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 دهیچک

و از جمله عفونت های  یقارچی ها عفونت وعیش افزایش :هدف و نهیزم

شی از هه دو یط در دایکاند نا یر و د ناخ ماری  نیهمچ شتر بی شیوع بی

مبتلا به اختلالات سیستم ایمنی  افراد شیافزا و های میبدخ و نیز ایدز

فزایشز برای ا نه را  ی سمی سپت و کیستمیس سیازیدیکاند وعیش می

صایی دایکاند های با خصو نه  کرده کنسیآلب ریغ دایکاند گو  فراهم 

  جدا دایکاندی ها گونه تیهو نییتع مطالعه نیا انجام از هدف. است

 Seminestedی مولکتول روش از استتفاده با خون های کشت نمونه  از شده

PCR است. 

دارای  ظر رشد عوامل مخمریکه از ن خون کشت یها نمونه  :یبررس روش

 ییشناسای ها آزمون با  دایکاند حضور جهت از نده امثبت بود نتایج

 دا،یکاند آگار کروم طیمحی روی کلن رنگی بررس ،رفولوژیبر م مبتنی

مون له آز سپوریکلام دیتول و ایزا لو حی رو دو گار لیم کورن طیم  آ

 Seminested نام بهی پیژنوتبا استفاده از روش  و ٠٨درصد توئین ١دارای

PCR ، گرفتند قراری بررس مورد .DNAمیمستق طور به ها نمونه همه ی 

 مرحله PCRی برا و شد استخراج DNG-plus تیک از استفاده با و خون از

 ITS2 (Internal Transcribed قطعتته کتته  CTSR و CTSFی مرهتتایپرا از اول

Spacer2) عنتوان بته اول مرحلته محصول. شد استفاده کندی م ریتکث را 

DNAانجامی برا الگو ی PCR ی عقبت مریپرا از استفاده با دوم مرحله

ی هتا نام به گونهی اختصاصی مرهایپرا حضور در و ( CTSR) اول مرحله

CADET ، CPDET ،CTDET ،CGDET و CDDET  ی بتترا بیتتترت بتته کتته

 س،یلوزیپاراپستت دایتتاندک کتتنس،یآلب دایتتکاندی هتتا گونتتهیی شناستتا

تا دایکاند س،یکالیتروپ دایکاند سینیدابل دایکاند و گلابرا  سین

ی رو شده جادیای باندهای الگو به توجه با مخمر گونه .شد استفاده

 .شد داده صیتشخ آن اندازه و ژل

 کته شد،یی شناسا و جدای خون نمونه ١٤از دایکاند گونه١١ :ها افتهی

 دایتتکاند متتورد٤ کتتنس،یآلب دایتتندکا متتورد ١ تعتتداد، نیتتا از

 سیکالیتروپ دایکاند مورد٢ گلابراتا، دایکاند مورد ٤ س،یلوزیپاراپس

 و مشاهده دایکاند گونه دو همزمان طور به خون، نمونه دو در. است

ی ا نمونته چیه در سینسینیدابل دایکاند(. Mix عفونت)شد تیهو نییتع

 .نشد مشاهده

 امکتان ، Seminested PCRی مولکتول شرو از استتفاده بتا: یری گ جهینت

  تیحساس با خونی ها نمونه از دایکاند پاتوژن یها گونه عیسر صیتشخ

 .شد فراهم بالا،ی ژگیو و

 . Seminested PCR  ،ITS2 ،آلبیکنس دایکاند: یدیکلی ها واژه
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 مقدمه

 6تا  4و به ابعاد  نازک وارهید بای کوچکی مخمرها دایکاندی ها گونه

 دا،یکاند جنس. ابندی یم ریتکث زدن جوانه قیطر از که هستند رونکیم

لق سهیساکاروما خانواده و ستالیساکاروما رده به متع شدی م ستا . با

 عفونتهای عاملاز شایع ترین گونه های  دا،یکاند جنس در گونه هفت

  گونه ریسایی زای ماریب کهی حال در باشندی مشده  شناخته طلب فرصت

 استتی عفونت س،یازیدیکاند .(١و٢) است شده گزارشی وردم صورت به ها

سط که نه تو لفی ها گو صوص به ،ییدایکاند مخت  کنس،یآلب دایکاند خ

  به ها عفونت نیا شدت وی فراوان ریاخ دهه دوی ط در. شودی م جادیا

بال ستفاده دن س ا ت از عیو سترو ها، کیوتیبی آن  ریسا و دهایئا

ها نیا سرکوبگری دارو فزا ،یم شمگ شیا تهی یریچ ست اف نه. ا ی ها گو

سان ستیهمز صورت به دایکاند مه در ،یوانیح وی ان فت جا ه ی م یا

  دهان، یسازیدیکاند پوست، یسازیدیکاند باعثی متعددی ها گونه. شوند

مایاون ،ییدایکاند تینیواژ نت)  ییدایکاند یسکوزیکو  و( ناخن عفو

نت ریسا ف در موارد نیا که شوندی می سطحی ها عفو   زین سالم رادا

  احشاء ریسا یا و خون کهیی دایکاندی عمقی ها عفونت. شودی م دهید

ل فراد در( کیستمیس سیازیدیکاند)  سازدی م ریدرگ رای داخ  کهی ا

 امتروزه . (٣-٥)شتودی م دهید هستند،ی منیا ستمیس نقص یا ضعف دچار

 مارانیب در خصوص به و مهم مشکل یک عنوان به سیازیدیکاندی ماریب

 ١٨٠٨سال تا گذشته در چند هر. شودی م قلمداد ها مارستانیب دری سترب

ی می معرف زایماریب گونه نیتر عیشا عنوان به کنسیآلب دایکاند گونه

ل شد هه دو ازی و شته د فزون وعیش با گذ ن و دزیا روزا  وعیش نیهمچ

فراد و های میبدخ ساپرس،یا ا  سیازیدیکاند وعیش بر روز به روز منو

 افزوده کنسیآلب ریغ عوامل با خصوصایی دایکاندی سمی سپت و کیستمیس

 س،یازیدیتکاندی متاریب بتا مواجهته در چتالش نیمهمتر( ١.)است شده

 دایکاند از ریغ به دایکاندی ها گونه کیولوژیات عوامل با عاتیضا

  ضد متداولی داروها به آنهایی دارو مقاومت علت به که است کنسیآلب

 مطرح دینوپدی ها پاتوژن عنوان تحت که ها هگون نیا. باشدی می قارچ

  به. باشندی م ها مارستانیب در کنترل رقابلیغی ها عفونت عامل اند،

نوان ثال ع نه م ئ دایکاندی ها گو تا دایکاند وی کروز  به گلابرا

نازول نه و فلوکو  سیکالیتروپ دایکاند و ایتانیلوز دایکاندی ها گو

 گونته عیسر تیهو نییتع نیابرابن. باشندی م مقاوم B نیسیآمفوتر به

 عامل نیچند با ها نمونه کیولوژیات عوامل صیتشخ و زای ماریبی ها

 خوشتبختانه .(١و٧)استتی الزامت( Mix عفونتت) ییدایکاندی زای ماریب

 عیستر و حیصتح افتترا  ، DNA هیتپا بریی شناسای مولکولی ها کیتکن

نه لفی ها گو کن را دایکاند مخت عددی ها روش .سازدی م مم  ازی مت
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شته نه تیهو نییتعی برا حال تا گذ  به دایکاندی زای ماریبی ها گو

ته کار ست رف ل طور به را ها روش نیا .ا   گروه دو به توانی می ک

 مثال طور به کیپیفنوتی ها روش. نمود میتقس کیپیژنوت و کیپیفنوت

 آگار، مالت عصاره طیمح در مخمرهای مورفولوژ خصوصیات یبررس شامل

س ندها، ریتخم و جذبی ها روشی برر ستفاده ،یسرولوژی ها روش ق  از ا

بوده  دایکاند آگار کروم کشت طیمح همانندی تجار یزا رنگی ها طیمح

ی صتیتشخی هتا روش. (٠و٨)بترد نتام نیتز گریدی ها روشو میتوان از 

نوت نوع زینی پیژ شندی م مت له از. با ستفاده به توانی م جم  از ا

 real-time و خاص،ی ژنی نواحی توال نییتع ، PCR دری اختصاصی مرهایپرا

PCR هتر و بوده دیمف شده اشارهی ها روش تمام . (١٨و١١)نمود اشاره 

ی سنتی ها روش اگرچه. دارند را خود خاصی ها تیمحدود و ایمزا کدام

ند ندها ریتخم و جذب مان نه نییتعی برا ق مری ها گو له ازی مخ  جم

بل دایکاند ستفاده قا ست، ا ل ا س روش نیای و قت اریب  و بوده ریگ و

  زمان هفته دو تا یک به حداقل رایز ستین دیمف پزشک و ماریبی برا

ندنی برا تا خوا ند ازین جین ن ها روش نیا. دار ساس ریغ نیهمچ ، ح

ی آنتی ابیرد شامل صیتشخ گریدی ها روش . (١٢)است پرزحمت و پرهزینه

 نیا رایز است هاستفاد رقابلیغ منوساپرسیا افراد در عمدتا ،یباد

 ندارند رای باد یآنت دیتول لهیوس به عفونت به پاسخیی توانا افراد

ی می ناکافی ابیردی برا آن مقدار ،یبادی آنت دیتول صورت در یا و

 هماننتد DNA هیتپا بری صیتشخی ها روش از استفادهی ول . (٢٨)باشد

PCR انجتام ضمن مطالعه، نیا در. باشدی م بالای ژگیو و تیحساسی دارا 

 دایکاند پاتوژن و شایعی ها گونهیی شناسا جهت ش های متداولیآزما

 بهی مولکول روش از ماران،یب از آمده بدست خونی ها نمونهی رو بر

 شتامل پتاتوژن مهتمی داهایتکاندیی شناستای بترا Seminested PCR نتام

س دایکاند س،یکالیتروپ دایکاند کنس،یآلب دایکاند  س،یلوزیپاراپ

 .(١٣و١٤)شد استفاده سینسینیدابل دایکاند و لابراتاگ دایکاند

 :یبررس روش

 نییتع ویی شناسای برای مقطعی فیتوص مطالعه یک صورت به پژوهش نیا

 از استفاده با ماران،یب خونی ها نمونه در دایکاندی ها گونه تیهو

 ٢٥١١ مجمتوع از .استت شتده انجتام Seminested PCR (snPCR)ی مولکول روش

 جهت الله هیبق مارستانیب مختلفی ها بخش از که ماریب افراد نخو نمونه

س ضوری برر ضور عدم یا ح مل ح شگاه به زایماریب عوا  کروبیم آزمای

 بتود، شده ارسال ١٣٠٠ ماه آذر تا بهشتیارد نیب مارستانیب آنی شناس

. دارای نتایج کشت خالص از نظر وجود عوامتل مخمتری بودنتد مورد ١٤

  شدی آور جمع بودند مثبت دایکاند حضور نظر از کهی خونی ها نمونه

جام با تا مون ان لفی ها آز نوت مخت مون وی پیف کول آز  نییتع ،یمول

 .  شوند تیهو

  تیهو واجد که دایکاندی ها هیسو( الف: بودند گروه دو شامل: ها سوش

 در ،%٢٨سترولیگلی حتاوی هتا وبیتت درون ها گونه نیا.) بودند مشخص

 جتدای مخمری ها زولهیا( ب.( شدندی می نگهدار – ٢٨°Cی دما با زریفر
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 زولتتهیا ١١ مجموعتتا قیتتتحق نیتتا در. متتاریب افتتراد ختتون از شتتده

 .شد جدا و شناسایی ماریب خون نمونه مورد ١٤از ییدایکاند

شت حی رو بر ک گار کروم کیکروموژن طیم نه از :دایکاند آ ی ها نمو

 س،یکتتالیروپت دایتتکنس،کاندیآلب دایتتکاند کتته اول گتتروه دایتتکاند

 را سینسینیدابل دایکاند و گلابراتا دایکاند س،یلوزیپاراپس دایکاند

 PCR نمتودن نتهیبه نیهمچنت و شتاتیآزما کنتترلی بترا شتدی م شامل

ستفاده ظور، نیای برا. شد ا نه من لفی ها گو حی رو دایکاند مخت  طیم

 بتا انکوبتاتور درون و شده حیتلق( Merck) آگار دکستروز سابورو کشت

ی رو بر  های کلن ساعت ٧٢ تا ٤٠ گذشت از بعد.  شدی نگهدار ٣٧°Cیدما

ح شت طیم ستفاده با. شدند ظاهر ک ستر لوپ از ا قدار لیا م م  ازی ک

ها نهی مخمر لفی ها گو حی رو بر مخت شت طیم ق ک گار کرومی افترا  آ

 کشتتی هتا طیمحت. شتد داده کشتت( Company, France CHROMagar)دایکاند

 گذشتت از بعتد و شدی نگهدار ٣٧°Cیدما با باتورانکو درون شده حیتلق

 گمتانیپ رنگ وی کلنی مورفولوژ نظر از ظاهر شده یهای کلن ساعت، ٤٠

  جدای ها زولهیای رو بر تست نیا.گرفتند قراری بررس مورد شده دیتول

 .شد انجام زینی خونی ها نمونه از شده

یی ابتدا ازی یک که ایزا لوله آزمون انجامی برا:  ایزا لوله آزمون

 از لیاستر آنس یک توسط است، کنسیآلب دایکاندی صیتشخی ها روش نیتر

  از تریلی لیم مین درون را آن و کرده برداشت ماریب تازه کشت نمونه

سان سرم قال ان خوب و داده انت لوط یب ید مخ س. گرد  در فو  ونیسوسپان

 لیتراست آنس یک توسط ه سپسشدی نگهدار ساعت ٣ تا ٢ مدت به ٣٧°Cیدما

  آن پوشاندن از پس و گذاشته لامی رو را فو  ونیسوسپانس از قطره یک

 . شدی بررس کروسکوپیم ریز در ایزا لوله فقدان یا وجود لامل، با

 درص د ١ی دارا آگ ار لیم کورن طیمحی روی دیدوکونیکلام جادیای بررس

 طیمحی رو بر ابتدای بررس موردی مخمرها تمام (: CMA-T80) ٠٨ نیتوئ

 استفاده با شده داده کشتی ها زولهیا سپس. شدند داده کشت بوروسا

نس از مق کمی ارهایش صورت به آ حی رو بری مواز و ع   لیم کورن طیم

ی دمتا در ستاعت ٧٢ مدت به و شده حیتلق( Himedia) ٠٨حاوی توئین آگار

C°درشتت  از استفاده با ون،یانکوباس مدتی ط از پس. شدندی نگهدار ٣٨

ی بررس موردی دیدوکونیکلام وجود عدم یا وجود کروسکوپیم نمایی ضعیف

 .گرفت قرار

 از DNA استتخراج جهتت :خ ون و کش ت طیمح از دایکاند DNA استخراج

. دیگرد استفاده جوشاندن روش از کشت طیمح در یافته رشدی داهایکاند

ی لیم٥/١ وبیت به و برداشته را تازهی کلن از لوپ یک منظور نیای برا

 درون در وبیتت سپس .دیگرد منتقل مقطر آب تریکرولیم ١٨٨ی حاوی تریل

 به و خارج را وبیت قهیدق ٢٨ گذشت از پس. گرفت قرار جوش حال در آب

ی حتاو کتهیی رو عیما. دیگرد وژیفیسانتر ١٨٨٨٨ دور در قهیدق ١٨ مدت

DNA در استتفاده زمتان تا و کرده دیجد وبیت وارد را باشدی م مخمر 

 نمونه از DNA استخراج جهت. شدی نگهدار گرادیسانت درجه – ٢٨ زریفر
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 بتتا مطتتابق و ناژنیستت شتترکت DNG-plus تیتتک از متتارانیب ختتونی هتتا

 .دیگرد استفاده آن دستورالعمل

از مواد زیتر بتا  PCRاول  مرحلهرای انجام ب :اول مرحله PCR واکنش

 :میکرولیتتری استتفاده شتد ٢٥غلظت های ذکر شده بترای یتک واکتنش 

 ١ ، MgCl2(  50mM)تتتتریکرولیم٧٥/٨ ، 10X بتتتافر از تتتتریولکریم٥/٢

 ، CTSFیی جلتتتو متتتریپرا از تتتتریکرولیم١،dNTPs (10mM)تتتتریکرولیم

 Taq DNA میآنتز تتریکرولیم٢٥/٨ ، CTSRی عقبت متریپرا از تریکرولیم١

polymerase (5u/µl )  ، تریکرولیم ٣ DNA مقطتر آب تریکرولیم٥/١٥ و الگو 

 PCR انجتامی برا کلریترموسا دستگاهیی گرمای ها کلیس. شده زهیونید

 قهیدق ٢ مدت به ٨٤°Cیی ابتدا ونیدناتوراس: بود شرح نیبد اول مرحله

 متدت به٨٤°C ونیدناتوراس: شودی م دنبال ریز صورت به کلیس ٣٨ با که

 و قتهیدق ١ مدت به ٧٢°Cریتکث ه،یثان ٣٨ مدت به ١٨°C اتصال قه،یدق ١

 . قهیدق ٧ مدت به ٧٢°Cیی انتها ریتکث مرحله یک

 تتریکرولیم٧٥/٨ ، 10X  بافر از تریکرولیم٥/٢: دوم مرحله PCR واکنش

(50mM  )MgCl2 ، 1 تریکرولیم) mM 10 )dNTPs ، متریپرا تریکرولیم ١ 

 تتریکرولیم٢٥/٨ گونته،ی اختصاصت متریپرا تتریکرولیم ١ ، CTSRی عقب

 ٥/١١ و الگتتتو DNA تتتتریکرولیم ٢ ، Taq DNA polymerase(5u/µl) میآنتتتز

 تتریکرولیم ٢٥ بته را کتل حجتم تا شده زهیونید مقطر آب تریکرولیم

 مرحلته همانند دوم مرحله PCR انجامی برایی دما پروتکل. .  برساند

 .یافت کاهش کلیس ٢٥ به کلیس ٣٨ از ها کلیس تعدادی ول است، اول

 bp٤١٣  تتا ٣٨٨ bpنیبت)اول مرحلته PCR محصتول:  PCR محص ول مش اهده

 دوم مرحلته PCR محصول و% ٠/١ آگارز ژل در(  اسب با نوع کاندیدامتن

 بتافر در(  mg/ml 10 ناژنیس) دیبروما ومیدیاتی حاو% ٥/٢ آگارز ژل در

TBE 1X دیگرد الکتروفورز. 

 نیتتیعتی بتترا:  ش  ده ن  هیبه PCR تس  ت تیحساس   و تیاختصاص   نی  یتع

 جتنس DNA و دایتکاندی هتا گونه DNA شده، نهیبه PCR تست تیاختصاص

 و کرده استخراج را انسان DNA نمونه نیهمچن و مختلفیی ایباکتری ها

 قتراری ابیتارز متورد تستت ویژگی ،ها نمونه نیای رو PCR انجام با

 از الیستری رقتهتا شتده، نتهیبه PCR تست تیحساس نییتعی برا. گرفت

 لام از استفاده با مخمرها تعداد و شد هیته کنسیآلب دایکاند گونه

  نیا به کهی رقت هر از سپس .شد شمارشی نور کروسکوپیم ریز و رنئوبا

 بتتا روش  DNA و برداشتتته را آن از ی مقتتدار گردیتتد آمتتاده بیتترت

 و شتده استتخراجی هتا DNA از استفاده باسپس . شد استخراج جوشاندن

 .گردید نییتع PCR تست تیحساس ،یمنف و مثبت کنترل نمونه

روش  از استتفاده بتا جهتت دو هر در DNAی توال نییتع:  یابی یتوال

 کتره متاکروژنی کمپتان لهیبوس و (Dideoxy Chain Termination)ختم زنجیره

 .دیگرد انجام
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 :ها افتهی

نه   ظر ازی خونی ها نمو ضور ن  و کیپیفنوتی ها روش با دایکاند ح

ی هتا زولتهیا ،یخون نمونه  ١٤در. گرفتند قراری بررس مورد کیپیژنوت

 بیتترت بته دایتکاند گونه١١ .شدند تیهو نییتع ویی ساشنایی دایکاند

 ٤ س،یلوزیپاراپست دایتکاند متورد ٤ کتنس،یآلب دایکاند مورد  ١شامل

. شتدیی شناستا سیکالیتروپ دایکاند مورد ٢ و گلابراتا دایکاند مورد

 مشاهده دایکاند مختلف گونه دو  ،همزمان طور به خون نمونه دو در

نه در سیکالیتروپ دایندکا و کنسیآلب دایکاند)  شد بوط خون نمو  مر

تا دایکاند اول، ماریب به   ماریب در سیکالیتروپ دایکاند و گلابرا

 مشاهده سینسینیدابل دایکاندی نیبالی ها نمونه از یک چیه در .(دوم

 .نشد

سا نوتیی شنا نه :یپیف بل از که دایکاندی ها گو  مای برا آن تیهو ق

شخص ح در بود، م شت طیم گار کروم ک ن ، دایکاند آ  دایکاندی های کل

 دایتتکاند س،یلوزیپاراپستت دایتتکاند گلابراتتتا، دایتتکاند کتتنس،یآلب

 پری صورت سبز، رنگ به بیترت به سینسینیدابل دایکاند و سیکالیتروپ

یی شناسا البته .شدند انینما سبز وی آب رنگ، کمی صورت -کرم رنگ،

نگی رو از جه با) ر نگ به تو فی ها ر ت در شدهی معر  شرکت الوگکا

نه نیب( سازنده سینیدابل دایکاند و کنسیآلب دایکاندی ها گو  سین

 دایتتکاند مخمتتر از حاصتتلی کلنتت رنتتگ ضتتمن در و باشتتدی متت دشتتوار

ی ها گونه در ایزا لوله آزمون. باشدی می اختصاص ریغ سیلوزیپاراپس

  پنج نیای رو بر. بود مثبت سینسینیدابل دایکاند و کنسیآلب دایکاند

 بته جینتتا.. شد انجام ٠٨ نیتوئ آگار لیم کورن تست دا،یکاند گونه

  همراه بهی قیحق و کاذبی ها فیها بلاستوسپور، مشاهده شامل آمده دست

سینیدابل دایکاند و کنسیآلب دایکاند دری دیدوکونیکلام  درو  س،ین

 و سیلوزیپاراپس دایکاند در و بلاستوسپور فقط گلابراتا دایکاند مورد

 مشاهده زین کاذبی ها فیها بلاستوسپور، بر علاوه سیالکیتروپ دایکاند

 .گردید

  با استفاده از ظروف کشت حاوی محیط)  مطالعه مورد خونی ها نمونه

BHI-  آگتار کروم سپس و سابورو کشت طیمح به( یتیگ کوشافرآور شرکت 

  به مربوط یافته رشدی های کلن آزمون، نیا در. ندشد حیتلق دایکاند

  نبود، رنگ تک صورت به بودند شده مخلوط عفونت به بتلام که ماریب دو

ی برا دیجد کشت طیمح به و جدا متفاوتی های کلن دقت با نرویا از

 ١١ از زولتهیا ١ ایتزا لولته آزمتون. شتد داده انتقال شتریبی بررس

ی کلن دایکاند آگار کرومی رو بر که خون نمونه از شده جدا زولهیا

 CMA T80 طیمحتی رو و بتود مثبتت ودنتد،ب کرده دیتول روشن سبزی ها

ایجاد  رنگ کمی صورتی های کلن ،زولهیا٤. کردند دیتولی دیدوکونیکلام

ی هتا فیهتا همتراه به بلاستوسپور ، CMA T80 طیمحی رو و بودند کرده

ند دیتول کاذب مون جواب و کرد له آز ف ها آن در ایزا لو  .بودی من

ی صتورتی هتای کلنت دایتندکا آگار کرومی زا رنگ طیمح در زین مورد٤

  و بودی منف ،ها آن ایزا لوله تست و کردند دیتول شکلی گنبد و برا 

ی کلنت زیتن زولهیا٢. کردند دیتول بلاستوسپور فقط CMA T80 طیمحی رو
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  در بود،ی منف آنها ایزا لوله آزمون و کرده جادیای آب رنگ بهیی ها

 دیتتول کتاذبی اهت فیها همراه به بلاستوسپور CMA T80 طیمحی رو ضمن

 .کردند

 دوم و اول مرحلته PCR محصتولات الکتروفورز ١ شکل :یپیژنوتیی شناسا

 جوشتاندن قیتطر به الگو یDNA مورد نیا در .استی ساز نهیبه از بعد

 .شد استفاده بود مشخص  ها آن تیهو که دایکاندی ها گونه از

 

 

 

                                                        1aشکل                                
      1b شکل

    .بهینه سازی شده PCRاول و دوم  محصولات مرحله -١شکل

 مرحله PCR محصول: 100bp DNA ladder ، 1 فرمنتاس شرکت مارکر زیسا:  M نیلا – a1 شکل

 :3 س،یلوزیپاراپس دایکاند: 2 کنس،یآلب دایکاندی ژنوم یDNA از حاصل اول

 کنترل: 6 س،ینسینیدابل دایکاند: 5 گلابراتا، دایکاند: 4 س،یکالیتروپ دایکاند

 .یمنف

 snPCRمحصول :  100bp DNA Ladder plus  ،1 فرمنتاس شرکت مارکر زیسا:  M نیلا -b1 شکل

کاندیدا : 3کاندیدا پاراپسیلوزیس، : 2کاندیدا آلبیکنس،  یDNAحاصل از 

      .کنترل منفی: 6کاندیدا دابلینینسیس، : 5اتا، کاندیدا گلابر: 4تروپیکالیس، 

 دایتکاند مخمتر ستلول ٧ مطالعته نیتا در Seminested PCR تستت تیحساس

  به بوده بالا اریبسی ژگیوی دارا تست نیا نیهمچن. شد نییتع کنسیآلب

ی هتا DNA از کتدام چیهت بتا کنسیآلب دایکاند DNA با بجز کهی طور

 (.٢شکل. )نداد نشان واکنش شیآزما نیا در رفته بکار

1     2      3      4       5      6    7 

777 

     

 M          1           2          3          4          5          6   M     1     2      3        4       5       6 
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                                                                                                  a  2شکل                                   

 b2 شکل

 . PCR تستی ژگیو و تیحساس -٢ شکل

نمون ه کنت رل : 100bp DNA Ladder plus  ،1 فرمنتاس شرکت مارکر زیسا: M نیلا -a2 شکل

 CFU  ،3 :7605 CFU  ،4 :1690 42250: 2نمونه های مشخص و به ترتیب شامل:  2-9مثبت، 

CFU  ،5 :338 CFU  ،6 :64 CFU  ،7 :18 CFU  ،8 :7 CFU ، 9: کنترل منفی. 

نمون ه : 100bp DNA Ladder plus  ،1س ایز م ارکر ش رکت فرمنت اس :  Mلاین  – b 2شکل 

 یDNA: 4انس ان،  یDNA: 3کاندیدا آلبیک نس، : 2، (کاندیدا آلبیکنس) کنترل مثبت

: 7، اشریشیا کلی  یDNA: 6سودوموناس آئرژنوزا،  یDNA: 5استافیلوکوکوس اورئوس، 

DNAکنترل منفی: 8وس، باسیلوس سرئ ی          . 

                                                                                                                      

 بتر Seminested PCRی صتیتشخ روشی ریبکارگ از حاصل آمده دست به جینتا

 دایتکاند مورد ١ تیهو نییتع ویی شناسا شاملی نیبالی ها نمونهی رو

 ٢ و گلابراتا دایکاند مورد ٤ س،یلوزیپاراپس دایکاند مورد ٤کنس،یآلب

 بتای پیژنتوت آزمتون جهینت(. ٣شکل. )بود سیکالیتروپ دایکاند مورد

 محصولات دیینا وی بررس جهت. داشت مطابقت کاملای پیفنوتی ها آزمون

PCR قطعات دا،یکاند مختلفی ها گونه به مربوط دوم مرحله DNA توسط 

 سکانس با حاصلی های توال سهیمقا. شدندی توال نییتع sequencing کیتکن

 نشتان را درصتد١٨٨ حدود مطابقت ، BLAST برنامه قیطر از موجودی ها

 .داد

 

 

  1       2        3        4       5       6        7       8      9 

    M       1       2       3       4      5       6       7      8       9  M      1        2        3       4       5       6       7        8 
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 خونی ها نمونه در شدهیی شناسا دایکاند گونه چهار دوم مرحله PCR محصول -٣ شکل

 .  دهدی م نشان را مثبت کنترل کنار در

 دایکاند مثبت کنترل: 1oobp DNA Ladder ، 1 فرمنتاس شرکت مارکر زیسا: M نیلا

: 4 س،یلوزیپاراپس دایکاند مثبت کنترل: 3 ،جدا شده کنسیآلب دایکاند: 2 کنس،یآلب

 دایکاند: 6 س،یکالیتروپ دایکاند مثبت کنترل: 5 ، جدا شده سیلوزیپاراپس دایکاند

جدا  گلابراتا دایکاند: 8 گلابراتا، دایکاند مثبت کنترل: 7 ، جدا شده سیکالیتروپ

 .یمنف کنترل: 9 ، شده

 

 

 محیط کروم آگار کاندیدا کشت در –کاندیدا کروزئی 

 

   1       2        3       4        5        6 

     M      1        2        3        4        5        6       7        8        9       
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کشت  (:سمت چپ)و کاندیدا پاراپسیلوزیس  (سمت راست)کاندیدا آلبیکنس 

 محیط کروم آگار کاندیدا در

 

 

 وم آگار کاندیداحیط کرم کشت در: تروپیکالیس کاندیدا

 

 

 روم آگار کاندیداکدر محیط  کشت: کاندیدا گلابراتا
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حث مروزه :ب ن و سیازیدیکاندی ماریب وعیش لیدل به ا مت نیهمچ   مقاو

هویت عوامل بیماریزا در  نییتع دا،یکاندی ها گونه ازی بعضیی دارو

  و مرگ بای خون سیازیدیکاند. رسدی م نظر بهی ضرور بسیار گونه سطح

هر  دیبا مارانیب از دسته نیا نیبنابرا باشدی م همراهی ریچشمگ ریم

تر سریع  حت چه  مان ت ندیبگ قراری قارچ ضد در لب. ر  موارد اغ

ق سیازیدیکاند بانیم دری عم شکال. شوندی م دهید شده فیضعی ها ز  ا

شا شنده ویی اح فراد در شتریبیی دایکاند ک بتلا کینوتروپن ا   به م

.  شودی م دهیدی سوختگ ای یجراح بخش مارانیب یا و درمان تحتی میبدخ

 ١١.)شتودی مت سیازیدیکاندی خون عفونت به منجر زبانیمی منیا سرکوب

 مغز وندیپ ،یخونی میبدخ شامل کننده مستعدی ها عامل نیمهمتر( ٤و٥و

ستخوان ندیپ یا ا ضو و مان و ع نده سرکوب در نیا کن ی میش شاملی م

مان مان سرطان،ی در سترویکورت با در شدی م رهیغ و دهاییکوا . با

 بته همانند مرسومی شگاهیآزما صیتشخی ها روش از استفاده با( ١٧و١٠)

 امکان ،دکستروز آگار سابورو ماننده معمولی کشتی ها طیمحی ریکارگ

ی افتراق کشت طیمحی ریبکارگ. ندارد وجود دایکاندی ها گونه نییتع

  چند شناسایی به محدود باشد،ی م کیکروموژن که دایکاند آگار کروم

نه شد،ی م پاتوژنی داهایکاند از گو علاوه با سبت ب ی ها روش به ن

کول مان به ن،ینوی مول ستی برای شتریب ز ندین جواب بهی ابید  ازم

 متواردی بعضت در یتا و ریتگ وقتتیی ایمیوشتیبی ها تست( ٨و ١٨.)است

  حاضر حال در کهی سرولوژ هایشیآزمای کل طور به. باشدی م نهیپرهز

ی بادی آنت. دارندی محدودی اختصاص جنبه یا تیحساس هستند، دسترس در

  که هستند مشاهده قابل افراد اکثر دری سلول واسطه بای منیا و یسرم

ی آنتیی شناسا متاسفانه. باشدی م دایکاند بای دائم تماس ازی ناش

مان مدت در دایکاندی های باد تاه ز س سرعت، بهی کو گیو و تیحسا ی ژ

با ایمنی سرکوب  افراد دری بادی آنت ضمن در. هددی م دست از را خود

  ،یبادی آنت دیتول لهیوس به عفونت به پاسخیی توانا عدم علت به شده

شوار شدی م د شکار مورد در .با تی ساز آ نانی ابیرد ها، ژنی آن  ما

ستفاده با خون، گردش دری سلول وارهید ما از ا سیآگلوت شیآز  ونینا

کس س زا،یالا یا لات ص اریب ست تری اختصا ل. ا ما نیای و قد شیآز   فا

س شد،ی م تیحسا س چون با قط مارانیب ازی اریب طور ف بت گذرا ب ی م مث

  دایپ ژنی آنت ازی ابیرد قابل و توجه قابلی ارهایع نیبنابرا شوند،

 نیتتریی ابتدا ازی یک ایزا لوله دیتولی بررس آزمون( ٢٨.)کنندی نم

ی هتا زولتهیا درصتد ٨٧ تتا٨٥. استت کنسیآلب دایکاند صیتشخی ها روش

سینیدابل دایکاند و کنسیآلب دایکاندی کینیکل نا سین   دیتولیی توا

له ند را ایزا لو نابرا. دار بت با نیب ما جواب بودن مث م ش،یآز ی ن

 به ازین و داد نسبت کنسیآلب دایکاند به نییق طور به را آن توان

مای برا گریدی لیتکم هایشیآزما مودن زیمت نه دو نیا ن   ادیکاند گو

 از کنسیآلب ریغی داهایکاند نمودن جدا جهت. رسدی م نظر بهی ضرور

ی م استفاده ٠٨ نیتوئ حاوی آگار لیم کورن طیمح از کنسیآلب دایکاند

  سینسینیدابل دایکاند کنس،یآلب دایکاند بر علاوه ط،یمح نیا در. شود

 نیا بعلاوه باشد،ی م( دوسپوریکلام)یدیدوکونیکلام جادیا به قادر زین

یی شناسا دری مولکولی ها روش امروزه. باشدی م وقت گیر زین شیزماآ
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نه عیسر و حیصح مک ها گو عه نیا در لذا دینمای می انیشا ک  مطال

ی هتا گونته تیتهو نییتعی برا PCR هیپا بری مولکول روش از استفاده

 ر،یاخ دههی ط در. گرفت قراری بررس مورد دایکاند یزایماریب و عیشا

 منطقته چتونی مختلفتی هتا ژن از س،یازیدیکاند صیشختی برا PCR جهت

 ستنتاز، نیتتیک ، rDNA ، hsp90 ، ERG11ی ژنت هیناح در D1/D2 رییمتغ

 ن،یتوبتول ن،یاکتت ،ییایتوکنتدریم DNA ،یترشح نازیپروتئ لیآسپارت

 شتتدهی بتتردار نستتخهی نتتواح از مشتتتق rRNAی ژنتت قطعتتات ازی تعتتداد

 نیتا در.است شده انجام 28S rRNA و 5S rRNA ، 18S rRNA و(  ITS)یدرون

 هر دری کپ نیچندی ژن قطعه نیا از. بود rDNA قطعه هدف DNA مطالعه

ی صورت در PCR تست معمول بطور(. یکپ٥٨-١٨٨) دارد وجود دایکاند ژنوم

 تتک اهتداف بته نسبت باشد شونده تکراری های توال واجد هدف DNA که

 ریتز جملته از( ٢١و ٢٢.)باشتدی م برخورداری شتریب تیحساس از ،ی کپ

 در کته باشدی م ITS قطعات ، rDNA شده حفاظت العاده فو ی ها مجموعه

نه انیم لفی ها گو صری ها سکانسی دارا دایکاند مخت فرد منح  ب

ست نابرا.ا ستفاده با نیب قاط، نیا به مرتبطی ها مریپرا از ا  ن

سا نهیی شنا لفی ها گو کان دایکاند مخت چه .شد ریپذ ام  رایاخ اگر

 ها گونهیی شناسا اما شده، گزارش rDNA ریتکثی برا PCR آزمون نیندچ

 جمله از. است یافته ریتکث محصولی رو شتریبی ها آزمون انجام شامل

ی هتا میآنتز لهیبوست PCR محصتولی میآنز هضم به توانی م مراحل نیا

 ویتراد متواد با دار نشانی ها پروب از استفاده ،( ٢٣و٢٤)محدودالاثر

ن و ویاکت شانی ها میزآ صولی توال نییتع و دار ن   را شده ریتکث مح

 و نتهیهز پتر بر، زمان ها، پروسه نیا ازی اریبس(  ٢٥-٢٠. )برد نام

جه با کارگ به تو ناک ویاکت ویراد موادی ریب ستند خطر بل در. ه  مقا

 زمتان متدت بته شتد گرفته بکار مطالعه نیا در که Seminested PCR روش

ی هتا پتروب بته و دارد ازین( ساعت ٨ تا ٠ نیانگیم طور به) ی کمتر

 همکتاران و Fujita. ندارد اجیاحت ویاکت ویراد مواد و ونیزاسیدیبریه

 استتفاده ITS2وITS1ی ژنت قطعتات ریتتکثی بترا Multiplex PCR ستمیس از

 جتهینت در بود اجیاحتی شتریب الگو DNA تعداد به روش آن در. کردند

( ١٣و ٢١.)استت برخورداری کمتر تیحساس از Seminested PCR روش به نسبت

 و  ITS2 و ITS1 قطعته ریتکثی برارا  PCR-FSP روش همکاران وی رهندیم

سا نه ییشنا ستفاده دایکاندی ها گو مود، ا ما ن ترا  ا  دایکاند اف

 لیسته( ٣٨.)نبود سریم روش نیا با سینسینیدابل دایکاند از کنسیآلب

ی صتیتشخی هتا ستتمیس کنتار در Seminested PCR روش از همکاران و احمد

Vitekو ID32C سترمی هتا نمونه از زایماریبی داهایکاندیی شناسای برا 

ستفاده مارانیب ند ا جه با و کرد تا به تو ست به جین مده، د گیو آ ی ژ

 دایکاند ژنوم کی صیتشخ اندازه به  تست تیحساس  و درصد ٨٨ تست نیا

ی هتا گونهی  DNA رحاض مطالعه در(١٣.)شد انیب سرم تریلی لیم هر در

 تیک از استفاده با خونی ها نمونه از میمستق بطور دایکاند مختلف

DNG plus  عنتتوان بتته و شتتده استتتخراج DNA استتتفاده متتورد الگتتو 

 تتوانی مت ، Seminested PCR   روش از استتفاده بتا نیهمچن. قرارگرفت

 نیا در ریدرگ دایکاندی ها گونه و صیتشخ را(  Mix)مخلوطی ها عفونت

 توجه بای صیتشخ روش نیایی کارا.  نمود تیهو نییتع را عفونت نوع
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تعیین  قبل از کهی مخمری ها گونهیی شناسای برا آمده بدست جینتا به

ند شده بود یت  نین و هو سای برا همچ لهیایی شنا هول یخونی ها زو  مج

 و مطمئن ع،یسر روش یک عنوان به روش نیا .شد داده نشان ماران،یب

سی دارا گیو و تیحسا شخ در بالای ژ نه صیت  دایکاندی زایماریبی ها گو

 .شودی م هیتوصی نیبالی ها شگاهیآزما در

  

 :یریگ جهینت

 Seminested روش کته کرد انیب توانی م آمده دست به جینتا به توجه با

PCR  شد استفاده پاتوژنی داهایکاندیی شناسای برا قیتحق نیا در که 

ی صیتشخ متداولی ها روش به نسبت و بوده بالای ژگیو و تیحساسی دارا

 .دارد ازینی کمتر زمان مدت به

 :یقدردان و تشکر

س نیبد له  لهیو سندگان مقا قا ازنوی ضا ی آ نر  سوپروایزر یداورز

بتته ختتاطر در اختیتتار گذاشتتتن امکانتتات فنتتی  آزمایشتتگاه رستتالت

ی همکار خاطر بهکارشناس آزمایشگاه  یرقیبصدیقه  خانم وآزمایشگاهی 

شان مانهیصمی ها نده ی ای شکرو  و ارز ندی می قدردان و ت . نمای

ریاست  پور سلطان دکتری آقا از را خودو سپاس  تشکر مراتب نیهمچن

یه الله و ستان بق شگاه بیمار قا وی جد خانم  ،یدیمج خانم آزمای ی آ

شار شگاه، از اف ین آزمای سی ا کروب شنا خش می کاران ب یز  و هم   خانمن

قاپور کار آزما آ شگاهی هم ستانیبی   اریاخت دری برای عتیشردکتر مار

 . دنداری م ابراز خونکشت ی ها نمونه گذاشتن

   

 :منابع

 1. Dalle F, Franco N, Lopez J. comparative genotyping of Candida albicans 

bloodstream and non-bloodstream isolates at a polymorphic microsatellite 

locus. J. Clin Microbial 2000;38:4554-9. 

2. Karahan Z.C, Guriz H, Agirbasli H,Balaban N, Gocmen J.S, Aysev D, et al. 

Genotype distribution of Candida albicans isolates by 25S intron analysis with 

regard to invasiveness.Mycoses 2004;47:465-469.   

3.Reise E, Tanaka K, Bruker G, Chazalet V, Coleman D C, ebeaupuis J P, 

Hanazawa R, Latage J P, Lortholary J, Makimura K, Morrison C. J,. Murayama 

S Y, Naoe S, Paris S, Sarfati J, Shibuya K, Sullivan D J, Uchida K, and 

Yamaguchi H (1998) . Molecular diagnosis and epidemiology of fungal 

infections. Med Mycol 36(Suppl.1):249-25 



 15 

4.Martin GS, Mannimo DM, Eaton S, Moss M: The epidemiology of sepsis in 

the united states from 1979 through 2000. New Engl J Med 2003 , 348:1546-

1554. 

5. Bodey GP, Anaissie Ey, Edwards JE. (1993). Definition of Candida infection 

– In : Bedey GP, ed. Candidiasis : pathogenesis, Diagnosis, and Treatment. New 

York, Raven Press, 407-408. 

6. Yun-liang Y, Shu-Ying L , Hsiao-Hsu C, Hsiu-jung L. The trend of 

susceptibilities to  amphotericin B and fluconazole of Candida species from 

1990 to 2002 in Taiwan, BMC Infection Diseases 2005;5:99.      

7. Sandven P. lassen G. Importance of Selective Media for Recovery of Yeasts 

from Clinical Speciments. J of clin Microbial 1990; 37(11): 3731- 3733. 

8.Del Castillo L, Bikandi J, Nieto A, Quindos G, Sentandreu R, Ponton J: 

Comparison Of morphotypic and genotypic methods for strain delineation in 

Canada. Mycoses 1997, 40:445-450. 

9. Freydie’re AM, Parant F, Chaux C, Gille Y. Candida ID, a new chromagenic 

medium compared to Albicans ID2. Clin Microbial Infect 2000, 6(supp1.1): 

181. 

10.Lott TJ, Burns BM, Zancope-Oliveira R, Elie DM, Reiss E: Sequence 

analysis of the internal transcribed spacer 2 (ITS2) from yeast species within 

genus Candida. Current Microbiol 1998,36:63-69. 

11.Chen YC, Eisner JD, Kattar MM, Rassoulian-Barrett SL, LaFe K, Yarfitz 

SL, Limaye P, Cookson BT: Identification of medically important yeasts using 

PCR-based detection of DNA sequence polymorphisms in the internal 

transcribed spacer 2 region of the rRNA genes. J Clin Mirobiol 

2000,38:2302\2310. 

 12. Ajello L, Hay RJ . Medical mycology. Ninth edition, Arnold Publication 

Unicelluar Ascomycetous . Candida species 1999; 423-450. 

13. Ahmad S, Khan Z, Mustafa AS, Khan ZU: Seminested PCR for diagnosis of 

candidemia: Comparison with culture, antigen detection, and biochemical 

methods for species identification. J Clin Microbiol 2002; 40: 2483–2489 

14. Suhail Ahmad Eiman Mokaddas Noura Al-Sweih Zia U. Khan Phenotypic 

and Molecular Characterization of Candida dubliniensis Isolates from Clinical 



 16 

Specimens in Kuwait. Med Princ Pract 2005;14(suppl 1):77–83 DOI: 

10.1159/000086188. 

15.Iwen PC, Hinrichs SH, Rupp ME 92002). Utilization of the internal 

transcribed spacer regions as molecular targets to detect and identify human 

fungal pathogens. Med Mycol 40:87-109. 

16. Mannarelli B.M, Kurtzman C.P. Rapid identification of Candida albicans 

and other human pathogenic yeasts by using short oligonucleotides in a PCR. J. 

Clin. Microbial 1998;36(6): 1634-1641. 

17. Dinubile M.J, Hille D, Sable C.A, Kartsonis N.A. Invasive candidiasis in 

cancer patients: observation from a randomized clinical trial. J Infect. 

2005;50:443-449. 

18. Body G.P, Mardani M, Hanna H.A. The epidemiology of Candida glabrata 

and Candida albicans fungemia in immunocompromised patients with cancer. 

Am J Med.2002;112:380-5. 

19. Fricker-Hidalgo H, Orenga S, Lebeau B, Pelloux H, Brenier-Pinchart MP. 

Evaluation of Candida ID, a new chromogenic medium for fungal isolation and 

preliminary identification of some yeast species. J Clin Microbial 2005; 

39:1647-1649. 

20. Arjuna N.B. Ellepola and Christine J. Morrison. 2005. Laboratory diagnosis 

of invasive Candidiasis. The Journal of  Microbiology. P.65- 84. 

21.Mitchel, T. G., R. L. Sandin, B. H. Bowman, W. Meyer, and W, G. Merz, 

1994. Molecular mycology: DNA probes and application of PCR technology . J. 

Med. Vet. Mycol. 32(Suppl. 1): 351- 366. 

22.Reiss, E., K. Tanaka, G. Bruker, V. Chazalet, D. Coleman. J. P. Debeaupuis, 

R. Hanazawa, J. P. Latge, J. Lortholary, K. Makimura, C. J. Morrison, S.Y. 

Murayama, S. Naoe, S. Paris, J. Sarfati, K. Shibuya, D. Sullivan, K, Uchida, and 

H. Yamaguch. 1998. Molecular diagnosis  and epidemiology of fungal 

infections. Med. Mycol.36(Suppl. 1) :249- 257. 

23.Morace, G., L. Pagano, M. Sanghinetti, B. Posteraro, L. Mele, F. Equitani, 

G. D Amor, G.Leone, and G. Fadda. 1999. PCR-restriction enzyme analysis for 

detection of Candida DNA in blood from febrible patiens with hematological 

malignancies. J. Clin. Microbiol. 37:1871-1875. 



 17 

24. Williams, D. W., M. J. Wilson, M. A. Lewis, and A. J. Potts. 1995. 

Identification of Candida species by PCR and restriction fragment length 

polymorphism analysis of  intergenic spacer regions of ribosomal DNA. J. Clin. 

Microbiol. 33:2476-2479.  

25.Botelho, A. R. , and R. J. Planta. 1994. Specific identification of Candida 

albicans by hybridization with oligonucleotides derived from ribosomal DNA 

internal spacers. Yeast 10:709-717. 

26. Fugita, S., Y.Senda, S. Nakagughi, and T. Hashimoto. 2001. Multiplex PCR 

using internal transcribed spwcer 1 and 2 regions for rapid detection and 

identification of yeast strain. J. Clin. Microbiol. 39:3617-3622. 

27. Kan, V. L. 1993. Polymerase chain reaction for the diagnosis of candidemia. 

J. Infect. Dis. 168:779-783. 

28. Shin, J. H., F. S. Nolte, and C. J. Morrison. 1997. Rapid identification of 

Candida species in blood cultures by  a clinically useful PCR method. J.Clin. 

Microbiol35: 1454-1459. 

29. Chang, H. C., S. N. Leaw, A. H. Huang, T. L. Whu, and T. C. Chang. 2001. 

Rapid identification of yeasts in positive blood cultures by a multiplex PCR 

method. J. Clin. Microbiol. 39: 3466-3471. 

30. Mirhendi and et al. Identification of  pathogenic Candida species by PCR-

Fragment Size Polymorphism ( PCR-FSP) method. 2008. Med. Faculty J. 

Tehran medical school.  

  

 

Identification of Pathogenic Candida Species by Seminested PCR in 

Candidemia 

Shahhosseiny MH
1
 , Ghahri M 

2
, Nematian Soteh M

3
 , Saadatmand S

4
, Hosseiny A

5
, Imany Foulady 

A A
6 

1-Islamic Azad University, Qods Branch, Microbiology department, Iran. 

2-Imam Hossein University, Biology department, Iran 

3- Islamic Azad University, Science and Research branch, Biology department, Iran 

4- Islamic Azad University, Science and Research branch, Biology department, Iran 



 18 

5- Resalat medical laboratory, Iran 

6- Baqyatollah University of Medical Sciences, Research Center for Applied Microbiology, Iran 

  

 

Abstract 

Background and Objective: In recent decades, the incidence of fungal infections has 

increased. Invasive Candida infection is an increasing cause of morbidity and mortality in the 

immunocompromised patients, for example, neuropenic patient with hematological 

malignancies, recipients of allogeneic transplants and HIV-infected individuals. There is an 

increasing incidence of bloodstream infections caused by Candida species. In this study, we 

applied Seminested PCR for detection of Candida species in blood specimens.    

Materials and Methods: 14 blood samples in which were infected by Candida species from 

culture-proven were supplied. All yeasts were identified by germ tube test, chlamydospor 

production on corn meal agar and using CHROMagar Candida medium. DNA was extracted 

by DNG-plus kit from whole blood. The universal outer primers (CTSF & CTSR) amplified 

the Internal Transcribed Spacer2 (ITS2). The species-specific primers (CADET, CPDET, 

CTDET, CGDET and CDDET) , complementary to unique sequences within the ITS2 of 

each test species, amplified species-specific DNA in the reamplification step of snPCR. PCR 

products were identified by electrophoresis. 

Results: Among 14 blood samples, 16 Candida species were detected and identified by using 

snPCR. The results of snPCR in Candida species identification were consisting of: 6 cases of 

C. albicans, 4 cases of C. parapsilosis, 4 cases of C. glabrata, and 2 cases of C. tropicalis. 

Two of the patients had dual infection with C. tropicalis and either C. albicans or C. glabrata. 

C. dubliniensis wasn’t detected in blood samples. 

Conclusion: The Seminested PCR that was applied and evaluated in this study is a specific 

and sensitive method for the diagnosis of Candidemia or hematogenous candidiasis caused by 

common pathogenic Candida species i.e., C. albicans, C. parapsilosis, C. tropicalis , and C. 

glabrata. Besides the snPCR has the added advantage of identifying Candida species in 

patients being rapid.  
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