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)از جمله گونه های کاندیدا پاراپسیلوزیس، کاندیدا کفیر، 
کاندیدا فاماتا که از گونه های شایع جنس کاندیدا هستند( 
]2[ . از این رو آنزیم مناسب تر که دارای قدرت تمایز 

بیشتری بین گونه ها ست مورد جستجو قرار گرفت. 

شکل 1. الگوهای مختلف حاصل از برش آنزیمی محصولات PCR ژن 
 . MspI  در شش ایزوله کاندیدا با استفاده از آنزیم ITS r DNA

3: کاندیدا گلابراتا ، 5: کاندیدا آلبیکنس ، 7: کاندیداتروپیکالیس. 
 DNA 2و4و6 : گونه نامشخص ، اولین ردیف از سمت راست:مارکر

پیشگفتار
به  متکی  کاندیدا،  مختلف  های  گونه  قطعی  تشخیص 
 PCR-RFLP )Polymerase جمله   از  ملکولی  های  تکنیک 
Chain Reaction- Restriction Fragment Length Polymor-

)phism است. در مورد جنس کاندیدا می توان توسط آنالیز 
   ITS )Internal Transcribed Spacer( ژن محافظت شده ی

به تشخیص دقیق گونه ها دست یافت ]1[. 
آوردن  بدست  برای    RFLP برای  مناسب  آنزیم  انتخاب 
اهمیت  الکتروفورز  در   DNA باندهای  خاص  الگوهای 
ویژه ای دارد. هر آنزیم دارای جایگاه اثر خاص خود است و 
از این رو چون محل برش آنزیم ها روی توالی ژنی  متفاوت 

هست الگوی نتایج هضم آنزیمی نیز متفاوت خواهد بود.
یا این که  آنزیم MspI  به گونه ی روزمره  برای افتراق 
در  که  چنان  هم  اما  است،   رفته  کار  به  کاندیدا  های  گونه 
الگویی از نتایج PCR-RFLP در شکل1 دیده می شود،  این 
آنزیم بعضی از  گونه ها را نمی تواند تفکیک و شناسایی کند 
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زمینه و هدف : آنزیم  MspI از دیرباز در تکنیک PCR-RFLP برای افتراق گونه های کاندیدا استفاده شده است، ولیکن کاستی های 
گوناگونی داشته است. بدین روی گزینش جایگزین برای آن در تشخیص گونه ها اهمیت دارد. 

روش بررسی: در این بررسی توسط نرم افزارMEGA X 10 (2018)  در محدوده ژنی ITS  با استفاده از پرایمرهای یونیورسال ، توالی 
قطعات مربوط به ITS1-ITS4 در 200 گونه مختلف کاندیدا دسته بندی شدند. سپس این توالی ها به وب سایت NEBCutter انتقال یافتند 

و برای انتخاب بهترین آنزیم جهت تفکیک گونه ها مورد بررسی قرار گرفتند.
یافته ها: از بین آنزیم های وب سایت NEBCutter، تعدادی آنزیم شناسایی شدند که قابلیت تفکیک نسبتا مناسبی برای افتراق گونه های 

کاندیدا دارند.
نتیجه گیری: آنزیم Cac8 I  نسبت به سایر آنزیم های شرکت BioLabs New England از جمله MspI  و همچنین آنزیم های دیگر 

تجاری موجود برای تفکیک گونه های کاندیدا ارجحیت دارد.
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آنزیم  آنزیم ها مناسب ترند. گفتنی است  بقیه  از  کاندیدا 
MspI که همواره در تحقیقات استفاده شده است ]3[، در 

 ،C.parapsilosis،C.orthopsilosis های   گونه  خصوص 
C.famata ،C.metapsilosis  و   C.kefyr هیچ گونه هضمی 

انجام نمی دهد و لذا قدرت تفکیک و تشخیص این گونه ها 
را ندارد.

آزمون   در    p-value <0.05 محاسبه  به  توجه  با 
chi-square توسط نرم افزار  Graphpad Prism، نتایج 

این بررسیاز نظر آماری معنی دار می باشد. نتایج  به شکل 
درصد توانایی آنزیم ها در شناسایی گونه های مختلف در 
نمودار1 منعکس شده است. به عنوان مثال توانایی آنزیم 
Cac8 I برای تشخیص کاندیدا کفیر و کاندیدا فاماتا %100 
است. یعنی الگوهایی ایجاد می کند که ازگونه های دیگر 

قابل افتراق باشند.
 بحث

  MEGA X 10 (2018)در پژوهش پیش رو با استفاده از نرم افزار 
و وب سایت NEBcutter  آنزیم جدیدی  برای افتراق گونه 
های کاندیدا جایگزین شد که استفاده از آن به مراتب برای 
تشخیص گونه ها بسیار مناسب است. با توجه به بررسی 
های بیوانفورماتیک ومقایسه الگوهای هضم آنزیمی متمایز، 
برای    Cac8 I آنزیم که  آمد  به دست  نتیجه  این  سرانجام 
افتراق گونه های کاندیدا مناسب ترین آنزیم است. به این 
از  الگوهای خاصی را برای گونه های مختلف   دلیل که 
جمله C. famata و C. kefyr  و کمپلکس parapsilosis   به 
وجود می آورد که در الکتروفورز به راحتی بتوان ایزوله ها 

را شناسایی نمود. 
 Saccharomyces  و Rhodotorula  حتی می تواند جنس های

را نیز از جنس Candida تشخیص و افتراق بدهد .

نمودار1. مقایسه درصد قابلیت آنزیم های مختلف برای تشخیص 
گونه های کاندیدا 

روش بررسی
  MEGA X 10 (2018) در این بررسی با استفاده از نرم افزار
molecular evolutionary genetics analysis)( به بانک ژنی 

گونه های Candida دسترسی پیدا کرده و به این وسیله لیست 
توالی های شامل ژن ITS1-ITS4 (ITS)تمام گونه ها تهیه شد. 
NEBCut-  پردازش های آنزیمی روی توالی ها در وب سایت

انجام گرفت تا مناطق هضم آنزیمی توسط آنزیم های   ter

مختلف مشخص شود. سپس  در خصوص هرگونه با مقایسه 
طول قطعات حاصل از برش های آنزیمی، مشخص شد که 
کدام آنزیم باندهای با الگوی متمایز در الکتروفورز به وجود 

می آورد.
برای  آنزیم   200 از  متجاوز   NEBcutter سایت  وب  در   
انتخاب جهت هضم آنزیمی و به دست آوردن الگوی مناسب 
جهت افتراق ورینت های مختلف ژن ها وجود دارد . آنزیمی 
جهت PCR-RFLP مناسب است که  محصول PCR همه گونه 
ها  را بتواند هضم کند و  در مورد هر گونه یک الگوی هضم 
الگوهای  از  ایجاد کند. شکل 2 نمونه ای  خاص و متفاوت 
هضم آنزیمی ژن ITS  در گونه های کاندیدا با استفاده از آنزیم 

MspI را نمایش می دهد ]2[ .  

  .MspI  با استفاده از آنزیم PCR-RFLP شکل 2( نتایج مربوط به
   )RFLP( 2: گونه نامشخص )  PCR(به ترتیب شامل  1:گونه نامشخص 

 ) RFLP( 4: کاندیدا آلبیکنس ) PCR( 3 : کاندیدا آلبیکنس
5: کاندیدا تروپیکالیس )PCR( 6: کاندیدا تروپیکالیس )RFLP (  و در 

سمت راست تصویر، لدر 100bp را ملاحظه می نمایید. 

مختلف  های  گونه   ITS ژن  توالی   200 حدود   : نتایج 
کاندیدا که در نرم افزار MEGA X 10 (2018)  مرتب شدند، 
گرفتند.  قرار    NEBcutter پایگاه  های  آنزیم  اثر  تحت 
که  شد  حاصل  نتیجه  این  نهایتا  آنها  عملکرد  مقایسه  با 
آنزیم های BsoFI  ،Cac8 I و MboI  برای افتراق گونه های 
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نتیجه گیری
پیشنهاد می شود از این پس برای افتراق گونه های کاندیدا 
  Cac8 Iاز  آنزیم  ITS در تحقیقات در صورت استفاده از ژن
استفاده شود  به علاوه چنان که Ladder 50bp بکار رود و 
تایم الکتروفورز 60 دقیقه رعایت شود و درصد ژل آگارز 
برای RFLP  2.5% باشد که این شرایط باعث می شود قطعاتی 
که کمتر از bp 50 اختلاف طول دارند راحت تر روی ژل از 

هم تفکیک شوند. 
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