
 

 2 ي شماره، 2 ي دوره، 1390 ، تابستانت و زيباييــپوس

   در بيماران مبتلا به درماتيت سبورئيكمالاسزياهاي  شناسايي گونه
   PCR-RFLP روشاستفاده از با 

  
  مقدمه

درماتيت سبورئيك يك درماتيت مزمن است كه در        
هاي چرب هـم در نـوزادان و هـم در بـالغين              آن پوسته 

بثـورات تمايـل دارنـد بـر     در بالغين،   . دنشو  مشاهده مي 
هاي مركزي صـورت، ابروهـا و سـر ظـاهر             روي قسمت 

. گردنـد   دارشـدن پوسـت مـي       شده و اغلب باعث پوسته    
توانـد در زيـر بغـل،         مـي چنين     هم درماتيت سبورئيك، 

  .وجود آيد سينه به ران يا وسط قفسهي  كشاله

  
ريش رويش  در مردان اين وضعيت گاهي در نواحي        

ت اين بيماري نامـشخص اسـت، امـا         عل. شود  ايجاد مي 
مالاسزيا، درماتيت سبورئيك گاهي با رشد بيش از حد         

 طبيعي بر سطح پوست وجـود دارد،        طور  به كه   مخمري
عامـل بيمـاري پيتيريـازيس     قـارچ  ايـن . مرتبط اسـت 

ــت  ــيكالر اس ــبورئيك،   و ورس ــت س ــاتوژنز درماتي در پ
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هـاي مختلفـي       داراي گونـه   اسـت كـه    دوست  چربي دوشكلي و    ي قارچ مالاسزيا :هدف و زمينه
 ـها به صورت فلور طبيعي روي پوست وجـود دار            بعضي از آن   .دباش  مي  در شـرايطي ايجـاد      ود  ن

 درماتيـت  در مـوارد     مالاسـزيا هـاي     گونـه ، بررسـي    مطالعه نيا از هدف اصلي    .كنند  بيماري مي 
  .بود PCR-RFLP  با استفاده از روش مولكوليسبورئيك

 
هاي پوستي مبتلايـان     از ضايعه ي جداشده     نمونه 70 ،ي توصيفي   مطالعه از در اين     :روش اجرا 

ها با اسـتفاده از روش مولكـولي          شناسايي ايزوله .  مورد مطالعه قرار گرفت    درماتيت سبورئيك به  
PCR-RFLPي ه در اين روش ناحي ـ. انجام شد Internal Transcribed Spacer 2 (ITS2) 

 AluI  ،BanIتوسط سه اندونوكلئاز تحديـدي       تكثير گرديد و     ITS4 و   ITS3توسط پرايمرهاي   
  . آمددست به مالاسزيا ي هقطعات مشخصي براي هر گون MspAIو 

  
 ورفـور مالاسـزيا ف  ،  %)6/48 (مالاسـزيا گلوبـوزا    از بيماران به ترتيب      جداشدههاي    گونه :ها  يافته

 هـيچ مـوردي   . بودنـد %) 8/2 (مالاسـزيا سـيمپودياليس   و  %) 6/8 (مالاسزيا اسـلوفيئي  ،  %)0/40(
 ،M. pachydermatis ،M. japonica ،M. dermatis ،M. restricta ،M. obtusaاز 

M. nana و M. yamatoensis نشدها جدا از نمونه .  
  
 و مالاسـزيا گلوبـوزا   درماتيت سـبورئيك،  اتشده از ضايع ايزوله ي ترين گونه  شايع :گيري  نتيجه

  . بودمالاسزيا فورفورپس از آن 
  

 PCR-RFLP، درماتيت سبورئيك، مالاسزيا :ها كليدواژه
  

  1/3/90: پذيرش مقاله             3/12/89 :دريافت مقاله
  98-105: )2 (2ي  ، دوره1390تابستان پوست و زيبايي؛ 

  ي پژوهشيمقاله
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هاي   بيوتيك  آنتي توسطدرمان   ورئيك با درماتيت سب 
 ايـن   ي  هكننـد  شود و اين نكته مطـرح       هتر مي  ب  ضدقارچ

هاي مخمري پوست در ايجاد اين  احتمال است كه قارچ 
 اتيولوژي دقيق بيماري ناشناخته     .رندبيماري دخالت دا  

همراهـي ايـن    كـه   است ولي بيش از يـك دهـه اسـت           
ايـن  . 1 اسـت  درماتوز با مخمر مالاسـزيا شـناخته شـده        

باشد و نواحي غنـي از سـبوم باعـث           مخمر ليپوفيل مي  
درصد كمي از افرادي كه     . 1و2شوند  سهولت رشد آن مي   

اين مخمر را در پوست خود دارند مبـتلا بـه درماتيـت             
گرچه مكانيسم دقيق آن شـناخته     . گردند سبورئيك مي 
يـك نظريـه علـت ايـن امـر را پاسـخ             امـا   نشده اسـت    

 ـ    ، زيـرا   2و3دانـد   ه ايـن مخمـر مـي      غيرطبيعي ميزبـان ب
. بادي عليه مالاسـزيا دارنـد        آنتي سالم،بسياري از افراد    

افـراد   بـادي در    برخي از مؤلفين معتقدنـد سـطح آنتـي        
مبتلا به درماتيت سـبورئيك بـالاتر اسـت ولـي برخـي             

 پيـشنهاد شـده     اخيـراً . ديگر اين نظريه را قبول ندارنـد      
اكـنش  است كه درماتيـت سـبورئيك بـه علـت يـك و            

شـود كـه باعـث پاسـخ         تحريكي به مالاسزيا ايجاد مـي     
موارد درماتوزهـاي   % 25 ي سر  شوره. 3گردد  التهابي مي 
 و  ي سـر   شوره. 4دهد  را به خود اختصاص مي     پوست سر 

هـاي متفـاوت يـك بيمـاري         درماتيت سبورئيك شدت  
لـذا  )  فرم ضعيف بيمـاري اسـت      ي سر  شوره(باشند    مي

ثر در  ؤل ضـد قـارچي م ـ     بيني است كه عوام ـ    قابل پيش 
 هـم   ي سـر   شـوره درماتيت سبورئيك در درمان     درمان  

دو گروه دارويي مهم در درمان درماتيـت        . 1دنثر باش ؤم
 كورتيكواستروئيدهاي موضعي و عوامل ضـد       ؛سبورئيك

بـه علـت عـوارض جـانبي        اما امروزه   . 3باشند  قارچي مي 
كورتيكواستروئيدهاي موضعي، اقدامات درمـاني بيـشتر       

  . اند ف عوامل ضد قارچي متمايل شدهبه طر
 شامل مالاسزيا از ي هگونهفت  گذشتههاي  در سال

 ا،زگلوبـو  مالاسـزيا  ،ئياسلوفي فورفور، مالاسزيا مالاسزيا

 درمـاتيس،  پكـي  مالاسـزيا  مالاسـزيا سـيمپودياليس،  

مختلف  هاي روش با ابتوسا مالاسزياو  رستريكتا مالاسزيا
 نـواحي  در كـه  شـده  هشـناخت  و مولكولي بيوشيميايي

 گـزارش  هـا  آن از متفـاوتي  ميزان شيوعجهان  مختلف

 ديگــر شــامل ي هاخيــراً چهــار گونــ. 4و5اســت گرديــده
 و  مالاسزيا درماتيس، مالاسزيا جاپونيكـا، مالاسـزيا نانـا        

 مالاسـزيا جـنس  هـاي    بـه گونـه   مالاسزيا ياماتوئنسيس 
پوسـتي  هاي    ها با بيماري    ارتباط آن افزوده شده است و     

 M. sympodialisهاي  گونه .5دباش ميدر دست بررسي 
ــه  شــايعM. restrictaو  ــرين گون  در مالاســزياهــاي  ت

  . 6ضايعات درماتيت سبورئيك هستند
هـاي    گونـه بندي مولكولي     هايي كه براي طبقه    روش
توان بـه دو دسـته        ياند را م     به كار گرفته شده    مالاسزيا

ها   نس استرين هايي كه اختلافات سكا     روش: تقسيم كرد 
 DNAماركرهاي  هايي كه     روشد و   نكن  ميرا شناسايي   

هـاي   گونـه هـاي   بـراي افتـراق زيرتايـپ     مرفيـك را      پلي
هاي   روشگذشته  هاي    در سال . دنكن   تكثير مي  مالاسزيا

 ي   يك قطعه  PCRتايپينگ مولكولي بر اساس     گوناگون  
در هـا      موتاسـيون  وجوي  جستمشخص و به دنبال آن،      

  .5-12م شده استآن قطعه انجا
ــرين  ي در آينــده ــك، تايپينــگ مولكــولي بهت  نزدي

وسيله براي مطالعات اپيدميولوژيك خواهد بود و توسط 
 را  مالاسـزيا هـاي     توان پاتوبيولوژي گونه    ها مي   اين روش 

  .5پوستي توضيح دادهاي  بيماريدر ارتباط با 
 براي شناسايي PCR-RFLP از روش   بررسيدر اين   

شـده  هاي جدا   پوسته در   مالاسزياهاي     گونه ي  هو مقايس 
ه  اسـتفاده شـد    درماتيت سـبورئيك  از بيماران مبتلا به     

 ـ      اين روش مي   .است  را در   مالاسـزيا  ي  هتواند يـازده گون
  .5 بيماران شناسايي كندي ه پوستي هنمون

  روش اجرا
 به مدت يـك سـال   1387ماه  اين مطالعه كه از دي 

 رماتيت سبورئيكدر مبتلا به  بيما79روي  انجام گرفت   
دانـشگاه علـوم     يشـهدا  بيمارسـتان    پوست درمانگاهبه  

ــشتي،  ــهيد به ــژوهش   پزشــكي ش ــوزش و پ ــز آم مرك
دانـشگاه  و بيمارستان رازي    هاي پوست و جذام       بيماري

از . كرده بودند، انجـام شـد     مراجعه   علوم پزشكي تهران  
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 تهيـه،   پوسته ي  ه استريل نمون  اسكالپلاين افراد توسط    
 سـه چنـين      هـم  .آوري شـد    اي سياه جمـع   ه  در پاكت و  

مالاســـزيا ، )CBS9577 (مالاســـزيا فورفـــور ي هســـوي
 مالاســـزيا گلوبـــوزا و ) CBS7222 (ســـيمپودياليس

)CBS7874 (عنــوان شــاهد در ايــن تحقيــق مــورد  هبــ
نامه    رضايت تأييداز بيماران بعد از     . ندبررسي قرار گرفت  

سب اي بـراي ك ـ   نامـه   پرسـش شد و نيز       گرفته مي   نمونه
 .گرديـد  اطلاعات بيشتر در مـورد بيمـاري تكميـل مـي         

 DNA استخراج كيت  از ،ها  نمونه  از DNAاستخراج   براي
 AccuPrp® Genomic DNA Extraction)ژنـومي  

Kit, Bioneer Corporation)تكثير براي  . استفاده شد
DNA   هر ميكروتيـوبِ كيـت      استخراج شده، به  PCR، 
 چهـار تخراج شـده و      اس ـ DNA ميكروليتر از    دوميزان  

يونيورسال  پرايمر   دوميكروليتر از مخلوط آماده شده از       
  : شد هاي زير افزوده مي با سكانس

ITS3 (5 ́-GCATCGATCAAGAACGCAGC-3  و (́
ITS4 (5 ́-TCCTCCGCTTATTGATATGC-3 ́). 

حجم مخلوط واكنـشي بعـد از افـزودن پرايمرهـا و            
DNA نده  لانـدا رســا 20هـا بـا آب ديــونيزه بـه      نمونـه

 در داخـل    DNAهـا بـراي تكثيـر         شد و ميكروتيوب    مي
 قــرار Eppendorf Mastercycler Gradientدســتگاه 
 3تنظيم دستگاه براي انجام يك سيكل  .شدند داده مي
گـراد بـه منظـور         درجـه سـانتي    95اي با دمـاي       دقيقه

 دقيقه با دمـاي     1:  سيكل شامل  35دناتوراسيون اوليه،   
 دقيقـه در    1ي دناتوراسـيون،    گراد بـرا     درجه سانتي  95

 1گراد براي اتـصال پرايمرهـا و           درجه سانتي  55دماي  
گراد بـراي      درجه سانتي  72 ثانيه در دماي     30دقيقه و   

 پليمــراز و در نهايــت يــك Taqپليمريزاســيون توســط 
گراد بـراي      درجه سانتي  72اي با دماي       دقيقه 5سيكل  

  .گرفت پليمريزاسيون نهايي صورت مي
بعـد از   % 4ژل آگـاروز      بر روي يـك      PCRمحصول  

با انجام  . برومايد قابل مشاهده بود     آميزي با اتيديوم    رنگ
RFLP   سه اندونوكلئاز تحديـدي    توسط AluI  ،BanI  و 

MspAI،         هـاي    قطعات مشخصي براي هر يـك از گونـه  

شده  هضم محصول الكتروفورزيسِ ژل ي هوسيل به مالاسزيا
آميـزي بـا      د از رنـگ    آمد كه بع ـ   دست  به ها  توسط آنزيم 

  .ند قابل مشاهده بوداتبرومايد اين قطع اتيديوم
  
  ها يافته
از نظـر   ) %4/11( بيمار   9 بيمار تحت مطالعه،     79از  

از  .شدند از مطالعه كنار گذاشته       بودند و  منفيمالاسزيا  
 35،  درماتيـت سـبورئيك   مبتلا بـه    باقيمانده   بيمار   70

حـراف معيـار و    ان، ميـانگين  و مـرد بودنـد   ) %50(بيمار  
 5/25 و   01/10 و   47/26 سن بيماران به ترتيب      ي  ميانه

  .بود)  سال12-75دامنه سني (سال و 
 ـ   دست  بهطول باندهاي    مالاسـزيا   ي  ه آمده براي گون

 مالاسـزيا جاپونيكـا   ،  554 مالاسزيا آبتوسا ،  557 فورفور
، 505 مالاسزيا اسـلوفيئي  ،  477 مالاسزيا گلوبوزا ،  528

 مالاسـزيا سـيمپودياليس   ،  529 ماتيسدر  مالاسزيا پكي 
 مالاسزيا درمـاتيس  ،  470 اماتوئنسيسيمالاسزيا  ،  420
ــتريكتا، 416 ــزيا رس ــا و 463 مالاس ــزيا نان  428 مالاس

  .5دباش ميجفت باز 
آمده از   دست هايي از باندهاي به      نمونه 2 و   1تصاوير  

هاي حاصل از      و سپس باند   PCRالكتروفورز محصولات   
ــزيم  PCRلات هــضم آنزيمــي محــصو   توســط ســه آن

  .دهد كاررفته در اين تحقيق را نشان مي به
شـود    ديـده مـي  2 ي ه كه در تصوير شمار   طور  همان

ــ ــازيِ  505 ي هقطع ــت ب ــدPCR جف ــزيا  ي ه ش مالاس
 120 و 385 ي ه به دو قطع AluIتوسط آنزيم    اسلوفيئي

 427 ي  ه به دو قطع ـ   MspAIجفت بازي و توسط آنزيم      
 BanIته شده است ولي آنـزيم        جفت باندي شكس   33و  

  .5 شده نداردPCR ي هتأثيري روي قطع
ــورد  ــيمپودياليسدر م ــزيا س ــمالاس  420 ي ه قطع

 آنـزيم   ي  وسـيله   بـه ، تنهـا    PCRجفت بـازي حاصـل از       
MspAI   جفـت بـازي     30 و   109،  281 ي  ه به سه قطع 

بـراي  اي    تقسيم شـده اسـت و دو آنـزيم ديگـر ناحيـه            
  . 5ارند شده ندPCR ي ه در قطعشكستن
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 در مالاســزياهــاي  گونــه ، توزيــع فراوانــي1 جــدول
  مبتلايــان بــه درماتيــت ســبورئيك را بــاليني ي هنمونــ

هـاي   در بيمـاران تحـت مطالعـه، گونـه     . دهـد   نشان مي 
  ،M. pachydermatidis ،M. japonica مالاســـزياي

M. dermatis ،M. nana ،M. obtusa ،M. restricta  
  . نشد مشاهدهM. yamatoensis و

) %1/97( بيمـار    68 بيمار تحـت مطالعـه، در        70 از
 بيمـار   11ريـزي و در       صـورت پوسـته     بـاليني بـه    شكل

  .  شدهاي قرمز مشاهده صورت لكه به) 7/15%(
ــستعدكنند  ــژوهش، وجــود عوامــل م ــن پ  ي هدر اي

درماتيت سبورئيك از جملـه مـصرف اسـتروئيد، نقـص         
ابـتلا بـه    ، مـصرف الكـل،      ابتلا به بيماري صـرع    ايمني،  
. پاركينسون و فلج عصب صورت بررسي گرديد      بيماري  

لپسي در يـك      ، اپي )%3/4( بيمار   3مصرف استروئيد در    
مشاهده ) %4/1(، پاركينسون در يك بيمار )%4/1(بيمار 

هـيچ يـك از مـوارد فـوق         ) %9/92( بيمار   65شد و در    
  .مشاهده نگرديد

 سال  30 تا   21موارد بيماري در گروه سني      % 6/48
 سـال   20 تـا    10روه سني   موارد بيماري در گ   % 6/28و  

اين بيماري در افراد زير دهد  ديده شد كه اين نشان مي
 ي  ه در هم ـ  .%)1/77 (شـود    سال بيشتر مشاهده مي    30

مالاسـزيا  بيشترين عامل ايجاد بيمـاري      سني  هاي    گروه
ي   رابطـه   كـاي مربـع   ا اسـتفاده از آزمـون       ب .بود گلوبوزا
ران  و جــنس بيمــامالاســزيا ي ي بــين گونــهدار معنــي

بالينيي    همونن در مالاسزيا هاي  گونه فراواني  توزيع :1جدول
 PCR-RFLP به روش مبتلايان به درماتيت سبورئيك

 مالاسزياهاي  گونه  فراواني  درصد
6/48 34 M. globosa 
0/40 28 M. furfur 
6/8 6 M. slooffiae 
8/2 2 M. sympodialis 

 جمع كل 70 100

مالاسزياو يك ماركر يك كنار  هاي بيمار در نمونه :1تصوير 
1رديف   :اند  در ژل آگاروز الكتروفورز شده     شاهد   گلوبوزاي

جداشده از (مالاسزيا سيمپودياليس  2، رديف   bp50ماركر  
جداشـده از (اسلوفيئيمالاسزيا   3، رديف   )باليني ي  هنمون
ي  هنمون( مالاسزيا گلوبوزا  كنترل   4رديف  ،  ) باليني ي  هنمون

مالاســزيا 8 تــا 5 هــاي رديــفو ) CBS7874اســتاندارد، 
 ). بالينيهاي جداشده از نمونه (گلوبوزا

بعـد ازجداشده از دو بيمار      ي نمونه مالاسزيا  دو :2تصوير  
 توسـط سـه انـدونوكلئازPCRهضم آنزيمي محـصولات     

 مشاهدهماركر كنار دو  ر د MspAI و   AluI  ،BanIتحديدي  
ــاركر 1رديــف . شــوند مــي مالاســزيا 2، رديــف bp50 م

،BanI اســلوفيئيمالاســزيا  3، رديــف AluI اســلوفيئي
مالاسـزيا 5، رديـف    MspAI اسلوفيئيمالاسزيا   4رديف  

مالاسـزيا سـيمپودياليس    6، رديـف    AluI سيمپودياليس
BanI   مالاسزيا سيمپودياليس  7، رديف MspAI و رديـف

 .دباش مي pBR322 MspI digestماركر  8
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هـاي مختلـف       فراوانـي گونـه    ).=81/0P(مشاهده نـشد    
 نشان داده   2 به تفكيك نواحي بدن در جدول        مالاسزيا

  .شده است

  بحث
  شناساييبراي PCR-RFLPوش  از رتحقيقاين  در

ايـران   در  آنشـايع  انـواع  بررسـي  و مالاسـزيا هاي  گونه
 PCR-RFLPنتايج نشان داد كه روش      . داستفاده گردي 
 بسيار ساده و مناسب     مالاسزياهاي    يي گونه براي شناسا 

  . باشد مي
بيمـاران   از آمـده  دست به مثبت ي هننمو 70 ميان از
 مالاسـزيا % 6/48 حـدود  ،درماتيـت سـبورئيك   به مبتلا
 مالاســزيا% 6/8 و فورفــور مالاســزيا %40و  ازگلوبــو

 ماننـد  كـه  دهد مي نشان اين .شد  جداسازياسلوفيئي

 گلوبـوزا  مالاسزيا دنيا، در لوژيكيمطالعات اپيدميو اكثر

بر خلاف آنچه كه . باشد بيماران مياين  در غالب ي هنگو
 آمــده 2003در ســال  Inamadar مــروري ي هدر مقالــ

 در بررسـي مـا بـر روي         مالاسزيا سـيمپودياليس  تعداد  
بيماران مبتلا بـه درماتيـت سـبورئيك، تنهـا دو مـورد             

 از بيمـاران    يكتامالاسزيا رسـتر  بود و موردي از     %) 8/2(
 و همكـارانش    Sugita 2006در سـال    . 6و13جدا نگرديد 

هاي پوست را در موارد درماتيت اتوپيك         تعداد مالاسزيا 
 مـورد از  هفـت در  . شمارش كردند PCR-RFLPتوسط  
ــزياها دوازده ــداد مالاس ــورد تع ــي م ــده در و كل نيزه ش
 تنـه و اعـضا      ي  ه سر و گردن در مقايسه با ناحي       ي  هناحي

 و  مالاسـزيا گلوبـوزا   هـاي      گونـه   و داد   نشان مـي   افزايش

نيزاسيون را تـشكيل    وموارد كل % 80 مالاسزيا رستريكتا 
 حاضر نيز ميـزان مـوارد ابـتلا         ي  هدر مطالع . 14دادند  مي

 ـ           غالـب هماننـد     ي  هسر بيشتر از ساير اعـضا بـود و گون
مالاسـزيا   بـود امـا      مالاسـزيا گلوبـوزا    سوگيتا   ي  همطالع

 در سـال  Aspirozدر تحقيـق  . ديـد  جـدا نگر  رستريكتا
ــر روي 2002 ــپانيا بـ ــه  79 در اسـ ــتلا بـ ــار مبـ  بيمـ

ــيكالر،   ــازيس ورســ ــوزا پيتيريــ ــزيا گلوبــ  و مالاســ
 از بيمــاران جداشــده بيــشترين مــوارد ســيمپودياليس

 بــراي شناســايي 2002ناكاباياشــي در ســال . 15بودنــد
 در بيمـاران مبـتلا بـه پيتيريـازيس          مالاسزياهاي    گونه

 و درماتيت سبورئيك از تست توئين اسـتفاده         ورسيكالر
 و  مالاسـزيا گلوبـوزا   در موارد درماتيت سبورئيك     . نمود

 را تـشكيل    جداشدههاي     بيشترين گونه  مالاسزيا فورفور 
 مالاسـزيا  ي  هدر تعدادي از بيماران، چند گون     . دادند  مي
 كـه چنـين     16زمان از ضـايعات جـدا گرديـد          هم طور  به

از جمله .  ما ديده نشدي هد مطالعحالتي در بيماران مور
 مالاسـزيا هـاي     مطالعات انجام شده براي تشخيص گونه     

 2005 در سـال     سـت كـه    ا اي  مطالعهبه روش مولكولي    
ــه ميرهنــدي ــراي شناســايي گون هــاي   و همكــارانش ب

 بـا دو آنـزيم تحديـدي        PCR-RFLP روش   به مالاسزيا
Cfo1 و BstF51  ــد ــام دادن ــه   . انج ــادر ب ــن روش ق اي
 مـورد از    13 و   مالاسـزيا  استاندارد   ي  ه گون 11يي  شناسا

هـا    هاي باليني بـود و آن       نمونه از   جداشدهمالاسزياهاي  
در . 17 كردنـد  تأييد نيز   DNAنتيجه را با تعيين ترادف      

اين روش از مخمرهاي كشت داده شده جهت استخراج         

  هاي مالاسزيا به تفكيك نواحي مختلف بدنتوزيع فراواني گونه.2جدول
  هاي مالاسزيا گونه

 M. sympodialis M. slooffiae M. furfur M. globosa  كل
 نواحي مختلف بدن

 سر 32 27 6 2 67
  نهيس  1  -  -  -  1
 پشت  1  1  -  -  2
 صورت  7  3  2  -  12
 زير بغل  -  1  1  -  2
 كل  34  28  6  2  70
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DNA ــد ــتفاده گردي ــال .  اس  و Gaitanis 2006در س
ــارانش از  ــ ناحPCR-RFLPهمكـ ــراي ITS2 ي هيـ  بـ

اين روش  .  استفاده كردند  مالاسزيا ي  ه گون 11شناسايي  
 استخراج شده DNAساده، با ثبات و تكرارپذير بود و با 

  .5از پوسته قابل انجام بود
 حاضر از همين روش بـراي شناسـايي         ي  هدر مطالع 

هـا اسـتفاده شـد زيـرا هزينـه و زمـان لازم بـراي                  گونه
 بـا اسـتفاده از آن كـاهش         مالاسزياهاي    شناسايي گونه 

ــي ــد مـ ــال . يابـ ــان 2006در سـ  و Gaitanis در يونـ
 را در دو بيمـاري      مالاسـزيا هـاي     همكارانش شيوع گونه  

ي ـپيتيريازيس ورسيكالر و درماتيـت سـبورئيك بررس ـ       
   و گلوبوزامالاسزيا ي هاي جداشده بيشترين گونه. كردند

يي و به تنها% 39و % 77 به ترتيب با   مالاسزيا رستريكتا 
در سـال   . 12هاي ديگر بودنـد     همراه با گونه  % 18و  % 13

هــاي   گونــهProhic در بوســني و هرزگــوين،  2010
ــزيا ــصات    مالاس ــاهري و مشخ ــكل ظ ــق ش  را از طري

ها در چهل بيمـار مبـتلا بـه درماتيـت             فيزيولوژيك آن 
، %5/27 مالاسـزيا رسـتريكتا   . سبورئيك شناسايي نمود  

ــوزا ــزيا گلوب ــلوفيئيمالاو % 5/17 مالاس ــزيا اس % 15 س
  .18دادند  را تشكيل ميجداشدهموراد 

 اســـاس و پايـــه مولكـــولي هـــاي روش ي هســـعتو
 را مالاسـزيا  دوسـت  چربـي  جديد مخمرهاي بندي قهطب

 متداول و رايج هاي روش اين با وجود. 19-21نمود فراهم
 در خــصوصيتي كليــدي عنــوان بــههنــوز هــم  ميديقــ

 .دنشو مي استفاده مالاسزيا هاي گونه ي هياول تشخيص
 ي همرحل ـ ترين اصلي DNA سلولي ي هديوار تخريب

 مالاسـزيا  جـنس  كـه جـا    آناز. استخراج مخمرهاسـت 
 آن بـه  كـه  اسـت  اي چنـد لايـه   سلولي ي هديوار داراي

 شـيميايي  فيزيكي و عوامل برابر در بالا مقاومت توانايي

 مخمر به سلولي ي هديوار تخريب و شكستن هد،د مي را

در تحقيـق حاضـر    رو ايـن   از.نيست پذير امكان سادگي
 انكوباسيون  زمان طي  سلوليي هديوار تخريب ي هلمرح

 ليزكننـده،  بـافر آنزيم و در  مخمري يها سلول طولاني

ــام ــت  انجـ ــتخراج  و گرفـ ــت اسـ ــومي DNAكيـ  ژنـ
(AccuPrp® Genomic DNA Extraction Kit, 

Bioneer)      ضمن  در. براي اين منظور كاملاً مناسب بود 
سـه  گذشـته ذكـر شـده،       هاي     كه در بررسي   طور  همان
 بهترين پتانسيل را براي     IGS1 و   ITS1  ،ITS2 ي  هناحي

 مـا   ي  هكه در مطالع ـ   7 دارند مالاسزياهاي    تايپينگ گونه 
  . مورد استفاده قرار گرفتITS2 ي هناحي

References 
1. Rippon JW. Medical mycology. 3rd Ed. Philadelphia: Saunders; 1988. P. 155.  
2. Zeini F. Mahbod AA. Emami M. Medical mycology. 4th Ed. Tehran: Tehran University of 

Medical Sciences Publications, 1998;, pp: 64. 
3. Dorn M, Rocehnert K. Dimorphism of Pityrosporum orbicular in a defind culture medium. 

J Invest Dermatol 1977; 62: 244-8.  

4. Gupta AK, Kohlt Y. Epidemiology of malassezia yeasts associated with pityriasis versicolor 
in Ontario, Canada. Med Mycol 2001; 39: 199-206. 

5. Gaitanis G. Verifiable single nucleotide polymorphisms of the internal transcribed spacer 2 
region for the identification of 11 Malassezia species. J Dermatol Sci 2006; 43: 214-7. 

6. Inamadar AC. The genus Malassezia and human disease. Indian J Dermatol Venereol Leprol 
2003; 69: 265-70. 

7. Gaitanis G, Bassukas ID, Velegraki A. The range of molecular methods for typing 
Malassezia. Curr Opin Infect Dis 2009; 22: 119-25. 

8. Tajima M, Sugita T, Nishikawa A, Tsuboi R. Molecular analysis of Malassezia microflora in 
seborrheic dermatitis patients: comparison with other diseases and healthy subjects. J Invest 
Dermatol 2008; 128: 345-51. 

 [
 D

ow
nl

oa
de

d 
fr

om
 jd

c.
tu

m
s.

ac
.ir

 o
n 

20
24

-0
7-

16
 ]

 

                               6 / 8

https://jdc.tums.ac.ir/article-1-29-en.html


 هاي مالاسزيا در درماتيت سبورئيك گونه

   2 ي ، شماره2 ي  دوره،1390  تابستان،ت و زيباييــپوس

104

9. Theelen B, Silvestri M, Gue´ho E, et al. Identification and typing of Malassezia yeasts using 
amplified fragment length polymorphism (AFLP), random amplified polymorphic DNA 
(RAPD) and denaturing gradient gel electrophoresis (DGGE). FEMS Yeast Res 2001; 1: 79-
86. 

10. Yamada Y, Makimura K, Ueda K, et al. DNA base alignment and taxonomic study of genus 
Malassezia based upon partial sequences of mitochondrial large subunit ribosomal RNA gene. 
Microbiol Immunol 2003; 47: 475-8. 

11. Cafarchia C, Stefania Latrofa M, Testini G, et al. Molecular characterization of Malassezia 
isolates from dogs using three distinct genetic markers in nuclear DNA. Mol Cell Probes 
2007; 21: 229-38. 

12. Gaitanis G. Distribution of Malassezia species in pityriasis versicolor and seborrhoeic 
dermatitis in Greece. Typing of the major pityriasis versicolor isolate M. globosa. Br J 
Dermatol 2006; 154, 854-9. 

13. Parry ME, Sharpe GR. Seborrhoeic dermatitis is not caused by an altered immune response to 
Malassezia yeast. Br J Dermatol 1998; 139: 254-63.  

14. Sugita T. Quantitative analysis of cutaneous Malassezia in atopic dermatitis patients using 
real-time PCR. Microbiol Immunol 2006; 50: 549-52.  

15. Aspiroz C. Isolation of Malassezia globosa and M. sympodialis from patients with pityriasis 
versicolor in Spain. Mycopathologia 2002; 154: 111-7. 

16. Nakabayashi A. Identification of causative species in Malassezia-associated dermatoses. 
Nippon Ishinkin Gakkai Zasshi 2002; 43: 65-8. 

17. Mirhendi H. A simple PCR-RFLP method for identification and differentiation of 11 
Malassezia species. J Microbiol Methods 2005; 61: 281-4.  

18. Prohic A. Distribution of Malassezia species in seborrhoeic dermatitis: correlation with 
patients' cellular immune status. Mycoses 2010; 53: 344-9.  

19. Nakamura Y, Kano R, Murai T, et al. Susceptibility testing of Malassezia species using the 
urea broth microdilution method. Antimicrobial Agents and Chemotherapy 2000; 44: 2185-6. 

20. Mayser P, Haze P, Papavassilis C, et al. Differentiation of Malassezia species: Selectivity of 
cremophor EL, castor oil and ricinoleic acid for M. furfur. Br J Dermatol 1997; 137: 208-13. 

21. Affes M, Salah SB, Makni F, et al. Molecular identification of Malassezia species isolated 
from dermatitis affections. Mycoses 2009; 52: 251-6.  

 [
 D

ow
nl

oa
de

d 
fr

om
 jd

c.
tu

m
s.

ac
.ir

 o
n 

20
24

-0
7-

16
 ]

 

                               7 / 8

https://jdc.tums.ac.ir/article-1-29-en.html


  مكارانراد و ه محمودي
 

2 ي ، شماره2 ي دوره، 1390 تابستان، ت و زيباييــپوس  

105

Identification of Malassezia species associated with seborrheic 
dermatitis using PCR-RFLP 

Mahnaz Mahmoudi Rad, PhD1 
Akram Miramin Mohammadi, MSc2 
Parviz Tousi, MD1 

Amirhoushang Ehsani, MD3 

Alireza Firooz, MD2 

Yasaman Mirdamadi, MSc1 

Seyyed Ebrahim Eskandari, MSc2 

Niki Mahmoudi Rad, BSc1 
Shima Younespour, MSc1 
Zeinab Ghasemi, BSc3 

 
 
1. Skin Research Center, Shaheed Beheshti 

University of Medical Sciences, Tehran, 
Iran. 

2. Center for Research and Training in 
Skin Diseases and Leprosy, Tehran 
University of Medical Sciences, Tehran, 
Iran. 

3. Razi Hospital, Tehran University of 
Medical Sciences, Tehran, Iran. 

Corresponding Author: 
Akram MirAmin Mohammadi, Msc 
 
No. 415, Taleqani Avenue, Tehran, 
14166-13675, Iran. 
Email: miramin48@yahoo.com 
 
Conflict of interest: None to declare   

Background and Aim: Malassezia is a lipophilic and 
dimorphic fungus which has different species. Some of them 
can be found as natural flora on the skin and in some 
conditions may cause seborrheic dermatitis. The aim of this 
study was to identify Malassezia species associated with 
seborrheic dermatitis in Iranian patients, using PCR-RFLP. 

Methods: In this study out of 79 patients with seborrheic 
dermatitis, isolates of 70 patients were positive for Malassezia 
species using PCR-RFLP. The Internal Transcribed Spacer 2 
(ITS2) region was amplified by PCR employing the ITS3 and 
ITS4 primers and The restriction endonucleases AluI, BanI 
and MspAI were selected for producing distinct RFLP 
patterns. 

Results: M. globosa (48.6%), M. furfur (40.0%), M. slooffiae 
(8.6%) and M. sympodialis (2.8%), were the microorganisms 
responsible for the infection among participants. M. 
pachydermatis, M. japonica, M. dermatis, M. restricta, M. 
obtuse, M. nana and M. yamatoensis were not isolated from 
any samples. 
Conclusion: Our findings suggest that the most common 
Malassezia species associated with seborrheic dermatitis was 
M. globosa, followed by M. furfur.  
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