم هضــم آنزیــم محــدود کننــده 
)RFLP(، هیبریداســیون فلورســانس در محــل 
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می‌باشــند  توالــی  تعییــن  روش  و   )FISH(
 Dassanayake & Samaranayake(

 2003, Moter& Gobel 2000, Trtkova

Raclavsky 2006 &(. بــا اســتفاده از روش 

ــا ژل  ــورز ب ــک الکتروف ــراه تکنی ــه هم PCR ب

دارای شــیب دناتــوره کننــده )DGGE( امــکان 
شناســایی گونه‌هــای پیــش بینــی نشــده و 
یکــی   DGGE تکنیــک  دارد.  وجــود  حداقــل 
از پرکاربرد‌‌تریــن روش‌هــای غیــر وابســته 
بــه کشــت بــه منظــور مطالعــه‌ی ســاختار 
 Muyzer( می‌باشــد  میکروبــی  جمعیت‌هــای 
Smalla 1998 &(. در ایــن روش ابتــدا بــا 

اســتفاده از PCR محصولاتــی از ناحیــه‌ی ژن 
ــپس از  ــده و س ــت آم ــه دس ــی ب ــورد بررس م
 DGGE .ــود ــتفاده می‌ش ــا در DGGE اس آن‌‌ه
ــود  ــای موج ــاس تفاوت‌ه ــر اس ــت ب ــادر اس ق
در ترکیــب توالی‌هــای مــورد بررســی و اثــری 
ــای ذوب  ــر روی رفتاره ــا ب ــن تفاوت‌ه ــه ای ک
را  مختلــف  گونه‌هــای  می‌گذارنــد،  قطعــات 
شناســایی نمایــد. بدیــن صــورت کــه ذوب 
شــدن جزیــی قطعــات DNA در ژل اکریــل 
ــی  ــده، در ط ــوره کنن ــیب دنات ــد دارای ش آمی
الکتروفــورز موجــب توقــف حرکــت آن‌هــا در 
ــاوت از هــم و در  ژل و تفکیــک توالی‌هــای متف
ــف  ــای مختل ــایی گونه‌ه ــبب شناس ــی آن س پ

.)Muyzer et al., 1993( می‌شــود 
ژن هــای RNA ریبوزومــی در ژنــوم هاپلوئیــد 
ــم  ــر ه ــت س ــش پش ــا آرای ــا ب ــی قارچه تمام
دارنــد.  وجــود  عــدد  تکــرار 50 تــا 100  و 
 18srRNA، ژنهــای  شــامل  تکرار‌هــا  ایــن 

 5.8srRNAو  28srRNAمیباشــند. ژن هــای 

RNA ریبوزومــی توســط فاصلــه اندازهــای 

ITS1 و ITS2 از هــم جــدا میشــوند. نواحــی 

ITS دارای نواحــی متغیــر و حفاظــت شــده 
منظــور  بــه  دلیــل  همیــن  بــه  و  میباشــند 
شناســایی ژنتیکــی قارچهــا  اســتفاده میشــوند 

 .)Reiss et al., 1998(
هــدف از ایــن مطالعــه بررســی امــکان اســتفاده 
از تکنیــک PCR-DGGE بــا اســتفاده از ناحیه‌ی 
ــای  ــایی گونه‌ه ــور شناس ــه منظ ــی ITS2 ب ژن

مختلــف Candida می‌باشــد.
مواد و روش‌ها

گونه‌های Candida و محیط کشت
لیســت گونه‌هــای Candida مختلــف مــورد 
ــر  ــدول 1 ذک ــه در ج ــن مطالع ــتفاده در ای اس
ــت  ــط کش ــا در محی ــن گونه‌ه ــت. ای ــده اس ش
) PDA potato dextrose agar( در دمــای 
37 درجــه‌ی ســانتی گــراد بــه مــدت 24 ســاعت 

ــدند. ــت داده ش کش
DNA استخراج

بــه منظــور اســتخراج DNA مشــابه روش 
زیانــو1  و همــکاران )Xiano, 2006(، دو لــوپ 
ــب(  ــر مکع ــی مت ــوژی )حــدود 20 میل باکتریول
از کلنی‌هــای تــازه ی 24 ســاعته برداشــته 
ــری حــاوی 1  ــی لیت ــوپ 1/5 میل ــه تی شــد و ب
ــد.  ــل گردی ــر ســرم فیزیولوژیکــی منتق میلی‌لیت
عمــل شستشــوی ســلولی دوبــار بــا اســتفاده 
از ســانتریفیوژ (Hettich Rotina 380R )  در 
دورg  × 36894 بــه مــدت 5 دقیقــه انجام شــد. 
ــوب  ــه رس ــد و ب ــه ش ــی دور ریخت ــع روی مای
1.Xiano
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ــر لیــز شــامل 10  ــر باف ــه 300 میکرولیت حاصل
 EDTA 1 میلــی مــولار ،Tris-HCl میلــی مــولار
میکرولیتــر   300  ،NaCl مــولار  میلــی   0/5  ،
مخلــوط فنــل- کلروفــرم- ایزوآمیــل الــکل 
ــه‌ی  ــر گلول ــدود 200 میکرولیت )25:24:1( و ح
ــه  ــر اضاف ــی مت ــک میل ــر ی ــه قط ــه ای ب شیش
ــه  ــدت 15 دقیق ــه م ــس ب ــل ورتک ــد و عم گردی
روی آن انجــام شــد. ســپس محلــول بــه مــدت 
ســانتریفیوژ   36894  ×  g 5 دقیقــه در دور 
شــد و مایــع رویــی بــه تیــوپ جدیــدی منتقــل 
ــرم-  ــل- کلروف ــب فن و حجــم مســاوی از ترکی
ــس از  ــد. پ ــه ش ــه آن اضاف ــکل ب ــل ال ایزوآمی
ــه  ــی ب ــاز روی ــال ف ــدد و انتق ــانتریفیوژ مج س
تیــوپ جدیــد، اتانــول مطلــق ســرد بــا حجمــی 
ــد و  ــزوده ش ــه آن اف ــی ب ــع روی ــر مای 3 براب

ــه‌ی  ــزر 20- درج ــاعت در فری ــدت 1 س ــه م ب
ــدت  ــه م ــول ب ــت. محل ــرار گرف ــانتی‌گراد ق س
ــراد  ــانتی گ ــه‌ی س ــای 4 درج ــه در دم 2 دقیق
ــا دور g × 44272 ســانتریفیوژ شــد و پــس  ب
از شستشــوی رســوب حاصلــه بــا اتانــول 70 
ــه  ــدت 2 دقیق ــه م ــانتریفیوژ ب ــل س ــرد، عم س
بــا دور g × 44272  در دمــای 4 درجــه‌ی 
ســانتی گــراد انجــام گرفــت. در نهایــت رســوب 
ــه در 50 میکرولیتــر آب مقطــر اســتریل  حاصل
ــزر  ــتفاده در فری ــع اس ــا موق ــد و ت ــل گردی ح
20- درجــه‌ی ســانتی گــراد نگــه‌داری شــد. بــه 
ــت  ــه دس ــت DNA ب ــان از کیفی ــور اطمین منظ
آمــده میــزان جــذب نــوری بــا اســتفاده از 
 )Thermo Scientific 2000C( نانــودراپ 

ــد. خوانده ش

جدول1: گونه‌های مختلف Candida مورد بررسی در این مطالعه

 2. Culture Collection, University of Gothenburg
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 PCR شرایط
 96 PeqSTAR( بــا دســتگاه ترموســایکلر PCR

Universal Gradient( انجــام شــد و قطعــات 

حــدود 300 جفــت بــازی در ناحیــه‌ی ITS2 بــا 
اســتفاده از پرایمر‌هــای ITS3 و ITS4 تکثیــر 
منظــور  بــه   .(White et al., 1990) یافــت 
 DNA جلوگیــری از ذوب شــدن کامــل قطعــات
در DGGE، قطعــه‌ی کوتاهــی از GC بــا توالــی 
 CGCCCGCCGCGCGCGGCGGG ′5
ــت  ــر رف ــای′5 پرایم ــه انته GGCGGGG3′ ب
متصــل گردیــد )Muyzer, 1990(. مخلــوط 
 2/5 شــامل   PCR میکرولیتــری   25 واکنــش 
ــی  ــراه 1/5 میل ــه هم ــر PCR ب ــر باف میکرولیت
ــار  ــولار از چه ــی م ــولار MgCl 2 ، 0/2 میل م
ــولار  ــی م ــد )dNTP(، 0/16 میل ــوع نوکلئوتی ن
 ITS3-GC از هــر کــدام از پرایمر‌هــای رفــت
 Taq 1/25 واحــد آنزیــم ، ITS4 و برگشــت
الگــو   ‌DNA‌ میکرولیتــر  1 و   polymerase

ــارت  ــده در PCR عب ــرا ش ــه‌ی اج ــود. برنام ب
ــه  ــود از: دمــای 95 درجــه‌ی ســانتی گــراد ب ب
مــدت 5 دقیقــه بــه منظــور دناتوراســیون اولیه، 
35 ســیکل شــامل دمــای 95 درجــه‌ی ســانتی 
ــه، دمــای 58 درجــه‌ی  ــه مــدت 30 ثانی گــراد ب
ســانتی گــراد بــه مــدت 45 ثانیــه و دمــای 72 
ــه و  ــدت 1 دقیق ــه م ــراد ب ــانتی گ ــه‌ی س درج
ــانتی  ــه‌ی س ــای 72 درج ــی در دم ــر نهای تکثی
 PCR ــه. پــس از انجــام ــه مــدت 5 دقیق گــراد ب
بــه منظــور اطمینــان از کیفیــت محصــولات 
ــدام از  ــر از هرک ــده 5 میکرولیت ــت آم ــه دس ب
ــا  ــد ب ــر روی ژل آگارز 1 درص ــولات ب محص

ــد. ــی ش ــت بررس ــاژ 70 ول ولت
DGGE شرایط

 ( سیســتم  از  اســتفاده  بــا   DGGE آنالیــز 
 Bio-Rad Dcode universal mutation

گرفــت.  detection system(انجــام 

ــدی  ــد 8 درص ــل آمی ــورز در ژل اکری الکتروف
ــرم  ــده‌ی اوره و ف ــوره کنن ــیب دنات ــامل ش ش
آمیــد 32/5 تــا 57/5 درصــد انجــام شــد و ژل 
بــا اســتفاده از بافــر 1X TAE در ولتــاژ 55 ولت 
و دمــای 56 درجــه‌ی ســانتی گــراد بــرای مــدت 
12 ســاعت الکتروفــورز گردیــد. 20 میکرولیتــر 
از محصــول PCR بــا 20 میکرولیتــر رنــگ 
بارگــذاری 2x مخلــوط گردیــد و در الکتروفورز 
اســتفاده شــد. پــس از اتمــام الکتروفــورز، ژل 
بــا اســتفاده از اتیدیــوم برومایــد رنــگ آمیــزی 
 1X شــد و ســپس بــه مــدت 15 دقیقــه در بافــر
ــا  ــت ژل ب ــد. در نهای ــی گردی ــگ زدای TAE رن

 Syngene In Genius( اســتفاده از ژل داک 
LHR2 ( مشــاهده و از آن عکــس بــرداری شــد.

نتایج 
بــا اســتفاده از روش اســتخراج ‌DNA فنــل 
مقــدار  شیشــه‌ای  گلوله‌هــای  و  کلروفــرم 
زیــادی )حــدود 200 تــا 1000 نانوگــرم در 
ــر  ــل تکثی ــر( DNA خالــص و قاب هــر میکرولیت
از گونه‌هــای مختلــف Candida بــه دســت 
‌DNA، از محصــولات  آمــد. پــس از تکثیــر 
 DGGE در  میکرولیتــر(   20 )حــدود    PCR

اســتفاده شــد. بــه منظــور بهینــه ســازی تفکیک 
باند‌هــای متعلــق بــه گونه‌هــای مختلــف از 
ــی  ــرایط مختلف ــا، ش ــوح باند‌ه ــر و وض یکدیگ
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بــرای الکتروفــورز اعمــال گردیــد و شــیب‌های 
ــد متفاوتــی  ــده‌ی اوره و فــرم آمی دناتــوره کنن
بــه کار گرفتــه شــد. در نهایــت شــرایط شــیب 
32/5 تــا 57/5 درصــد در ژل 8 درصــد اکریــل 
ــه  ــای 56 درج ــت و دم ــاژ 55 ول ــد در ولت آمی

ــه  ــاعت ب ــدت 12 س ــرای م ــراد ب ــانتی گ ی س
انتخــاب   DGGE, شــرایط  بهتریــن  عنــوان 
ــه  ــق ب ــای متعل ــد باند‌ه ــاهده ش ــد و مش گردی
گونه‌هــای مختلــف Candida  در ایــن شــرایط 
بــه خوبــی از هــم تفکیــک می‌شــوند )شــکل 1(. 

ــد.  ــد 8 درص ــل آمی ــف Candida در ژل اکری ــای مختل ــورز PCR-DGGE گونه‌ه ــکل الکتروف ــکل1: ش ش
 ،C. orthopsilosis، C. parapsilosis، C. glabrata  ــده‌ی ــان دهن ــا 5 نش ــف 1 ت ــب ردی ــه ترتی ب

          C. albicans  و C. tropicalis می‌باشد.     

بحث
مختلــف  گونه‌هــای  مولکولــی  شناســایی 
 ITS ــی ــتفاده از نواح ــا اس ــولًا ب ــی معم قارچ
ــر رمــز گــذار ــه‌ی غی ــرد. ناحی صــورت می‌پذی

 ITS2 5.8  وS rDNA، ITS1کــه شــامل  ITS

ــای  ــداد تکرار‌ه ــل وجــود تع ــه دلی می‌باشــد، ب
مناســبی  هــدف  قارچ‌هــا،  ژنــوم  در  زیــاد 
ــه دارای ســرعت  ــن ناحی ــرای PCR اســت. ای ب
تکامــل بالایــی می‌باشــد و ســبب می‌شــود 

ــف  ــان گونه‌هــای مختل تفاوت‌هــای موجــود می
نزدیــک بــه هــم در مقایســه بــا نواحــی حفاظــت 
شــده‌ی رمزگــذار rRNA بیشــتر باشــد. در 
ــولًا  ــه‌ی ITS معم ــی DNA در ناحی ــه توال نتیج
بــرای طبقــه بنــدی تاکســونومیکی مناســب تــر 
رو  ایــن  از   .)Lord et al., 2002( می‌باشــد 
ــه منظــور  ــه‌ی ITS2 ب ــه از ناحی ــن مطالع در ای
 Candida مختلــف  گونه‌هــای  شناســایی 

ــد. ــتفاده ش ــط DGGE اس توس
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بــا توجــه بــه شــکل 1 مشــاهده می‌شــود 
بهینــه ســازی شــرایط DGGE ســبب شــد 
ــه‌ی ITS2 از  ــده‌ی ناحی ــر ش ــات تکثی ــا قطع ت
ــی  ــت متفاوت ــزان حرک ــف می ــه‌ی مختل 5 گون
را در ژل DGGE از خــود نشــان دهنــد. بــه 
 C.albicans و   C.tropicalis کــه  طــوری 
ــن و بیشــترین غلظــت از  ــب در کمتری ــه ترتی ب
ــف شــده  ــده در ژل متوق ــوره کنن ــاده‌ی دنات م
ــا  ــی آن‌ه ــه ی میان ــا در فاصل ــایر گونه‌ه و س
ای کــه توســط  قــرار گرفتنــد. در مطالعــه 
ــال 2013 روی  ــکاران در س ــکرا1  و هم ویراس
ــورت  ــزاق ص ــف Candida ب ــای مختل گونه‌ه
گرفــت )Weerasekera et al., 2013(، نشــان 
داده شــد امــکان شناســایی گونه‌هــای مختلــف 
ــای NL1 و  ــتفاده از پرایمر‌ه ــا اس Candida ب
ــک  ــر ی ــود دارد و ه ــط DGGE وج LS2 توس
ــاص در  ــد خ ــک بان ــای Candida ی از گونه‌ه
جایــگاه خاصــی از ژل را بــه خــود اختصــاص 
می‌دهنــد. در مطالعــه‌ی حاضــر بــا وجــود 
 C. ایــن کــه بــرای هــر کــدام از گونه‌هــای
 albicans، C. orthopsilosis، C. glabrata
بــه  ژل  در  بانــد  یــک   C. parapsilosis و 
 4 C. tropicalis دســت آمــد، امــا گونــه‌ی
بانــد ایجــاد نمــود. در مطالعــه ای کــه توســط 
میکایلســن2  و همــکاران بــر روی کلنی‌هــای 
قارچ‌هــای کاغــذ انجــام شــده بــود نیــز نتایــج 
حاصــل   PCR محصــولات  بــرای  مشــابهی 
ــاهده  ــای ITS3 و ITS4 مش ــا پرایمر‌ه ــده ب ش
شــد (Michaelsen et al., 2006). بــه طــوری 
 1.Weerasekera
.2.Michaelsen  

ــه  ــی مطالع ــای قارچ ــی از گونه‌ه ــه در برخ ک
ــرای  ــد در ژل ب ــن بان ــا DGGE چندی ــده ب ش
ــد.  ــاد ش ــاص ایج ــم خ ــک میکروارگانیس ی
زیــادی  بخــش   LS2 و   NL1 پرایمر‌هــای 

)26S rRNA ( ناحیــه‌ی   D1 دومیــن  از 
 ITS3 و پرایمر‌هــای )Cocolin et al., 2003(

 5.8S از  بخشــی  و   ITS2 ناحیــه‌ی   ITS4 و 
تکثیــر  را  ریبوزومــی   RNA ژن  از    rRNA

آن  از  و   )White et al., 1990( می‌دهنــد 
زیــادی  تکرار‌هــای  دارای   ITS2 کــه  جایــی 
می‌باشــد، گمــان مــی‌رود باند‌هــای اضافــی 
ــای  ــتفاده از پرایمر‌ه ــا اس ــر ب ــه از تکثی حاصل
 C. tropicalis بــرای گونــه‌ی ITS4 و ITS3

ــای  ــی در کپی‌ه ــوع ژنتیک ــود تن ــل وج ــه دلی ب
ــه‌ی  ــده در ناحی ــی ش ــه‌ی بررس ــف ناحی مختل

.)Schoch et al., 2012( باشــد   ITS2

بــه دلیــل شــیوع بــالا و گســترش روز افــزون 
ــای  ــط گونه‌ه ــده توس ــاد ش ــای ایج عفونت‌ه
  Candida (Lopez-Martınez, 2010)مختلــف
ــد نقــش بــه ســزایی را  تکنیــک DDGE می‌توان
ــی  ــت زای کاندیدای ــل عفون در شناســایی عوام
ــریع،  ــی س ــک DGGE روش ــد. تکنی ــا نمای ایف
قابــل اعتمــاد، تکــرار پذیــر و مقــرون بــه 
صرفــه بــرای شناســایی میکروارگانیســم‌ها 
بــوده )Muyzer, 1999(  و بــا اســتفاده از ایــن 
تکنیــک می‌تــوان گونه‌هــای غیــر قابــل انتظــار 
و بــا فراوانــی پاییــن را در محیــط مــورد 
 Weerasekera(نمــود شناســایی  بررســی 
امــکان  ارزیابــی  رو  ایــن  از   .)et al., 2013

اســتفاده از DGGE  بــه منظــور شناســایی 
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ســایر گونــه هــای بیمــاری زای Candida بــا 
نواحــی ژنــی مختلــف می‌توانــد نقــش مؤثــری 
در افزایــش کاربرد‌هــای تشــخیصی ایــن روش 

ــد. ــا نمای ایف
نتیجه گیری

در ایــن مطالعــه امــکان اســتفاده از تکنیــک 
گونــه‌ی   5 شناســایی  منظــور  بــه   DGGE

مــورد   Candida زای  بیمــاری  مختلــف 

ــه  ــت و نشــان داده شــد ک ــرار گرف بررســی ق
ــک و  ــکان تفکی ــک ام ــن تکنی ــتفاده از ای ــا اس ب
بیمــاری‌زای  مختلــف  گونه‌هــای  شناســایی 
 DNA قطعــات  از  اســتفاده  بــا   Candida
ــود دارد و  ــه‌ی ITS2 وج ــه از ناحی ــر یافت تکثی
ــود  ــل می‌ش ــا حاص ــی از باند‌ه ــوی خاص الگ
کــه می‌تــوان از آن در تشــخیص گونه‌هــای 
مســبب عفونت‌هــای کاندیدایــی بهــره بــرد.
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