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Abstract 
Background and purpose: After Aspergillus fumigatus, A. flavus is the second most common 

cause of invasive and non-invasive aspergillosis. Otomycosis is a superficial fungal infection of the 

external auditory canal, with a worldwide incidence ranging from 9% to 30%. Most cases of otomycosis 

are caused by Aspergillus species. The aim of the present study was to genotype A. flavus strains isolated 

from patients with otomycosis in Babol using the Multiple-Locus Variable Number Tandem-Repeat 

Analysis (MLVA) molecular technique. 

Materials and methods: In this descriptive cross-sectional study, ear samples were collected by an 

Ear, Nose and Throat (ENT) specialist using sterile swabs over a five-year period. The samples were then 

transferred to the mycology laboratory under sterile conditions for direct microscopic examination using 

10% KOH and culture on Sabouraud dextrose agar. A total of 40 A. flavus isolates were collected from 

patients with otomycosis. After DNA extraction, MLVA was performed using four variable number 

tandem repeat (VNTR) markers for A. flavus (AFLA1, AFLA3, AFLA7, and AFMP3) to determine the 

genetic diversity and potential relatedness of the clinical isolates by polymerase chain reaction (PCR). 

Results: Microsatellite typing of the 40 A. flavus isolates identified 40 distinct genotypes (sequence 

types). The Simpson's index of diversity for the markers ranged from 0.895 to 0.940. No two isolates 

exhibited 100% genetic similarity. Among the four markers, AFLA1 demonstrated the highest 

discriminatory power. 

Conclusion: Microsatellite genotyping revealed considerable genetic diversity among A. flavus 

isolates obtained from patients with otomycosis. Furthermore, there was no evidence of an association 

between a specific genotype and the clinical presentation of A. flavus otomycosis. 
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 گزارش کوتاه

 مارانیب جدا شده از فلاووس لوسیآسپرژ یگونه ها نگیپیژنوتا
 کیدر شهرستان بابل با استفاده از تکن سیکوزیاتوما به مبتلا

 MLVA یمولکول
 

 1یمعصومه محمد
 2عمران یمهدو یدسع

 3جلال جعفرزاده
 4یاکجوریک یوانک
 5یزاده ارمک یتق یمجتب

 6ینیاناحمدرضا ام

 چکیده
دوملای  ااملاا ایلالس آسلاپرژیلوزیس م لااغی و هیلار ت لااغ س  فومیگاتوس، آ. فلاوووس آسپرژیلوسپس از  سابقه و هدف:

دریلا  مغییلار اسلات.  03تلاا  9است. اتومایکوزیس یک افونت قارچس سطحس کانال گوش خارغس است که شیوع غ لاانس آ  از 
 آسپرژیلوس فلاوووسنگ سویه ، ژنوتایپیبا ه ف مطالعه حاضر شود.ایجاد مس آسپرژیلوسهای اتومایکوزیس مع ولاً توسط گونه

 .، انجام پذیرفتMLVAغ ا ش ه از بی ارا  مبغو به اتومایکوزیس در ش رسغا  بابا با اسغفاده از تکنیک مولکولس 
هلاای گلاوش توسلاط پ شلاک مغ  لا  ساله، ن ونه 5در طس دوره  ،مقطعس حاضر -مطالعه توییفس  ها: مواد و روش

رداشغه ش . سپس انغقال ن ونه در شرایط اسلاغریا بلاه آزمایالاگاه، بلارای آزملاای  گوش، حلق و بینس توسط سواپ اسغریا ب
آسلاپرژیلوس ای وله  03و کات بر محیط سابورو دکسغروز آگار انجام ش . تع اد دری   ۰3میکروسکوپس مسغقیی با پغاس 

وتحلیا تع اد توالس های  تکینک تج یه، DNAاز بی ارا  مبغو به اتومایکوزیس غ ع آوری ش . پس از اسغ راج  فوووس
 آ. فلاوووسبرای  (VNTR) های تکراری پات سرهیمارکر توالس 0با ( MLVA)مغییر تکراری پات سرهی چن  لوکوس 

(AFLA1 ،AFLA3 ،AFLA7  وAFMP3به منظور تعیی  تنوع ژنغیکس و ارتباط بالقوه بی  سلاویه ) بلاا واکلان  هلاای بلاالینس
 انجام ش .زنجیره ای پلی راز 

ژنوتایپ )سکانس تایپ( م غلف بوده  03ناا  دهن ه  آسپرژیلوس فوووسای وله  03میکروسغویت تایپینگ  ها:هیافت
را  ۰33ها قرابلات ژنغیکلاس هیچ یک از ای وله مغییر بود. 595/3-903/3ها از است. شاخ  تنوع سی پسو  هر یک از مارکر

 بوده است. AFLA1ای وله، مارکر  03میا  ناا  ن ادن . برتری  مارکر با ق رت ت ای  بالاتر در 
غ ا ش ه از  آسپرژیلوس فوووسهای میکروسغویت ژنوتایپینگ ناا  داد تنوع ژنغیکس بی  ای وله استنتاج:

 آسپرژیلوس فوووساتومایکوزیس بسیار مغنوع بوده است. هیچ شواه ی مبنس بر ارتباط ژنوتیپ خاص با تظاهرات بالینس 
 ن اشت. اتومایکوزیس وغود

 

 ، اتومایکوزیسآسپرژیلوس فوووسژنوتایپینگ،  واژه های کلیدی:
 

  :mojtabataghizade@yahoo.com E-mail                                  یرا بابا، بابا، ا سپژوهاک ه سومت، داناگاه الوم پ شکبابا:  -مجتبی تقی زادهمولف مسئول: 
 یرا بابا، بابا، ا سداناگاه الوم پ شک یس،داناجو یقاتتحق یغهک س، ا وم س. پ شک۰
  یرا بابا، بابا، ا سپژوهاک ه سومت، داناگاه الوم پ شک یری،و گرمس سافون هایی اریب یقاتمرک  تحق س،پ شک سقارچ شناس گروه ، . اسغاد2
  را یم رس، ت را ، ا یتداناگاه ترب س،پ شک سگروه قارچ شناس س،پ شک سقارچ شناس یدکغر ی. داناجو0
 یرا بابا، بابا، ا سداناگاه الوم پ شک س،الله روحان یتآ ی ارسغا ب س،داناک ه پ شک ینس،روه گوش، حلق و بگ، . اسغاد0
  یرا بابا، بابا، ا سپژوهاک ه سومت، داناگاه الوم پ شک یری،و گرمس سافون هایی اریب یقاتمرک  تحق س،پ شک سقارچ شناس ، گروهیار. دانا5
  یرا ما  ، ما  ، ا سداناگاه الوم پ شک س،داناک ه پ شک ی یولوژی،ف ست    ی. دکغر6

  : ۰3/0/۰035 تاریخ ت ویب :             ۰9/۰3/۰030 تاریخ ارغاع غ ت ایوحات :              ۰3/۰3/۰030 تاریخ دریافت 
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 و همکارانی معصومه محمد     

 

 555         5045 تیر، 852، شماره ششممجله دانشگاه علوم پزشكي مازندران                                                                       دوره سي و               

 گزارش کوتاه

 

 

 مقدمه
افونلالات حلااد، تحلالات حلااد و یلالاا ملالا م   اتوملاایکوزیس

نس با اویی بلاالینس شلااما درد، الغ لاا ، گوش خارغس و میا

ترشح، چرک، خارش و کاه  ق رت شنوایس اطوق ملاس 

هلالاای سلالااپروفیت شلالافاف از طیفلالاس از کپلالاک .(2 ،۰)گلالاردد

 آ.، نلالاایجر آسلالاپرژیلوسشلالااما  آسلالاپرژیلوسهلالاای گونلالاه
، سیلیوم پنسهای و به ن رت غنس فومیگاتوس آ.، فوووس

درماتوفیت هایس و  اسکوپولاریوپسیس، رای وپوس، موکور

 منغاگروفلاایغس ترایکوفلاایغو ، فلوکوزوم اپی رموفایغو مثا 

ااملالالاا بی لالالااری گلالالالا ارش  روبلالالاروم تریکوفلالالاایغو و 

اسغفاده از روش هلاای تایپینلالاگ مولکلالاولس  (.۰-0)گرددمس

های قلاارچس یلالاک هلاا یلاا توانایس تا ی  بی  ای وللاهگونلاه

نلالالات ابلالالالا ار کارآملالالالا  در شناسلالالالاایس اپیلالالالا مس هلالالالاای افو

. للاذا از م ی تری  دلایا اسلاغفاده (0 ،0)بی ارسلاغانس ملاس باشلا 

تایپینگ گونه در قلالاارچ شناسلالاس، مانیغورینلالاگ بی لالاارا  و 

پیگیلالالاری درملالالاا ، آنلالالاالی  بلالالاروز و شلالایوع مانیغورینلالالاگ 

هلالاای غ لاانس و منطقلاه ای محیطلاس و مطالعلالاه اپیلا میولوژی

ج یه و تحلیلاا در روش ت .(5)بی اری های قارچس ملاس باشلا 

های مغییر تکراری پات سلارهی چنلا  لوکلاوس تع اد توالس

(MLVA)  ای وللالاه هلالالاای م غللالالاف ملالالاس تواننلالالا  بلاراسلالالااس

تفلالالالالااوت در تعلالالالالا اد تکلالالالالارار از یکلالالالالا یگر مغ لالالالالاای  

بلالاا توغلالاه بلالاه اه یلالات تالالا ی  مولکلالاولس و  .(6 ،0)شلالالالاون 

و از طرفلاس  فوووس .آحساسیت دارویس ای وله های بالینس 

ی بلاود  مطالعلاات اپیلا میولوژی در ایلا  ملاورد، هلا ف از ک

غلا ا شلا ه از ن ونلاه  آ. فلاوووسژنوتایپینگ  ،مطالعه حاضر

 .  بود MLVAهای اتومایکوزیس ش رسغا  بابا با روش 

 

 هامواد و روش
 ن ونه یغ ع آور

مقطعس با کلا  اخلاوق  -ای  مطالعه از نوع توییفس 

IR.MUBABOL.HRI.REC.1401.227   م لالالالالالالالالاو

 5در طلاس  ،ونت پژوهاس داناگاه الوم پ شکس بابلاامعا

غلا ا  آ. فوووسای وله  03(، بر روی ۰096-۰033سال )

انجام شلا . ن ونلاه بلارداری بعلا  از  ش ه از افونت گوش

معاینه بالینس بلاه ک لاک اتوسلاکوپ و بررسلاس تاری  لاه 

توسط پ شک مغ    گوش و حلق و بینس به ک لاک 

غس ن ونلاه سواپ اسغریا از قسلا ت ا قلاس گلاوش خلاار

میللالاس لیغلالار حلالااوی سلالارم  ۰5بلالارداری و بلالاه لوللالاه فلالاالکو  

بلاه  rpm ۰3333ها در دور فی یولوژی منغقا ش . فالکو 

دقیقه سانغریفیوژ و از رسو  آ  برای آزملاای   5م ت 

و مان ه رسلاو  بلارای کالات  دری  ۰3مسغقیی با پغاس 

 ºC03 بر روی محیط سابورو دکسغروز آگار در دماهای 

های رش  یافغلاه بلاه رنلاگ سلاب  جام ش . کلنسان ºC 25و 

روش  با بررسس مسغقیی میکروسکوپس بلاا رنلاگ آمیلا ی 

آ. مغلالایل  بللالاو از نظلالار سلالااخغ ا  زایالالاس بلالاه انلالاوا  گونلالاه 
  شناسایس ش . فوووس

 

 DNAاسغ راج 
به روش پلارل شیالاه ای و  آ. فوووس DNAاسغ راج 

ط ای وآمیا الکا( در شلارای-کلروفورم-تایس )فنا 0ترکیب 

هلار  کاموً اسغریا و در زیر هود به شرح ذیا انجلاام شلا . در

میکرولیغر بلاافر لایلا یس  233( اسغریا، ml5/۰میکروتیو  )

، دریلا  ۰، س یی دودسلایا سلاولفات X ۰33)شاما تریغو  

اسلای  هیلا روکلریک -مولار، تریسمیلس ۰33کلری  س یی 

را میلس مولار اتیل  دی آملای  تغلا pH  ،۰=5میلس مولار با  ۰3

ای بلاا میلس گرم از پرل شیاه 033و  ( pH=5اسغیک اسی  با 

مغر اضافه ش . از سلاوا  مواغلاه شلا ه بلاا میلس 0/3-6/3قطر 

اسلاغفاده  آ. فلاوووسآ  مقطر اسغریا برای برداشت اسپور 

ثانیلاه ورتکلاس و  03ش . محغویات میکروتیلاو  بلاه ملا ت 

 انکوبه ش . C33˚دقیقه در دمای  03سپس برای م ت زما  

ای وآمیا -کلروفورم-تایس )فنا 0میکرولیغر از ترکیب  233

( به محغویات قبلس اضافه ش . سپس میکروتیو  بلارای الکا

شلالایک شلالا  و پلالاس از آ  بلالاا دور  C25˚دقیقلالاه در دملالاای  5

سلاانغریفوژ  C0˚دقیقه در دمای  ۰3به م ت  rpm  ۰0333بالا

میکرولیغلار  533انجام شلا . سلاوپرناتانت دور ری غلاه شلا ه و 

در دور دقیقلاه  ۰3اضافه و سپس بلاه ملا ت  دری  33تانول ا

rpm ۰0333  در دمای˚C0  سانغریفوژ انجام ش . اتلاانول دور

ها در دمای اتاق خاک گردی . سپس ری غه و میکروتیو 
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OD بلالالاهن ونلالالاه( منظور تعیلالالای  مقلالالا ار هاDNA بلالالاا روش )

اسپکغروفغومغری خوان ه ش ن . بع  از آ  ن ونه ها در فری ر 

   (.3)درغه نگ  اری ش ن  -23

 

 PCRفلالاوووس بلالاا روش  یلوسآسلالاپرژ MLVA یپینلالاگتا
 پلی راز( ای زنجیره واکن )

 25واکلان  در حجلای ن لاایس تایپینلاگ،  برای انجام

میکرولیغلار  DNA  ،۰میکرولیغلار از ۰میکرولیغر، به می ا  

پیکومول بلار  ۰3( با هلظت ۰ ش اره از هر پرای ر )غ ول

)آمپلیکلاو ،  ولیغلار مسلاغر ملایکسمیکر 5/۰2میکرولیغلار، 

میکرولیغر آ  مقطر دو بار تقطیر انجام  5/9دان ارک( و 

 90ش . برنامه تکثیر شاما دناتوراسلایو  اولیلاه در دملاای 

درغلاه  90سلایکا  03دقیقه،  5گراد به م ت درغه سانغس

 03گراد بلارای درغه سانغس 50ثانیه،  03گراد برای سانغس

ثانیلاه، بلاه دنبلاال  03د به م ت گرادرغه سانغس 32ثانیه و 

گلاراد درغه سلاانغس 32آ  یک مرحله گسغرش ن ایس در 

دقیقه انجام ش . سپس الکغروفورز و مااه ه  ۰3به م ت 

  .(5)انجام ش  دری  2بان ها برروی ژل آگارز 

 
 آسپرژیلوس فوووسبرای  VNTRویژگس های ناانگرهای  :1شماره جدول

 

Fragment 
Size 

Range of 
repeat 
number 

Repeat unit Primer sequences (5' to 3') VNTR 

markers 

293-۰53  ۰0 AC F:  CGTTGGCATGTTATCGTCAC AFLA1 
R: CTACTGAATGGCGGGACCTA 

232-۰60  ۰۰ TAGG F:CTGAAAGGGTAAGGGGAAGG AFLA3 
R:CACGCGAACTTATGGGACTT 

050-۰2۰  ۰0 TAG F:GCGGACACTGGATGAATAGC AFLA7 

R:AACAAATCGGTGGTTGCTTC 
230-۰55  ۰3 (AT)6AAGGGCG(GA) F:CCTTTCGCACTCCGAGAC AFPM3 

R:CACCACCAGTGATGAGGG 

 

بر اساس  آ. فوووسهای پروفایا اللس هر یک از اسغری 

 فرمول

انلا ازه ناحیلاه تکثیلار  -هلااان ازه افست÷ )تع اد بازتکرار 

ارتبلااط بلای  یافغه = تع اد کپلاس نلاامبر( محاسلابه گردیلا . 

های آللس بلاا ژنوتیپ های م غلف توسط مقایسه پروفایا

 افلالا ار فیللالاووی  ملالاورد تج یلالاه و تحلیلالاا قلالارار گرفلالات.نلالارم

)معیاری بلارای سلانج  چنی  س پسیو  تنوع ژنغیکس هی

تنلالاوع اسلالات کلالاه تعلالا اد تکرارهلالاای موغلالاود و ه  نلالای  

گیرد( ها در نظر مسفراوانس نسبس هر الا را در کا ای وله

هلالاا بلالاا بلالارای کلالاا ای وللالاه VNTRهریلالاک از مارکرهلالاای 

  Comparing Partitionsاسلالاغفاده از نلالارم افلالا ار آنویلالا  

 محاسبه ش . 

 

 ها و بحثیافته 
و  AFLA7نغایج نالاا  داد کلاه بلارای ملاارکر ژ  هلاای 

AFPM3  دامنه بان  مالااه ه شلا ه بلار روی الکغروفلاورز بلاه

ای وللاه  20بوده اسلات.  bp ۰55-230و  bp۰2۰-050ترتیب 

منفلالاس بلالاوده  M-PCRدر  AFLA7بلالارای تکثیلالار ناحیلالاه ژنلالاس 

 M-PCRای وله در  2تن ا  AFPM3که برای  است در حالس

دامنلاه  AFLA3و  AFLA1هلاای است. بلارای ژ منفس بوده 

-bp ۰53بان  مااه ه ش ه بلار روی الکغروفلاورز بلاه ترتیلاب 

هلاا بلارای ژ  بوده است. ت لاامس ای وللاه bp ۰60-232و  293

مثبت بوده اسلات. آنلاالی  درخلات  AFLA3و  AFLA1های 

فیلوزنغیلالاک نالالاا  داد کلالاه هلالایچ یلالاک از ای وللالاه هلالاا قرابلالات 

نلالا  و در یلالاک شلالااخه دن ا ژنغیکلالاس یکسلالاانس از خلالاود نالالاا 

(. در آنلالاالی  ۰ ت لالاویر شلالا ارهفیلوژنغیلالاک قلالارار نگرفغنلالا  )

 ۰خوشلاه فیلوژنغیلاک و  ۰3درخت فیلوژنغیلاک در مج لاوع 

تک کللاو  شناسلاایس شلا . بلار اسلااس شلااخ  سلای پیوزو  

مارکر نالاا  دهنلا ه ایلا   0ان کس تنوع ژنغیکس هر یک از 

 AFLA1ای وللاه،  03باش  کلاه برتلاری  مارکرهلاا در بلای  مس

 تکلارار تعلا اد شلا ارش بلاا MLVAدر روش بلاوده اسلات. 

 بررسلاس م غللاف هلاایسویه بی  ، ارتباطVNTRمارکرهای 

 ( از 23۰3و ه کلالاارا  ) Hadrichمطالعلالاه  در .گلالارددملالاس

 فلاوووس آ. ای وله 60 تایپینگ برای میکروسغویت ناانگر

 قلا رت که دارای موغود مارکر ۰2از  اسغفاده ش . ترکیبس

،  AFM3 7 و AFM ملاارکر ) 5ترکیلاب  و 93/3افغراقلاس 

AFLA7 ،AFLA3 ،AFLA1 کلالاه دارای قلالا رت افغراقلالاس )

ژنوتیلاپ از  25و ه کارا   Guarro (.9  )گ ارش ش 952/3

آ. ژنوتیلاپ از گونلاه هلاای  20و  آ. فومیگلااتوسگونلاه هلاای 
شناسلاایس کردنلا .  را در یلاک افونلات بی ارسلاغانسفوووس 

بی ار بلاه وسلایله دو ای وللاه از  0نغایج ای  مطالعه ناا  داد که 

یک ژنوتیپ ماابه از ای وله های محیطس آلوده ش ه بودنلا  

بی ار و یلاک ژنوتیلاپ دیگلار  0و یک ژنوتیپ بالینس در بی  
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 و همکارانی معصومه محمد     
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 گزارش کوتاه

 

 

در مطالعلالاه حاضلالار بلالاا  .(۰3)بلالای  دو بی لالاار مالالاغرک بلالاود

بلالاا منالالاا آ. فلالاوووس ژنوتایپینلالاگ بلالار روی ای وللالاه هلالاای 

یس شلا . در مطالعلاه سکانس تایپ شناسلاا 03اتومایکوزیس، 

Gheith  و ه کلالاارا  در یلالاک ب لالا  انکوللالاوژی از کالالاور

غ ا ش ه از بی لاارا   فوووس آ.ای وله  ۰5تونس با تایپینگ 

محیطلاس بلاا  آ. فلاوووس ای وللاه 5۰مبغو بلاه لوسلا س حلااد و 

اسغفاده از روش میکروسغویت در ای  ب   به طور واضح 

آ. س از احغ لالاال وقلالاوع افونلالات اکغسلالاابس بی ارسلالاغانس ناشلالا
  .(۰۰)را در ب لالا  انکوللالاوژی گلالا ارش ن ودنلالا  فلالاوووس

Rudramurthy (  23۰۰و ه کارا ) بلاه مطالعلاه ژنوتایپینلاگ

ملالاارکر  9بلالاا اسلالاغفاده از  آ. فلالاوووسای وللالاه بلالاالینس  ۰62

میکروسغویت پرداخغن . پلس مورفیک سایت مااه ه شلا ه 

ای وله واغ  م للاوطس از ژنوتایلاپ  ۰0الا بود.  00مارکر  9

 ۰20 آ. فوووسای وله های  ۰09 غلف بودن . برای مابقس م

ژنوتایپ م غلف شناسلاایس شلا . قلا رت ت لاای  هلار یلاک از 

بلاود. در مج لاوع قلا رت  653/3 -950/3مارکرها در دامنلاه 

آ. مارکر میکروسلاغویت بلارای ت لاامس ای وللاه هلاای  9ت ای  
دسلالات آملالا . ارتبلالااط معنلالاس داری بلالای  ه بلالا 993/3فلالاوووس 

. (۰2)اشکال م غلف بالینس افونت مالااه ه نالا ژنوتیپ ها و 

ژنوتایپ م غللاف در میلاا   03نغایج مطالعه حاضر ناا  دهن ه 

تکنیلاک ( D)بلاا قلا رت افغراقلاس  آ. فلاوووسای وله بالینس  03

STR assay  بر اساسSimpsons diversity index  بلارای هلار

تلاا  595/3یک از مارکرهلاای مطالعلاه حاضلار دارای طیفلاس از 

دلایلالاا تفلالااوت نغلالاایج مطالعلالاه حاضلالار بلالاا مطالعلالاه  ود.بلالا 903/3

دلیا نوع اسغری ، منطقلاه غیرافیلاایس، منبلاع به توان  دیگرا  مس

 کار رفغه باش . ه ن ونه ها و نوع مارکر میکروسغویت ب

های گونلاه تایپینگنغایج مطالعه حاضر ناا  داد که ژنو

 دارای تنوع از افونت گوش، آوری ش هغ ع فوووس آ.

دارای  MLVAبلاود. روش تایپینلاگ  ای گسلاغرده کلاسژنغی

قلالا رت افغراقلالاس بسلالایار بلالاالایس غ لالات مطالعلالاه مولکلالاولار 

 مس باش .آ. فوووس های بالینس اپی میولوژی ای وله

 

 
 

با نرم اف ار فیلووی  ناا  دهن ه تنوع  MLVAآنالی   :1شماره  تصویر

 VNTRمارکر  0برای  آسپرژیلوس فوووسای وله  03ژنغیکس 

 

 سپاسگزاری
ی طلالارح ایلالا  پلالاژوه  بلالاا ح ایلالات ملالاالس و نغیجلالاه

ملالاس باشلالا .  320۰00033تحقیقلالااتس بلالاا کلالا  رهگیلالاری 

داننلا  از معاونلات پژوهالاس نویسن گا  بر خود لازم ملاس

 داناگاه الوم پ شکس بابا تق یر و تاکر ن این .
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