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     پژوهشی  
  
  
  ازنــــــدرانـکــــــی مــــــــوم پـزشـلـشـــــگاه عـــه دانـلــــمج

   )1-11    ( 1386 سال     آذر و دی     61  شماره   دهم هفدوره 

1  1386آذر و دی  ، 61هم ، شماره هفد      دوره                                                                    مجله دانشگاه علوم پزشکی مازندران                 

شناسایی مولکولی کاندیدا آلبیکنس های جدا شده از بیماران 
  )84-85( درمانی استان مازندران-انکولوژی در چهار مرکز آموزشی

  
   (.Ph.D)*** محمدباقر هاشمی            (.Ph.D)**+ طاهره شکوهی  (.M.Sc) * معصومه فتاحی

  (.M.D)****** احمد تمدنی             (.M.D)***** علی اخوتیان (.Ph.D) **** محمدتقی هدایتی
   (.M.D)******** مسعود ایاز        (.M.D) ********داریوش مسلمی  (.M.D)*******حسین کرمی 

 
  چکیده

کننده   بسیار کمک  ،های کاندیدایی، دربقای بیماران مبتلا به مهار سیستم ایمنی         تشخیص به موقع گونه    : و هدف سابقه  
هـدف از   . ن درمان ضد قارچی موثر را در شرایطی که هنوز میزان قارچ پایین است، آغاز نمـود                توا که می  به لحاظ این  . است

 با (Oncology)بخش تومور شناسی جدا شده از بیماران  (Candida Albicans)های  این مطالعه، شناسایی کاندیدا آلبیکنس
  .های مولکولی بود روش

رنگ کلونی روی محیط کروم آگار، تشکیل جرم (های فنوتیپی  زمونآ با  مجزا کاندیدا آلبیکنس62 : ها مواد و روش
 ژنومی آنها با DNAشناسایی شدند، ) 80 توئین  درصد1تیوب و تولید کلامیدوسپور روی محیط کورن میل آگار دارای 

ها به  نمونه در همه) rDNA)26S در ناحیه ژنی D1/D2منطقه متغیر .  کلروفرم جدا گردید-فنل/ استفاده از روش گلس بید
الکتروفورز محصولات روی .  تقویت شد620 (bp) ، به اندازه NL1/NL4 (Primers)های  بتونه و با استفاده از PCRروش 

 در سایت BLASTافزار   محصول انجام شد و نتایج با کمک نرم18تعیین توالی برای .  انجام شد درصد5/1ژل آگارز 
NCBIاستفاده از برنامه ها با  تطبیق توالی.  ارزیابی شدCLUSTAL-W(version 1.83)صورت گرفت .  

های بررسـی    همه توالی .  به عنوان کاندیدا آلبیکنس شناسایی شدند      Blastجوی   و   کلیه محصولات در جست    : ها  یافته
س  مختلـف بـرای گونـه آلبیکـن    (Strain)نـژاد   4.  با توالی مرجع خود در بانک ژنی شـباهت داشـتند           درصد 99شده بیش از    

 131علاوه ه ب).  نمونه1( FC 551و ) نمونه1(TA 62، ) نمونه3(24698، ) نمونهAA 1622b)13 نژاد: شناسایی گردید، شامل
  .مکان متغیر نوکلئوتیدی نیز شناسایی شد

علاوه، شناسایی ه ب.  بود(Phentotypic) کاندیدا آلبیکنس گونه غالب تعیین شده با روش های فنوتیپی : استنتاج
  .های فنوتیپی مطابق بود  با نتایج حاصل از روش درصدrDNA ،100 (26S)ها با تعیین توالی ناحیه ژنی  دا آلبیکنسکاندی

  
   هیدروکسی اوره،سنگ صفراوی بتا تالاسمی اینتر مدیا، بتا تالاسمی ماژور، :واژه های کلیدی 

  
  

  . با حمایت مالی دانشگاه علوم پزشکی مازندران انجام شده است در شورای پژوهشی دانشگاه ثبت شده و 84 -66این تحقیق طی شماره  
  کارشناسی ارشد قارچ شناسی، دانشکده پزشکی، دانشگاه علوم پزشکی مازندران *

  دانشگاه علوم پزشکی مازندران) استاد( دکترای قارچ شناسی پزشکی، عضو هیات علمی **
   دانشکده پزشکی، گروه انگل شناسی و قارچ شناسی جاده خزرآباد،18 کیلومتر ،ساری :ول ئمولف مس   +  

  دانشگاه علوم پزشکی مازندران مرکز تحقیقات تالاسمی)استادیار( دکترای ژنتیک، عضو هیات علمی ***
   دانشگاه علوم پزشکی مازندران) دانشیار( دکترای قارچ شناسی پزشکی، عضو هیات علمی ****

  دانشگاه علوم پزشکی مازندران) استادیار( یات علمیفوق تخصص خون و انکولوژی، عضو ه *****
  دانشگاه علوم پزشکی بابل) دانشیار( فوق تخصص خون و انکولوژی اطفال، عضو هیات علمی ******

  دانشگاه علوم پزشکی مازندران مرکز تحقیقات تالاسمی) استادیار( فوق تخصص خون و انکولوژی اطفال، عضو هیات علمی *******
 دانشگاه علوم پزشکی بابل) استادیار( متخصص رادیوتراپی انکولوژی، عضو هیات علمی ********

  9/10/86:              تاریخ تصویب4/9/86:             تاریخ ارجاع جهت اصلاحات 28/6/86: دریافت تاریخ 
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   و همکارانمعصومه فتاحی                        پژوهشی  
  

 

2  1386آذر و دی  ، 61هم ، شماره هفد      دوره                                                             ه دانشگاه علوم پزشکی مازندران                        مجل 

    مقدمه
 (flora)طبیعی ساکن آلبیکنس یک قارچ  کاندیدا

این قارچ بسته . )1(ست اها گرم و انسان های خون حیوان
: آورد  دو گروه عفونت را به وجود می،به طبیعت میزبان

 وکاندیدیازیس  مهبلیدهانی،: مانند(های سطحی عفونت
های  شود، عفونت که در افراد سالم هم دیده می )جلدی

) ریوی، گوارشی، ادراری و کاندیدمی: مانند(عمقی 
این . )2(دهد یکه در افراد با اختلال شدید ایمنی رخ م

. )3(مخمرها معمولا ارگانیسم های فرصت طلب هستند
شیمی درمانی در : عوامل مهارکنندۀ سیستم ایمنی مثل 

های  بیوتیک ، استفاده ازآنتیپرتودرمانیسرطانی، بیماران
موجب مهاجم ...  وشیرینوسیع الطیف، ایدز، دیابت 

کاندیدیازیس مهاجم . )4(شوند ها می شدن این قارچ
ی از عوارض شایع و بالقوه کشنده ناشی از سرطان و یک

های  اکثر عفونت. )10تا5(شیمی درمانی مرتبط با آن است
 آیند وجود میه کاندیدایی توسط کاندیدا آلبیکنس ب

پرتو تقریباً در نیمی از بیماران سرطانی که تحت . )6تا4(
های کاندیدایی  گیرند، گونه و گردن قرار می  سردرمانی
کنند که اگر این  ند و تولید عفونت مییاب یمتجمع 

 پیدا کند، به مرگ عمومیعفونت توسعه موضعی یا 
که استفاده از داروهای  در حالی. )11(شود بیمار منتهی می

ی را ـهای قارچ ضد قارچی جدید روند کنترل عفونت
کل اصلی در تشخیص به موقع عامل ـده، مشـبهبود بخشی
از به موقع درمان در ـذا آغل. ی استـوز باقـعفونت هن

دچار مهار سیستم کاهش سرعت مرگ و میر بیماران 
  .)12( معیار مهمی استایمنی،

کاندیدایی  گونه ترین قویعنوان  کاندیدا آلبیکنس به
اخیرا کاندیدا . )14،13(شود مهم پزشکی شناخته می

دابلینسیس به عنوان یک گونه جدید معرفی شده که از 
یزیولوژی، بسیار شبیه کاندیدا نظر مرفولوژی و ف

ها اشتباها به عنوان  آلبیکنس است و در آزمایشگاه
کاندیدا آلبیکنس مقاوم به فلوکونازول تشخیص داده 

 افتراق ،های مولکولی خوشبختانه تکنیک. شود می
 ممکن ،صحیح کاندیدا آلبیکنس را از این گونه

 ها به منظور لذا شناسایی صحیح گونه. )15(سازند می
درمان ضد قارچی مؤثر، با توجه به آگاهی از مقاومت به 

  .)16(داروهای ضد قارچی، ضروری است
های کاندیدایی شامل  وسایل قدیمی شناسایی گونه

های زمان بر مرفولوژیکی وجذب، برای شناسایی  آزمون
از .  چندین روز زمان لازم دارند،ها در یک کشت ایزوله

، خودکارهای بیوشیمیایی  طرفی هنگام استفاده از سیستم
شوند  های مخمری بالینی گاهاً اشتباه شناسایی می ایزوله

تر  یافته،شناسایی سریع های مولکولی توسعه لذا روش.)17(
تری را نسبت به روشهای فنوتیپی قدیمی فراهم  و صحیح

ازطرفی بررسی مولکولی یک عامل عفونی . )18(کنند می
چنین برای کنترل برای مطالعات اپیدمیولوژیک و هم

های دیگر تشخیص شامل  روش. )2(عفونت مهم است
بادی، عمدتاً در جمعیت ایمونوساپرس یک  ردیابی آنتی

عیب عمده دارند، زیرا این افراد توانایی پاسخ به عفونت 
های ردیابی  روش. بادی را ندارند وسیله تولید آنتیه ب

. ندآنتی ژن مفید بوده اما هنوز در حال ارزیابی هست
های بالینی مخمری جدا شده   ایزوله،تعدادی از محققین

 کاندیدیازیس جلدی ،)19(از بیماران مبتلا به ولووازنیت
 دیابت، های خونی، و بیماران مبتلا به بدخیمی ،)20(

و مبتلایان به سرطان و بیماران مبتلا به  )2(سوختگی
  آزمونمانند(های متداول  که با روش )21(اختلال ایمنی 
 آزمون جذب کربوهیدرات،  آزمونجرم تیوب،

 بررسی رنگ کلنی در روی کروم آزمونکلامیدوسپور، 
به عنوان کاندیدا آلبیکانس شناسایی ) ...و آگار کاندیدا

مورد بررسی مولکولی های مختلف  با روششده بود را 
های را مورد   این روشتشخیصیقرار داده و قدرت 

 به عنوان یک PCRن هم اکنو .اند بررسی قرار داده
طور ه روش کامل، ساده، ویژه، حساس و قابل اطمینان ب
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 شناسایی مولکولی کاندیدا آلبیکنس 
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. شود ای برای تشخیص کاندیدا استفاده می فزاینده
های  تقویت توالی اسیدهای نوکلئیک و تعیین توالی ژن

 هنوز به عنوان استاندارد طلایی rDNAکد کننده 
 برای تقویت PCRآزمایش . شود شناسایی، اجرا می

 به عنوان هدف در D1/D2 نوکلئوتیدی 600متغیر منطقه 
این . طراحی شده بود) rDNA)26S ناحیه ژنی 5′پایانه 

که جداسازی مطمئن همه   برای اینrDNAمنطقه 
طور ه های مهم مخمری بالینی را اجازه دهد، ب گونه

دراین تحقیق ما ضمن جداسازی . )22(مؤثری متغیر است
 بیماران انکولوژی به و شناسایی کاندیدا آلبیکنس از

  .به عمل آمدروش کلاسیک، بررسی مولکولی 
  

  مواد و روش ها
  :جمعیت مورد مطالعه

 درمانی - مرکز آموزشی4این مطالعه توصیفی، در 
.  انجام شده بود84-85های  استان مازندران طی سال

 40 مرد و 76( بیمار 116طور غیر تصادفی از ه ها ب نمونه
در مرکز ) ستری و سرپاییب(بخش انکولوژی ) زن

 درمانی امام خمینی و بوعلی ساری، امیرکلای -آموزشی
 -بابل و مرکز رادیوتراپی و رادیولوژی مرکز آموزشی

  .آوری شده بودند درمانی شهید رجائی بابلسر جمع
  

  :جمع آوری نمونه
 -نمونه ها بر اساس وجود ضایعات جلدی و جلدی

علائمی که دال مخاطی ،  علائمی چون تب و همچنین 
بر عفونت ادراری و عفونت ریوی در بیمار پس از تائید 
انکولوژیست مبنی بر احتمال حضور عفونت قارچی در 

 خراشیدن های جلدی با روش نمونه .گردید محل تهیه می
(Scraping)اسکالپل و نمونه از ضایعات سوزن وسیله ه  ب

ری آو  جمع(Swab)ای  ابزار پاک کننده پنبهمخاطی با 
های خلط صبحگاهی با سرفه عمیق و قسمت  شده، نمونه

میانی ادرار صبحگاهی در ظروف مناسب استریل جمع 

. آوری و در اسرع وقت به آزمایشگاه حمل شده بودند
های خون زمانی که بیماران علی رغم درمان آنتی  نمونه

. بیوتیکی همچنان تبشان ادامه داشت، گرفته شده بودند
مطالعه، استفاده از درمان ضد قارچی طی معیار خروج از 
سن، جنس، : برای هر بیمار اطلاعات. دو هفته قبل بود

ها  گیری و استفاده از ضد قارچ نوع بدخیمی، مکان نمونه
  .ثبت گردید

  
  :شناسایی ایزوله های کاندیدایی

.  انجام شده بودKOH  درصد10آزمایش مستقیم با 
 - شافرآور گیتیکو(فازیک   بیBHIهای  خون به بطری

 C°30تلقیح شده بود و در شرایط هوازی و ) ایران
های دیگر به دو محیط منتقل  نمونه. انکوبه شده بودند

 ,LAB M, Bury(سابورودکستروز آگار ) 1: شده بودند

UK ( با کلرآمفنیکل)50 µg/ml ( 24-48به مدت 
استفاده از کروم آگار کاندیدا ) 2 ؛ C°30-20ساعت در 

)CHROMagar Company, Paris, France ( و نتایج
بر اساس رنگ و مرفولوژی کلونی رشد یافته در مدت 

های کاندیدایی  ایزوله. قرائت گردید C°37ساعت در48
 تشکیل جرم تیوب در سرم اسب و آزمونوسیله ه ب

آگار  میل  تشکیل کلامیدوسپور روی محیط کورنآزمون
)DIFCO Laboratories, Detroit, Mich., USA (

  .شناسایی شدند) CMA-T80 (80 توئین  درصد1دارای 
  

  : DNAجداسازی 
ابتدا کشت خالص از هر ایزوله کاندیدا آلبیکنس 

 با DNA.  روز انکوبه شد2 به مدت C°30تهیه و در 
. )16(استفاده از روش فروپاشی گلس بید، جدا شده بود

یک لوپ کامل از : به طور مختصر بدین شرح بود
   از بافر لیز کننده µl 300لبیکنس تازه در کاندیدا آ

 )10 mM Tris ،1 mM EDTA pH:8 ،1% SDS ،100 

mM NaCL ،2% Triton  X-100 (بعد . معلق شده بود
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 300و ) 1:1( کلروفرم به نسبت - فنلµl 300از افزودن 

mg 0.5با قطر ( گلس بید mm( نمونه ها با شدت به ،
اره سلولی مخلوط  دقیقه تا فروپاشی کامل دیو5مدت 
وژ با دور ــه سانتریفــوسیله ی بــای سلولــبقای. دـشدن

10000 rpm دقیقه مجزا شدند و لایه فوقانی 5 به مدت 
کبار دیگر با یک حجم معادل از کلروفرم جدا شده  ی
 در سوپرناتانت رسوب  درصد100 با اتانول DNA. بود

ر هوا  شسته شده بود؛ د درصد70کرده بود، با اتانول 
 ، TE) 10 mM Tris-HCLخشک گردیده و در بافر 

1mM EDTA pH:8 (غلظت . معلق شده بودDNA و 
 نانومتر 280 و 260های  نسبت جذب در طول موج

)A260/A280 (به روش اسپکتروفتومتری تعیین شد .
 تا زمان -C20° جداسازی شده در DNAژنومیک 

  .شد استفاده نگهداری می
  
  :PCRروش 

  : رهای اولیگونوکلئوتیدیجفت پرایم
)(forward)NL15؛′-GCATATCAATAAGCGGAGGAAAAG-3′(   

 )GGTCCGTGTTTCAAGACGG-3′-′5؛ NL4 (reverse)( و

 D1/D2 از منطقه bp (620(به منظور تقویت یک قطعه 
  .، استفاده شد)rDNA)26S در ناحیه ژنی 

PCR 50 در یک حجم نهاییµl ،انجام گردید 
، PCR buffer×10 از 5µlلگو،  اDNA از 2µl: شامل

5µl 1، %50 از گلیسرولµlتری   داکسی نوکلئوزید
 از BIRON( ،0.5 µl، محصول شرکت 5mM(فسفات 
، محصول شرکت فزابیوتک µM 25با غلظت (هر پرایمر

 Taq از mgcl2 ،0.4 µl (mM 1.5) از µl 3، )ایران

DNA polymerase)250 U محصول ،Roche .( واکنش
PCRاه ترموسیکلر مدل  در دستگ)Thermal cycler 

techne- TC- 312 (های گرمایی  سیکل. انجام گردید
 دقیقه، 5 به مدت C 94°ی یدناتوره ابتدا: بدین شرح بود

 :دناتوره: (شد  سیکل به صورت زیر دنبال می36که با 
°C94 اتصال) ( دقیقه1 به مدت :°C 52 2 به مدت 

؛ و یک مرحله )دقیقه 2 به مدت  C 72°: تکثیر) ( دقیقه
  .  دقیقه5 به مدت C 72°تکثیر انتهایی 

 در یک ژل آگارز PCR از هر محصول µl 8مقدار 
، TBE) Tris base ،Boric acid×1 و بافر  درصد5/1

EDTA PH:8 (یک . الکتروفورز شده بود)100 bp (
DNA Marker)  محصول شرکتBIRON ( همراه با

سپس . دها همراه شده بودها برای تعیین اندازه بان نمونه
آمیزی و تصویر  رنگ) µg/ml 0.5(ژل با اتیدیوم برماید 

 UV doc) Gel Documentation andبا دستگاه 

Analysis Systems user manual; Model: GAS 
9000/9010: version 12; Cambridge, UK  ( تهیه

  .شد
  

  : PCRتعیین توالی محصولات 
 Column based(تخلیص محصولات با روش 

purification Kit (Millipore) using vacuum for 
filtering( منطقه . انجام شدD1/D2 در ناحیه ژنی 

rDNA)26S ( با پرایمرNL1تعیین .  تعیین توالی گردید
 DNA Sequencing به کمک دستگاه DNAتوالی 

)ABI 3730.XL (و با روش استاندارد سنگر)Dideoxy 

nucleotide chain termination ( ،صورت پذیرفت
دست آمده با استفاده از ه  بDNAسپس توالی های 

ها  گونه.  آنالیز گردید Blast 2.0 به نامOnlineافزار  نرم
وسیله جستجوی اطلاعات در سایت ه ها ب و استرین

www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST http:// و ارزیابی 
ا استفاده از ها ب تطبیق توالی.  تعیین شده بودندhitبیشترین 

  . صورت گرفتCLUSTAL-W (version 1.83)برنامه 
  

  یافته ها
 4در )  زن40 مرد و 76( بیمار مبتلا به بدخیمی 116

رنج سنی بیماران .  درمانی بررسی شدند-مرکز آموزشی
.  بود52/43 ± 20/25 سال و متوسط سنی آنها 83-2

 63-74ترین موارد مثبت کاندیدایی در رنج سنی بیش
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، ) درصد34/60( بیمار 70از نمونه مشکوک .  بودسال
نوع غالب بدخیمی، تومور مغزی . کاندیدا جدا گردید

مبتلا )  درصد98/57(اکثر بیماران . بود)  درصد57/18(
 ایزوله 102تعداد . دهانی بودند-به کاندیدیازیس حلقی

)  درصد34/29( بیمار 24در . کاندیدایی شناسایی گردید
 17که در . کاندیدایی جدا گردیدبیش از یک گونه 

 10( بیمار 7دو گونه متفاوت و در )  درصد24/29(بیمار 
  .تجمع یافته بودسه گونه مختلف ) درصد
  

  :شناسایی فنوتیپی
)  درصد60/78( ایزوله کاندیدایی 102 ایزوله از 62

های سبز روشن تولید  که بر روی کروم آگار کلونی
ند و روی محیط کرده بودند، جرم تیوب مثبت بود

CMA-T80 کلامیدوسپورهای تکی و گاهاً دوتایی تولید 
کرده بودند، به عنوان کاندیدا آلبیکنس شناسایی شده 

 ایزوله مخمری به عنوان کاندیدای غیر 31.بودند
تروپیکالیس، . گلابراتا، ک. به ترتیب ک(آلبیکنس 

 ایزوله مخمری ناشناخته 8و ) کفایر.کروزئی و ک .ک
تمامی موارد . وله رودوترولا شناسایی گردیدو یک ایز

آلبیکنس از ضایعات مخاطی و جلدی در .جداسازی ک
 موارد درصد 29/34در . محل دهان بوده است

کلنیزاسیون بیش از یک گونه کاندیدایی از یک مکان 
  .مشاهده گردید

  
کاندیدا  های های مولکولی برای تشخیص ایزوله روش

  :آلبیکنس
 62 برای NL4 و NL1پرایمرهای با : PCRآزمایش 

DNA کاندیدا آلبیکنس جدا شده انجام گردید، و قطعه 
 rDNA ژن D1/D2 نوکلئوتیدی از منطقه 620هدف 

)26S (ها با موفقیت تقویت شد برای کلیه ایزوله)شکل 
  .)1شماره 
  

  : PCRتعیین توالی محصولات 
 تعیین NL1 با پرایمر PCR تا از محصولات 18

های DNA نتایج تعیین توالی بعد از تطبیق با .توالی شدند
 از طریق سایت Gene Bank)(موجود در بانک ژنی 

Online) NCBI ( با کمک نرم افزارBLAST 18 برای 
  ا ـود و بـکنس را تأیید نمـه آلبیـول به وضوح گونـمحص

  
  

  
  

 رانده شده و در  درصد5/1یماران انکولوژی که بر روی ژل آگارز  ایزوله شده از ب  کاندیدا آلبیکنسDNA 62 از PCRمحصولات  :1  شمارهشکل
  Lane M: DNA Marker 100 (bp). تولید باند نموده اند bp)(620قطعه 
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 یکی. مطابقت داشتدرصد100های فنوتیپی آزموننتایج 
کلونی سبز تیره، (شناسایی فنوتیپی  ها که در محصولاز 

 هیف کاذب جرم تیوب منفی و بلاستوسپور همراه با
ناشناخته بود، به عنوان کنترل تعیین ) CMA-T80روی 
. گردید کاندیدا تروپیکالیس شناسایی عنوان شد و به توالی

 استرین مختلف برای گونه آلبیکنس شناسایی گردید، 4
، ) نمونه3 (24698، )نمونهAA 1622b) 13استرین: شامل

TA 62) 1نمونه  ( 551و FC) 1ی ها از نمونه).  نمونه
 AA 1622b و 24698 بیمار، دو استرین متفاوت3متوالی 

 99های بررسی شده بیش از  همه توالی. جدا گردید

 100 نمونه 9:  با توالی مرجع خود شباهت داشتنددرصد
 با توالی مرجع خود در بانک ژنی شباهت داشتند درصد

) کاندیدا تروپیکالیس(کنترل   نمونه دیگر شامل نمونه9و 
 شماره جدول( توالی مرجع خود مشابه بود  با درصد99

 مکان متغیر 131 محصول ذکر شده، 18برای ). 2
)  درصد89/93 (123: نوکلئوتیدی شناسایی شد، شامل

منطقه هتروزیگوت که هر دو حالت آللی ظاهر شده 
منطقه که جانشینی نوکلئوتیدی )  درصد11/6 (8بودند و 

  .صورت گرفته بود

  

   .26Sین گونه و تعیین استرین های کاندیدا آلبیکنس با استفاده از تعیین توالی ژن تعی  :1جدول شماره 
  

Bit Score2 Identity1 % Similariy Accession no. Strain no. شماره بیمار شماره نمونه 

1018 
1011 

566/567 
560/560 

99 
100 

AY 601154 
AF 156536 

24698 
AA 1622b 

CAF1 
CAF2 

PI 

1012 
1011 

564/566 
562/563 

99 
99 

AY 601154 
AF 156536 

24698 
AA 1622b 

CAF3 
CAF4 

PII 

1018 
1011 

566/568 
560/560 

99 
100 

AY 601154 
AF 156536 

24698 
AA 1622b 

CAF5 
CAF6 

PIII 

1014 
1002 

562/562 
558/560 

100 
99 

AF 156536 
AF 156536 

AA 1622b 
AA 1622b 

CAF7 
CAF8 

PIV 

1025 
1029 
1029 
1005 
1003 
1023 
1023 
1002 
946 
989 
1002 

568/568 
570/570 
572/573 
557/557 
558/559 
567/567 
567/567 
555/555 
526/527 
555/557 
557/558 

100 
100 
99 

100 
99 

100 
100 
100 
99 
99 
99 

AF 156536 
AF 156536 
AF 156536 
AF 156536 
AF 156536 
AF 156536 
AF 156536 
AF 156537 
DQ 318814 
AF 156536 
EF 151501 

AA 1622b 
AA 1622b 
AA 1622b 
AA 1622b 
AA 1622b 
AA 1622b 
AA 1622b 

TA 62 
551 FC 

AA 1622b 
C. tropicalis 

CAF9 
CAF10 
CAF11 
CAF12 
CAF13 
CAF14 

CAF15 
CAF16 
CAF17 
CAF18 
CAF19 

PV 
PVI 
PVII 
PVIII 
PIX 
PX 
PXI 
PXII 
PXIII 
PXIV 
PIII 

    (XJURML)   
  

1 .NCBI BLAST terminology : طول توالی مورد آزمایش(Query) در مقایسه با توالی گزارش شده در Gene Bank) (Subject  

2 .NCBI BLAST terminology : برای مقایسه امتیاز تطبیقی در جستجوهای مختلف استفاده می شود(ارزش معمول تطبیق، که از امتیاز خام تطبیق مشتق شده.(   

  

ها به دنبال  نتایج ارزیابی ارتباط فیلوژنتیکی استرین
، در اشکال  Clustal-Wها با برنامه  آنالیز تطبیق توالی

  .نشان داده شده است) 5-2(
 های مشابه در  آنچه که موجب شده بعضی استرین

ها  یک شاخه نباشند، عدم تطبیق ابتدا و انتهای سکانس
  .باشد می

ی تعیین شده در این ها قابل ذکر است که استرین
نیاز  و نتایج مرتبط با آن BLASTافزار  مطالعه توسط نرم
 RAPD و RFLPهای دقیق تری چون  به تایید با روش

  .دارد که هم اکنون در حال انجام است
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  AA 1622bشاخه فیلوژنتیکی از استرین های   :2شکل شماره 

  

  
  

  24698   شاخه فیلوژنتیکی از استرین های  :3شکل شماره 
  

  
  

  TA 62 شاخه فیلوژنتیکی از استرین  :4شکل شماره 
  

  
  

  FC 551 شاخه فیلوژنتیکی از استرین  :5شکل شماره 
  
  بحث

کاندیدیازیس مهاجم یکی از عوارض شایع و 
بالقوه کشنده ناشی از درمان بالاخص شیمی درمانی، در 

های  در این بررسی و بررسی. بیماران سرطانی است
  درصد50وع موارد مثبت کاندیدا، بیش از مشابه، شی

؛ وچنانچه برآوردگردید، کاندیدیازیس )5،4(ارزیابی شد
دهانی یک عفونت معمول در بیماران سرطانی -حلقی
کلنیزه شدن بیش ازیک گونه کاندیدایی . )23،11،4(است

 دریک مکان ویژه واقعه غیرمعمولی نیست، و درمبتلایان
تواند   هم می درصد44از سرطان نازوفارنکس حتی بیش 

 میزان کلنیزاسیون حاضرکه در مطالعه  همچنان. )24(باشد
 )2002( و همکارانDavies و در بررسی  درصد29/34
در هر دو مطالعه از . )23( گزارش شده بود درصد23

محیط کروموژنیکی مثل کروم آگار جهت شناسایی 
استفاده شده بود، زیرا این محیط برای تخمین جمعیت 

کاندیدایی محیطی حساس شناخته شده )mix( مخلوط
های غالب شناسایی  در بررسی حاضر گونه. )25(است

کاندیدا آلبیکنس، کاندیدا : های فنوتیپی شده با روش
گلابراتا و کاندیدا تروپیکالیس بود؛ گونه های مذکور 

های کاندیدایی را شامل   ایزوله درصد80در کل بیش از
) 2001( و همکاران Safdar شدند، که با نتایج می

، )2002 ( و همکارانDaviesاز طرفی . )26(مطابقت دارد
   های رایج در مطالعه خود را، کاندیدا آلبیکنس گونه

و کاندیدا )  درصد18(کاندیدا گلابراتا  ،) درصد46(
لذا حضور . )23(اعلام کردند)  درصد5(دابلینسیس 

ا دابلینسیس، کاندید:های دیگر جنس کاندیدا، مانند گونه
کاندیدا پاراپسیلوزیس، کاندیدا کروزئی، کاندیدا 
لوسیتانیا، کاندیدا استلاتوئیده و کاندیدا گیلر موندی نیز 

 و این افزایش با گستردگی )27(رو به افزایش است
 و پروفیلاکسی )28(های تری آزولی  استفاده از درمان

ضرورت شناسایی  لذا.  مرتبط است)5(فلوکونازولی
ها به منظور درمان ضد قارچی موثر  ح و سریع گونهصحی

  .شود احساس می
های مولکولی در شناسایی صحیح و  امروزه روش

اهداف ریبوزومی، . اند هاکمک شایانی نموده سریع گونه
ای  ، انتظارات ویژهDNA از ژن D1/D2خصوصا حوضه 

در حال حاضر، . اند برای شناسایی مولکولی نشان داده
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رها تعیین ـه مخمـا در همـ تقریبD1/D2ه ـی منطقـتوال
 های دیگر در مطالعه حاضر و بررسی. )30،24(شده است

ه ــع در ناحیــ واقD1/D2ی ــز توالــ؛ آنالی)31،30،18(
26S rDNAنتایج تعیین توالی .  مورد استفاده قرار گرفت

 99های مورد آزمایش، بیش از  این ناحیه برای استرین
 رجع شباهت داشت که با مطالعه با استرین مدرصد
در هر دو .  همخوانی دارد)2006( (Pryce) پرایس

های حاصل از کشت مجدد جدا   از کلونیDNAمطالعه، 
در این تکنیک جداسازی، احتمال ترکیب . شده بود
ها کاهش یافته و درصد شباهت با استرین مرجع  ایزوله

 مطالعه از چهار استرین شناسایی شده در. یابد افزایش می
های  با استرین) TA 62 و AA 1622b(حاضر، دو استرین

 و همکاران (Forche)  فورچشناسایی شده در بررسی
و همکاران  (Forche)  فورچمطالعه. مشابه بود) 1999(
ها  م دندروگرامـهت ترسیـ که جانـد ان کردهـبی) 1999(

 Multilocus و PCR fingerprintingات ـــلاعـــاز اط

Genotype (MLG)ذا ـــل. )30(نـــدا ودهــاده نمــ استف
 (sequencing)توالی فت تعیین استرین با ــوان گــت می
: ونــری چــت ای دقیقــه ا آزمایشــد بــه تاییــاز بــنی

MLG, PCR fingerprinting, RFLP, RAPD و  ...
های فنوتیپی و  آزموندر مطالعه حاضر نتایج . دارد

انطباق داشت، که با نتایج سایر مطالعات مولکولی کاملا 
تر  ی سریعـه به شناسایـبا توج. )34تا32،16(ابهت داردـمش

های  آزمونهای مولکولی نسبت به  تر روش و صحیح
 )35-37( محققین تشخیصی متکی بر فنوتیپ، سایر

اند  های متداول نشان داده ارجحیت این روش را بر روش

های تشخیص   آزمایشگاهاند که در و خاطر نشان ساخته
های متداول گردیده و به صورت  طبی جایگزین روش

روزمره مورد استفاده قرار گیرد، و این در حالی است 
های کاندیدایی  های مولکولی تخمین گونه که تکنیک

در حد یک ابزار تحقیقاتی باقی مانده است و تا زمانی 
ست که به صورت ارزان و کارا در نیاید، احتمال کمی ا

  .های شناسایی سنتی شود که جایگزین روش
در این مطالعه، کاندیدا آلبیکنس گونه غالب تعیین 

که، شناسایی  علاوه اینه ب. های فنوتیپی بود شده با روش
 rDNAها با تعیین توالی ناحیه ژنی  کاندیدا آلبیکنس

)26S( ،100های فنوتیپی   با نتایج حاصله از روش درصد
  .مطابق بود

  

  زاریسپاسگ
بدین وسیله از معاون محترم آموزشی و پژوهشی 

رفیعی به علیرضا دانشکده پزشکی، جناب آقای دکتر 
انه، تشکر ـده و همکاری صمیمـهای ارزن خاطر راهنمایی

ر خود را از ـراتب تشکـن مـهمچنی. ودـش ی میـو قدردان
امیر کلای : های های انکولوژی بیمارستان ولین بخشؤمس
، )خانم مهدوی(ساری ) ره(، امام)بیریخانم خ( بابل

و کارکنان مرکز ) خانم امین اسلامی( ساری بوعلی
آقای دکتر صفیری، خانم (رادیوتراپی شهیدرجایی بابلسر

. دارد یـآزمایشگاه ابراز م  محترمکارکنان و)دکترکریمی
نامه  گردد که این مقاله حاصل پایان ر میـضمن متذک در

 شناسی خانم معصومه فتاحی ارشد قارچ کارشناسی دوره
  .باشد میاز دانشگاه علوم پزشکی مازندران 
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