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مقاله پژوهشي 

تک يونيسم اشکال کانفورماسيمورفيزا با استفاده از پليماريلوس مهم بيآسپرژيهاگونهييشناسا
rRNAژن کد کننده DNAيهارشته

٤زنديلوفر جلالين،٣زادهيدکتر محمدرضا خرم،٢يرهندين ميدکتر حس،١بايز ديدکتر کامب
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چكيده
ن يا.مورد علاقه قرار گرفته استهاقارچييع شناسايسريهاوهياز شيكيعنوان هاست كه بPCRه يبر پايروشSSCP٥يتست مولکول:زمينه و هدفپيش 

 ـي ـو تفكييشناسـا بعدها درمورد استفاده قرار گرفته است،هاونيز موتاسي، از جمله در آنالهازميکروارگانيميير از شناسايغياهدافيدر گذشته برافن ن يك ب

. دا كرديكاربرد پهازمياورگانيبرخياگونه

ن ي ـدر ا،PCRبدسـت آمـده از محصـولات    DNAيهاسم تک رشتهيمورفيق پلياز طريژنيهان ترادفين اختلافات بييت روش فوق در تعيبا توجه به قابل

. دشويبررسهان گونهيجاد افتراق بيدر اباشد يمحدودساز ميهاميبا آنزهضماز ازينيبن روش که ياامکان استفاده از شده است که يمطالعه سع

مـاران مراجعـه   يبينيبـال يهاکشور و نمونهيمارستان آموزشيچند بيطيو محينيباليهان مطالعه از نمونهيدر ايلوسيزوله آسپرژيا٢٠٥:روش كارمواد و 

يهاان عفونتيدر ميلوسيآسپرژيهاعفونتيک درصديوع ين تعداد با توجه به شيا. قرار گرفتنديمورد بررس،بدست آمده بودنديارچ شناسکننده به مرکز ق

CZAو CYA , CYA20S, MEA: شـامل هـا لوسيآسـپرژ يكشـت افتراق ـ يهـا طيدر مح،يلوسيآسپرژيهاهيجدايتمام. انتخاب شدنديمارستانيبيقارچ

 ـDNAاسـتخراج  يدر روش مولكـول .شـدند ييشناسايكروسكوپيميهاو جلوهيات كلنيكشت داده شده، با استفاده ازخصوص د و ي ـگـلاس ب يروش دسـت هب

از بانـدها  يبردارو عكس٦G-PAGEسپس با استفاده از،د تك رشته انجام گرفتيتوليبراDNAون يو دناتوراسITS2ون قطعه يكاسيفيآمپل،كلروفرم-فنل

.شدندسه يمقايكيتفكيالگوها

يمارستانيبينيو باليطيمحيهانمونه،هاگونهيازده گونه بدست آمد، منابع جداسازيشامل يلوسيزوله آسپرژيا٢٠٥،ماهه١٨ک مطالعه يدر طول :هايافته

ن يجه آن افتراق بيكه نتSSCPيدر بررس. بدست آمدندهامارستانيبيطيمحيهااز نمونهدرصد٧٥و ينياز منابع بالدرصد٢٥يلوسيآسپرژيهازولهيا. بودند

،ك گروهيدر ) جريلوس نايگاتوس و آسپرژيلوس فوميآسپرژ(نكتا، يسيلوس كوادري،  آسپرژيشريلوس فيدولانس، آسپرژيلوس نيآسپرژ. لوس بوديآسپرژيهاگونه

.ك هستنديفكگر از هم قابل تيدر گروه د) لوس اوكراسئوسيلوس ترئوس، آسپرژيلوس فلاوس، آسپرژيآسپرژ(

انسان مورد استفاده يزايماريلوس بيآسپرژيهان گونهيترمهمييشناسايتواند برايمو آسان نه ي، کم هزعيک روش سريعنوان هبSSCP:يريگجهينتبحث و 

.داردد وجودين ترديروتيهاشگاهيع آن در آزماين روش احتمالا در کاربرد وسييپايژگيل ويدلهچند که ب، هررديقرار گ

سميمورفي، پلييلوس، شناسايآسپرژ:هاواژهكليد

١٣٨٨پاييز، ۱۶۴-۱۷۱صم، سومجله پزشكي اروميه، دوره بيستم، شماره

٠٩١٢٤٤٦٤٩٧٢: ، همراه٠٤٤١-٢٧٧٠٩٦٩: اروميه، پرديس نازلو، دانشکده پزشکي، تلفن:آدرس مكاتبه

Email: kadiba@umsu.ac.ir

)نويسنده مسئول(استاديار قارچ شناسي پزشکي، دانشکده پزشکي، دانشگاه علوم پزشکي اروميه١
علوم پزشکي تهراندانشگاه دانشيار قارچ شناسي پزشکي، دانشکده بهداشت،٢
دانشيار ايمونولوژي، دانشکده بهداشت دانشگاه علوم پزشکي تهران٣
کارشناس آزمايشگاه بيولولوژي مولکولي، انستيتو تحقيقات بهداشتي اصفهان٤
٥Single Stand Conformational Polymorphism
٦Gradient Poly Acryl amide Electrophoresis

مقدمه
يدز و برخ ـي ـايمـار يوع بيمـوازات ش ـ هب،سه دهه گذشتهير طد

در يپزشـک يتهاجميهان کاربرد روشيهمچن،مزمنيهايماريب

يمن ـيسـتم ا يدر اختلال سينوعهکه بييز داروهايدرمان و تجو

يقــارچيهـا از عفونـت يوع گروه ـيم هسـتند، ش ــيانسـان سـه  

سيلوزيمختلف آسپرژطلب از جمله اشکالک و فرصتيستميس
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۸۸، پاييز ۳، شماره ۲۰دوره اروميهيمجله پزشک
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ن ي ـعنـوان عوامـل ا  هب ـلوس يآسـپرژ يهـا گونه. افته استيش يافزا

ت ي ـک، کراتي ـآلرژيبرونکوپولمونر،رينظيمواردبا بعضاًهايماريب

ن ينـازال و همچن ـ يهـا تينوزيگـوش، س ـ ي، عفونت قـارچ يقارچ

ر عفونـت  ي ـاشـکال اخ .ه مـرتبط هسـتند  ي ـمهـاجم ر يهـا عفونـت 

يدرمـان يمياز ش ـيناش ـيهـا يکه از نوتروپنيادخصوص در افرهب

. گردنديمات ظاهر يدکننده حيار خطرناک و تهديبرند، بسيمرنج 

 ـي ـدق،حيک روش صحيافتن ين خصوص، يدر ا يموقـع بـرا  هق و ب

ينيبـال يهـا لوس در نمونـه يآسپرژيهاگونهييص و شناسايتشخ

و يمـار يبيالگرش و غربيتواند در پايمابد، و ييميژه ايت وياهم

ج يك بـه تـدر  يمرفولوژيهاروش.ک موثر باشديولوژيدمياهداف اپ

هـا و بـالاخص   قـارچ يبنـد و طبقـه يياعتبار خود را از در شناسـا 

هـا  ن روشي ـن كـه ا ي ـمضـافاً ا . دهنـد يها از دسـت م ـ لوسيآسپرژ

ازمنـد  يهـا ن لوسيآسـپرژ ييكه شناسـا ير بوده و در موارديگوقت

يهـا اني ـطغمهـاجم در يهـا ر عفونـت ي ـنظ(سرعت عمـل اسـت   

Outbreaksياقابـل ملاحظـه  ييها كـارآ ن روشيا. )يلوسيآسپرژ

ص و يتشـخ يت بـرا ي ـکفاساده و بايمولکوليهافنرا ياخ.ندارند

لوس مورد يآسپرژيهاپاتوژن از جمله گونهيعوامل قارچييشناسا

از سـرعت  يطـور کل ـ هبيمولکوليهاروش.استفاده قرار گرفته اند

نظر ازمند کادر مجرب و صاحبيبرخوردارند و نيت خوبيبالا و کفا

از .سـتند يگردد، نيمد يک تاکيمورفولوژيهاروشيکه براآنچنان

ــهيمــهــاگونــهييج در شناســايــرايمولکــوليهــاروش ــوان ب :ت

PCR-Sequencingه يناحITS1)۱( ،PCRيهـا ه سکانسيبر پا

ــرر  ــوياPCR،)۲(مکــ ــزمونــ ــيآنــ ،)PCR-EIA2) (۳(يم اســ

Nested- PCRيبا هدف نواحITS-rDNA3)۴(،SSCP)۵( و ،

ييدر شناسـا ياشاره نمود که همگ ـ)4PCR –RFLP)۶نيهمچن

يهـا روش. انـد در سطح جـنس و گونـه بکـار رفتـه    هالوسيآسپرژ

شـدند، بـا وجـود    کـه اشـاره  چنانDNAن سکانس ييبر تعيتنيم

خصوص در سطح ه، بهاانجام آنينه بالايحاظ هزلهت بالا بيحساس

يهاروش. ستنديصرفه نهن مقرون بيروتيهاشگاهيع و در آزمايوس

PCR-RFLP وSSCPع و قابـل اعتمـاد   يسـر يهـا از جمله روش

يهـا روشيبرنهيکمتر، هزيت نسبيباشند که با وجود حساسيم

ابـل انجـام   قيشـتر يذکر شـده را ندارنـد و بـا سـهولت ب    يمولکول

عنوان هب،PCRه يبر پايروش مولكولSSCPانين ميدر ا. هستند

مورد علاقـه قـرار گرفتـه    هاقارچييع شناسايسريهاوهياز شيكي

RFLPاسـت کـه در   يمياز از هضم آنزينين روش بعلاوه بيا.است

. برخـوردار اسـت  يشـتر يسرعت ب،شود، لذا از سهولتيممشاهده 

، هـا زميکروارگانيميير از شناسايغياهدافيرادر گذشته بفنن يا

1 Internal transcript spacer
2 immune enzyme assay
3 ribosomal DNA
4 restriction fragment length polymorphism

نمونه ،مورد استفاده قرار گرفته استهاونيز موتاسياز جمله در آنال

ک و يستيبروز کيفعال در فيهاژنيهاونيموتاسيآن در غربالگر

ن ي ـبعـدها ا ). ۷(ده اسـت  ي ـگر گزارش گرديديکيژنتيهايماريب

قرار )۹(هاير باکتريو سا)۸(هااسترپتوکوکييشناسايروش برا

محـدود بـه   هـا قـارچ ييدر شناساSSCPع يسرفنکاربرد . گرفت

گـردد يم ـتوفتـورا  يزا و فيکورياکتومـا يزايمـار ير بي ـغيهـا قارچ

ن بـود کـه امکـان اسـتفاده از     ي ـبر اين مطالعه سعيدر ا). ۱۰،۱۱(

از هـا ن گونـه يجـاد افتـراق ب ـ  يرا در اSSCPاز از هضـم  ينيروش ب

بدست آمده از محصولات DNAيهاسم تک رشتهيمورفيق پليطر

PCRميينما يرا بررسهاآن.

روش کارمواد و 
رد کـه در  يگيمقرار Experimentalيتجربطهيحن مطالعه در يا

در مراکـز  ۱۳۸۶ور يتـا شـهر  ۱۳۸۵ن مـاه  يماه از فرورد۱۸طول 

UNEنشـگاه  تهـران و دا يوابسته دانشگاه علـوم پزشـک  يقاتيتحق

ل به يل در ذيتفصهمراحل کار پژوهش ب. ا انجام گرفته استياسترال

. آن پرداخته شده است

: هازميکروارگانيم

لوس عامـل  يگونـه آسـپرژ  از پـنج يدار جهانشناسنامهيهانياستر

) JCM٥(ژاپـن  يکروبيميهاون کشتيانسان از کلکسيهايماريب

:بدست آمدند، شامل

A. flavus (JCM 2061), A. fumigatus (JCM 10253), A.

niger (JCM 10254), A. nidulans (JCM 10227, A. tereus

(JCM 02728).

يهـا و از کشتهامارستانيبيطيمحيهااز نمونهياصليهاهيسو

طـور  هکـه ب ـ يمارسـتان آموزش ـ يدر چهار بيماران بستريمثبت ب

به يارجاعينيباليهانمونهن يهمچنو انتخاب شده بودند يتصادف

يدانشکده بهداشـت دانشـگاه علـوم پزشـک    يشناسشگاه قارچيآزما

طـور عمـده از سـطوح    هب ـيط ـيمحيهانمونه.ندتهران بدست آمد

وار، تخـت و  ي ـر کـف، د يماران نظيبيمحل بستريهامختلف اتاق

. گرفتـه شـد  يخـارج راهروهـا و محوطـه   ،اتـاق يو هـوا هـا يترال

ل انجـام گرفتـه،   ياستفاده از سواب و موکـت اسـتر  بايبردارنمونه

. ح شـدند يتلق ـيشناس ـه قـارچ ي ـکشـت پا يهـا طيبلافاصله در مح

ون يانتقال داده شده در انکوباسيشناسشگاه قارچيبه آزماهاطيمح

يهـا يدر مدت رشـد، کلن ـ . قرار گرفتندگراد يدرجه سانت۳۰-۲۵

يهاطيدر محند وشديجداسازمورد نظر قرار گرفتهيلوسيآسپرژ

و ,CYA20S٧ , CYA٦: شـامل هـا لوسيآسـپرژ يكشـت افتراق ـ 

5 Japanese collection for microorganisms
6 CYA+20%Succrose
7 Czapek Yeast extract Agar
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همكارانوكامبيز ديبادکتر ...زا با استفاده ازيماريلوس مهم بيآسپرژيهاگونهييشناسا
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CZA١ MEAون در يروز انكوباس ـهفتپس از .ندكشت داده شد٢

بـا  هـا گونـه ک ي ـمورفولوژييگراد، شناسـا يدرجه سانت۲۸حرارت 

يهـا يژگ ـيزان رشـد، و ي ـلحاظ مهبهايات كلنياستفاده از خصوص

ز ي ـو ن) رهيو غيگ، بافت، توپوگرافشكل، رن(يك كلنيماكروسكوپ

conidial(يائيدي ـرئـوس كون (يك كلن ـيكروسكوپيميهايژگيو

heads(شكل و هاكوليوفور، شكل و اندازه وزيدي، طول و قطر كون ،

دها و شـكل و  ي ـاليبـودن ف يفيا دو ردييفيك ردي،دهايالياندازه ف

. )۱۲(انجام گرفت)هايدياندازه كون

: DNAاستخراج 

از کشـت هفـت روزه   سـوزن ک ي ـح يبا تلقيقارچبراث يهاکشت

ط کشت يمحيحاويتريليليم۲۵۰يهابه فلاسکهالوسيآسپرژ

SGB3سـاعت  ۷۲مدت هدرجه ب۳۰يسپس در دما. ديگردهيته

ن مـدت  يقارچ پس از ايفيهايآورجمع،کر قرار گرفتيشيبر رو

و شستشـو بـا بـافر   ) 0.45μm(پـور  يل ـيميهـا لتريبا استفاده از ف

Tris- EDTAل انجـام شـد  ير اسـتر ي ـز آب مقطر دو بار تقطيو ن .

نـد اسـتخراج   يبـه فرا mycelial matنـام  هب ـيوميسـل يميهاتوده

DNA و ٥فنل کلروفـرم -٤ديگلاس بوارد شده با استفاده از روش

micro multi mixerنـام  هاب کوچک ب ـيک دستگاه آسيو کاربرد 

بـافر اسـتخراج   با کاربرد DNAيو جداسازهالشکستن سلويبرا

)1mM EDTA [pH 8.0], 1% SDS٦, 10 mM Tris-HCL [pH

8.0], 100 mM NaCl, 2%, Triton X-100(،  محلــول

بـا کمـک   DNAبيترس ـدر نهايت. صورت گرفتکلروفرم -فنل

يک ـيمـاده ژنت . انجـام شـد  ينمک استات، الکـل سـرد و سـرماده   

ل شده يتشکPelletا يشکل رسوب هن مرحله بياستخراج شده در ا

حذف نمک و الکل يبرا. لوله قابل مشاهده بوديانتهااست که در

و . دي ـانجـام گرد درصـد ۷۰بار شستشو بـا اتانـل   کيبا درصد بالا، 

sterile TE bufferتـر از  يکروليم۵۰بـا افـزودن   ييرسوب انتهـا 

.)۱۳(ره شديذخ-C۲۰ °يدوباره حل شده در دما

مـراز  يپليارهي ـهـدف بـا اسـتفاده از واكـنش زنج    يDNAر يتكث

)PCR:(

ــاب پرا-۱ ــايانتخـ ــده . مرهـ ــد کننـ ــوزوميريRNAژن کـ يبـ

)rDNAgene(يبنـد و طبقـه يياهداف شناسايبرايقطعه مناسب

ز يو آنـال يبررس ـپـس از . هـا اسـت  لوسيها و از جمله آسپرژكپك

که نيلحاظ اههم بITS2قطعه،rDNAقطعات مختلف يوتريكامپ

لوس اسـت و هـم   يآسـپرژ يهاافتراق گونهيبرايكاف٧تنوعيدارا

1 Czapek Dox Agar
2 Malt Extract Agar
3 Sabouraud glucose broth
4 Glass beads
5 Phenol Chloroform
6 Sodium Dudcyle Sulfate
7 variation

ييجـاد اشـکال فضـا   يايمناسب بـرا ) bp 300-250(قطعه کوچک 

د لـذا از  ي ـر انتخـاب گرد ي ـتکثيباشد، برايمDNAيهاتک رشته

کـه استفاده شـد ) ITS4وITS3(فطعه فوق، ياختصاصيمرهايپرا

.باشديمر يصورت زا بهمرهيپرايتوال

ITS-3 forward primer: 5'- GCA TCG ATG AAG AAC

GCA- 3'

ITS-4 reverse primer:  5'- TCC TCC GCT TAT TTG

ATA TGG- 3'

از يراحتهبوده بITSورسال يونييمرهاياز پرايمرها بخشين پرايا

.ديگرديداريخرRocheندهينمايچند شرکت داخل

:PCRط يشرا-۲

:يتريكروليم۱۰۰ك واكنش يانجام يبرا

كومـول،  يپITS3 (۵۰)(مر رفت يپراتر،يكروليمPCR ،۱۰×۵بافر

) dNTPs(د ي ـنوع نوكلئوت۴كومول، يپ۵۰) ITS4(مر برگشت يپرا

۵الگـو  يDNA،واحد۵/۲مرازيپلTaqم يکرو مولار، آنزيم۲۰۰

يحرارترنامهب. مخلوط شدندزه يو نيددوبار تر و آب مقطر يكروليم

:شکلهبPCRيااعمال شده بر

ك يقه يدقششمدت به۹۵°حرارت : هيون اوليمرحله اول دناتوراس

ه ي ـثان۴۵مـدت  بـه ۹۴°حـرارت  : DNAر يكل، مرحله دوم تكثيس

يقـه بـرا  يك دقي ـدرجه به مدت ۵۶°، حرارت ٨ونيدناتوراسيبرا

ري ـتكثيدرجه برا۷۲°و حرارت ) annealing(مرها يدن پرايچسب

DNA)extension(، ًير نهائيمرحله سوم، تكثوكليس۳۰جمعا :

ل يرا تشـک PCRيي، پروتکـل دمـا  قهيدقپنجمدت هب۷۲°حرارت 

). ۱۳(داد يم

:PAGEروش هو الكتروفورز بDNAيهاه تك رشتهيته

بـه تـک   ياسـت از حالـت دو رشـته   يبايمن قطعه ير ايپس از تکث

محصـول  ،کسـان ييهـا ا افـزودن حجـم  شد، لذا بيمل يرشته تبد

PCR(5µl)وLoading Dye(5 µl) ک ي ـک لولـه و پـس از   يدر

خ ي ـبلافاصله بـه حمـام   ) درجه۹۵قه در يدقپنج(کوتاهيگرماده

)single stranded DNA(هـا منتقل شده تا از اتصال مجدد رشته

جاد تک يمراحل تست پس از ايتمام. در هر صورت ممانعت گردد

ن صـورت  يدر ا.درجه صورت گرفتچهارييط سرمايدر شرارشته

متفاوت در ييفضايهال فرمياحتملا با تشکDNAيهاتک رشته

در سرعت حرکت باندها يراتييتوانست تغيمس يند الکتروفورزيفرا

پس از مطالعـه مراجـع و   SSCPيط مطلوب برايشرا. ديجاد نمايا

گوناگون در ارتبـاط  يتدهاحالات و ميز بررسيگران و نيمقالات د

با کاربرد SSCPmodifiedو سرانجام ديگردانتخاب،ن هدفيبا ا

د ژلي ـلامياکريپل ـنه کردن روشيبا بهدرصد۶-۱۲ان يژل گراد

8 denaturation
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١٦٧

گونه استاندارد از دهيبراش شده يآزما(G-PAGE)سيالکتروفوز

:استاندارد مورد مطالعهيهاان گونهيم

 A. fumigatus, A.flavus, A. niger, A. nidulans, A. terreus,

A. ochraceus, A. fischeri

د ي ـاملي ـاکريژل پل-PAGEGدر روش . مورد استفاده قرار گرفت

درصد۱۲و درصد۱۰،درصد۸،درصد۶: چهارگانهيهادر غلظت

انتقال داده يستم الکتروفورز عموديه شده به سيطور جداگانه تههب

PCR-product, Loadingتـر از مخلـوط  يلکرويمپـنج سپس . شد

Dyeــ ــح گرديدر ژل تلقـ ــيـ ــدلهد و بـ ــيـ ــکال يل حساسـ ت اشـ

بـه  ،خچالييستم در دمايل شده به گرما، سيتشکيونيکانفورماس

قرار داده شده بـه آن  ۶۰-۸۰ف با ولتاژ يضعيکيان الکتريک جري

ژل از يبررويل شده رنگيتشکيساعت فرصت داده تا باندها۶-۴

Ethidium Bromideروش DNAيزيآمرنگيبرا. ا شوندهم جد

ترات نقره يشتر نسبت به روش نيبا وضوح بيجاد باندهايل ايدلهب

و بـا  يآرام ـهباند بيب ژل حاوين ترتيبد. مورد استفاده قرار گرفت

رنـگ  يکال تانک جـدا شـده در ظـرف حـاو    يستم ورتيدقت از س

۱۵-۲۰ژل نـازک پـس از   .قرار گرفتدرصد۰۱/۰ديوم برومايديات

نـاتور  يلومي، با آب شستشـو داده و بـه تـرانس ا   يزيقه رنگ آميدق

)geldocument UV system ( منتقـــل شـــده تـــا از بانـــدها

. گردديبردارعکس

بالاترين ،گردديمه ملاحظکه چنان. ي محيطي و بالينيهاي آسپرژيلوس از نمونههاي جدا شده گونههافراواني و درصد کلني:)۱(شمارهجدول

.باشديمي آسپرژيلوس فلاوس و آسپرژيلوس نيوئوس هاترين فراواني متعلق به گونهو پايين

هاشده از نمونههاي جداتعداد کلني

هاگونههاي بالينينمونههاي محيطينمونهمجموع

تعداددرصدتعداددرصدتعداددرصد

فلاوسلوسيآسپرژ۵/۵۴۱۱۲۷/۴۹۷۶۲/۶۹۳۶

جريلوس نايآسپرژ۷/۳۱۶۵۸۵/۳۹۶۱۷/۷۴

گاتوسيلوس فوميآسپرژ۸/۸۱۸۲/۷۱۱۶/۱۳۷

دولانسيلوس نيآسپرژ۰/۱۲۶۵/۰۱۹/۱۱

لوس ترئوسيآسپرژ۵/۰۱۰۰۹/۱۱

لوس کلاواتوسيآسپرژ۰/۱۲۶۵/۰۱۹/۱۱

ديلوئيسيلوس پنيآسپرژ۵/۰۱۶۵/۰۱۰۰

يلوس تاماريآسپرژ۵/۰۱۶۵/۰۱۰۰

لوس اوکراسئوسيآسپرژ۵/۰۱۰۰۹/۱۱

يلوس سوجئيآسپرژ۵/۰۱۰۰۹/۱۱

وئوسيلوس نيآسپرژ۵/۰۱۶۵/۰۱۰۰

۱۰۰۲۰۵۱۰۰۱۵۳۱۰۰۵۲Total

هايافته
شـامل  يلوس ـيزولـه آسپرژ يا۲۰۵،ماهـه ۱۸مطالعـه  نيادر طول 

و يطيمحيهانمونه،هانهگويگونه بدست آمد، منابع جداساز۱۱

از درصـد ۲۵يلوس ـيآسپرژيهـا زولـه يا. بودنديمارستانيبينيبال

بدست هامارستانيبيطيمحيهااز نمونهدرصد۷۵و ينيمنابع بال

،A. flavus (54.5%): متعلـق بـه  هـا گونـه ين فراوانيبالاتر. آمدند

A. niger (31.7%)،A. fumigatus (8.8%)يهـا زولـه يا.بودند

يهـا تراشـه مـورد  ۲۷: عبـارت بودنـد از  هاک نمونهيتفکهبينيبال

گـوش  ياگـزودا مـورد  ۹،ينوس ـيترشـحات س مورد هشت،ناخن

. يبـافت يوپس ـيبک مورد يو BALعيماخلط ومورد سه،يخارج

۴۴: شـامل يمارسـتان يلوس بيآسـپرژ يهـا زولـه ياب ين ترتيهمبه

ــه محــيا ــاطيزول ــيه ــورد ۱۶۱و ) Indoor(مارســتانيبيداخل م

. دي ـگرديم ـ) Outdoor(يمارسـتان يبيخـارج محوطـه  يهـا زولهيا

يک بررســيــبــا روش مورفولوژيلوســيآسپرژيهــازولــهيايتمــام

ط کشـت  يمحچهاريکشت بر رويکروسکوپيو ميمشخصات کلن

.ص داده شدنديتشخيافتراق

و ITS3يمرهايون با استفاده از پرايکاسيفي، آمپلSSCPيدر بررس

ITS4در حدوديقطعات کوتاهbp۳۰۰-۲۵۰ه ي ـدر ناح ITS2 را

يگردد، تفاوت واضحيمملاحظه يككه در شكل چنان. جه دادينت

يگرمادهيندهايقبل از فراPCRيهااز نظر طول باندهان گونهيب

محصـول  يج الكتروفورزعمودينتا. گردديمو سرد کردن مشاهده ن

SSCPبه دو روش يزيد، پس از رنگ آميآملياكريل پلژيبر رو

ان ي ـنمابي ـترتهب ـ۳و۲دو شكل د در يوم برومايديترات نقره و اتين

ل يتشـك يگـردد، الگـو  يم ـمشاهده ۲كه در شكل چنان. باشديم
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١٦٨

كـه  يزي ـن رنـگ آم ي ـايت فوق العاده بـالا يل حساسيدلهباندها، ب

ده يدوضوحهب) non specific bands(يراختصاصيغيهابانديحت

كـه  يدر اصـلاحات . باشـد يمنهان گونهيك بيشوند، قادر به تفكيم

انجام گرفت، از ژل PAGEن مقاله در روش يسندگان ايله نويوسهب

جه يد كه نتيژل همگن استفاده گرديجاهب) درصد۶-۱۲(ان يگراد

 ـيآسپرژيهان گونهيآن افتراق ب باشـد كـه در   يم ـيب ـيترتهلوس ب

لوس يآسـپرژ يهاگونه،كه مشهود استچنان. ان استينما۳شكل 

ــن ــپرژي ــريلوس فيدولانس، آس ــپرژيش ــي، آس نكتا، يلوس كوادرس

،ك گــروهيــدر ) جريلوس نــايآســپرژگــاتوس و يلوس فوميآســپرژ(

ــپرژ( ــپرژيآسـ ــلاوس، آسـ ــپرژ يلوس فـ ــوس، آسـ لوس يلوس ترئـ

در ادامه بـا  . ك هستنديگر از هم قابل تفكيدر گروه د) اوكراسئوس

،يمـورد بررس ـ يلوس ـيه آسپرژيسـو يتمامين تست برايكاربرد ا

سـه  يمقايج حاصـل از روش مورفولـوژ  يج بدست آمـده بـا نتـا   ينتا

اخـتلاف  MC.Nemarيد كه با بهـره گـرفتن از تسـت آمـار    يگرد

.دين دو روش مشاهده نگرديبيداريمعن

بحث
اند ضـعف  توانستهياديتا حدود زر يدر دهه اخيمولکوليهاروش

يهـا قـارچ ع و آسـان  يسـر ييشناسـا يبـرا يمورفولـوژ يهاروش

توان به جرأت يم.نديرا جبران نماهالوسياز جمله آسپرژزايماريب

ها سميك ارگانيو تفكييشناساين روش براياظهار داشت كه بهتر

ن روش يخاص است كه متأسفانه ايهاژن١ين توالييگر تعيكدياز 

ر ينظيشگاهيده آزمايچيپيهانياز و ماشيمواد مورد نينه بالايهز

-PCRيهاب روشين ترتيمهبه. )۱(طلبديرا م٢آناليزگر ژنتيكي

PCR-EIA وNested PCRـي ـن  ک ي ـو تفکييمنظـور شناسـا  هز ب

ن ي ـلوس مورد استفاده قرار گرفته اند اما با وجود ايآسپرژيهاگونه

1 Sequencing
2 Genetic Analyzer

زيس افقي باندهاي تشکيل شده حاصل از الکتروفور):۱(شکل شماره 
هاي آسپرژيلوس مورد مربوط به سويهITS2ناحيه ژني PCRمحصولات 
SSCPاين باندهاي کاملا يکسان و مشابه قبل از فرآيند . بررسي

.شودملاحظه مي

PCRمحصولاتPAGEتصوير الکتروفورز بروش :)۲(شمارهشکل

. قرههاي مورد مطالعه آسپرژيلوسي پس از رنگ آميزي با نيترات نگونه
هاي غيراختصاصي فراوان، افتراق گردد با وجود باندکه ملاحظه ميچنان

، )۲(، آسپرژيلوس نيدولانس)۱(آسپرژيلوس فيشري:هابين گونه
، آسپرژيلوس )۴(، آسپرژيلوس فوميگاتوس)۳(آسپرژيلوس کوادريسينکتا

، آسپرژيلوس )۷(، آسپرژيلوس ترئوس)۶(، آسپرژيلوس فلاووس)۵(نايجر
.يرممکن استغ)۸(راسئوساوک

MMMM 1 2 3 4 5 6 7 8 9 M

محصولات PAGE Gradientروشهتصوير الکتروفورز ب:)۳(شماره شکل 
PCR قطعهITS2ي آسپرژيلوس مورد بررسي پس از رنگ هامتعلق به گونه

ي هاراست باندهترتيب از چپ بهدر اين شکل ب. آميزي با اتيديوم برومايد
SSCP۲(رژيلوس نيدولانس، آسپ)۱(ي آسپرژيلوس فيشريهاگونه( ،

، آسپرژيلوس )۴(، آسپرژيلوس فوميگاتوس)۳(آسپرژيلوس کوادريسينکتا
، آسپرژيلوس )۷(، آسپرژيلوس ترئوس)۶(، آسپرژيلوس فلاووس)۵(نايجر

Mباند . قابل مشاهده است)۹(، آسپرژيلوس اوکراسئوس)۸(کلاواتوس

.باشدميbp۱۰۰ مربوط به مارکر استاندارد
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١٦٩

ــارا ــايياز ک ــرنييپ ــااز روشيت ــيه ــکانس يمبتن ــر س DNAب

اســت کــه ,PCRRFLPه ي ـگــر بــر پايروش د).۲،۳(برخوردارنـد  

بـرده  بکـار هـا لوسياز جمله آسپرژهاقارچييشناسايبرايخوبهب

مطلـوب برخـوردار   يژگ ـيت و ويکه از حساسنيضمن ا،شده است

ک يعنوانهب)۱۳(مايو مطالعه قبل) ۶(گران يمطالعات ددر . است

توجـه  يسـت يامـا با . ف گشته استيع و آسان توصيسرروش نسبتاً

محدود سـاز  يهاميد آنزيو خريازمند طراحيداشت که آن روش ن

ده ما روش يعقهکه بيدر حال. بر استگران و زمانباشد که گاهاًيم

در . باشديممحدودساز يهامياز از کاربرد آنزينيبSSCPيمولکول

ه ي ـبـر پا يولمولک ـيهـا فنن يترن و آسانيترعياز سرSSCPواقع 

PCRــ ــکــه اخباشــديم ــراًي ــا هب ــور شناس ــو تفکييمنظ ک ي

ت دو ي ـدر واقـع تنهـا مز  ).۵(استفاده شده است هازميکرواورگانيم

نــه بــودن و يکــم هزDNA Sequencingر نســبت بــه يــروش اخ

. باشديمص يشگاه تشخيک آزمايسهولت استقرار در 

ييفضـا يولـوژ رات مرفيي ـبر تغيمبتنSSCPدر مطالعه ما، روش 

مورد استفاده قـرار گرفـت تـا    rDNAيه ژنيدر ناحITS2لوکوس 

ک يــو تفکييشناســايمناســب بــرايافتراقــيک الگــويــبتوانــد 

يRNAکننـده  ژن كد . زا فراهم سازديماريلوس بيآسپرژيهاگونه

: باشديمر يزيشامل قطعات ژنيبوزومير

18  S  -  SS  rDNA1, (ITS1), 5.8S rDNA, Internal

Transcribed Spacer (ITS2), 28S -LS rDNA2

ن يافتـراق ب ـ يمناسـب بـرا  ياقطعـه يلحاظ تنوع ترادف ژنه که ب

امـا  .ر شـده اسـت  ي ـتعبهـا زمير ارگـان يو ساهالوسيآسپرژياگونه

ــيــتوجــه داشــت کــه ايســتيبا بلنــد يطــوليداراين قطعــه ژن

)570-630bp (يآن را بـرا لوس است که يآسپرژيهاان گونهيدر م

ن روش ي ـسازد چـرا کـه در ا  يمنامناسب SSCPاستفاده در روش 

ه تـك  ي ـجهـت ته ) 300bp-100(از به استفاده از قطعات کوتـاه  ين

ل مـا  ي ـن دليهم ـهب. وجود دارد) single stranded DNA(هارشته

ر بـا  ي ـرا جهـت تكث ) bp 300-250در حـدود  (ITS2قطعه كوچك 

PCRر گرفتـه  يكه در تصـو ر چنانيتكثنيجه اينت. ميانتخاب كرد

از يحـاك ) ۱شـكل  (شـود  يممشاهده يشده از ژل الكتروفورز افق

قطعـه  PCRل شده محصول يتشكيهان طول بانديبيك همساني

لذا تنها با .باشديملوس يژمختلف آسپريهادر گونهITS2كوچك 

PCRگرچـه  . ميسـت ينهـا قـادر بـه افتـراق گونـه    يه انتخـاب ي ـناح

Melchers)۱۴ ( يهات ژنيتقويبرايمر عموميك پرايبا كاربرد

از جـنس  ييهـا گونـه ييبـه شناسـا  موفقITS-r RNAكد كننده 

کـه  يمشخص ـيافتراق ـيالگور يشد، اما در مطالعه اخلوسيآسپرژ

. ف نگشته استيکاملا مشخص و متنوع باشد توصيشامل باندها

1 Small Subunit ribosomal DNA
2 Large Subunit ribosomal DNA

مورد اسـتفاده  هازميرگانکرواير ميافتراق سايبراقبلاSSCPًروش 

لحـاظ ارزش کـاربرد در بـر داشـته     هب ـيج متفاوتيقرار گرفته و نتا

ال اسـترپتوکوک  ي ـباکتريهـا طور مثال، در ارتباط با گونههاست، ب

در بر نداشت و ياجهينتيان گونهين روش در افتراق بيايريبکارگ

تـوده  کهITSکامل يه ژنيل انتخاب ناحيدلهت روش بيعدم موفق

). ۱۵(ده اســت ي ـدهـد ذکـر گرد  يمــل يرا تشـک يبزرگ ـيمولکـول 

در ITS2ه کوچک يح داده شد انتخاب ناحيطور که قبلا توضهمان

از . مرتفع نمـوده اسـت  يادين مشکل را تا حدود زيمطالعه حاضر ا

يه کوچک در داخل منطقه ژن ـيسه ناح،گريديادر مطالعهيطرف

16S ژنrDNAگـر مـورد مطالعـه قـرار     يديهايمربوط به باکتر

را در بـر داشـته   يافتراقيالگو۴۷شامل يجه مطلوبيگرفت که نت

ــاربرد ژن PCR-SSCP).۱۶(اســت  ــا ک ــورد rDNAب ــبلا در م ق

و ) ۱۸(هاتوفتوراي، ف)۱۷(هازاليکوريگر از جمله اکومايديهاقارچ

از جملـــه ) ۱۹(زا يمـــاريفرصـــت طلـــب بيهـــاقـــارچيبرخـــ

در . مورد استفاده قـرار گرفتـه اسـت   يگروه فلاويهاسويآسپرژل

ياز منطقه ژن197bpبا عنوان قطعه يانتخابيه ژنير ناحيمورد اخ

18S-rDNAيک الگـو ي ـن روش ي ـشده است و با کاربرد ايمعرف

.A. fumigatus, A. flavus, A: لوسيسه گونه آسپرژيبرايافتراق

nigerيه ژنيکاربرد ناحدر مطالعه ما. گزارش شده استITS2 در

حـدود  يزيمختلـف سـا  يهاکه در گونهrDNAيداخل منطقه ژن

250-300 bpن سه گـروه از  يداراست، ما را قادر ساخت تا افتراق ب

.ميگونه مختلف را فراهم سازهشتشامل هالوسيآسپرژ

در مرحلــه افتــه ير يــتكثDNAکــردن بــا دنــاتوره ،ن روشيــدر ا

بـا توجـه بـه    شـوند و  يم ـجـاد  ياDNAتـك  يها، رشتهيگرماده

درون يهـا به اتصالياديل زيتما،گسستهيهاونديدار بودن پيناپا

ن يدر بهتـر . ردوجـود دا هـا آندن مجـدد  يچسـب يو حت ـيارشته

وستن ياز بهم پ،گراديدرجه سانت۰-۴ين سرمايط از نظر تاميشرا

يارشـته درونيونـدها يپممانعت شـده ياديدو رشته تا حدود ز

بـا توجـه بـه انـدازه بـزرگ      .گردديمييد اشكال فضايمنجر به تول

بــدام افتــاده و ،در منافــذ ژل الكتروفــورز،يونياشـکال کانفورماس ــ

ن ژل صـورت ييسـمت پـا  هبراسـاس وزن ب ـ هـا آنيع ـيحركت طب

conformational(ييرد بلكه بسته به حجم و شـكل فضـا  يگيمن

figures (يهاتك رشتهDNAدر واقع  تك . دهنديمل باند يكتش

ن مشــاهده يســنگيهــاصــورت بانــدهدر ژل بــDNAيهــارشــته

باند کـاذب اسـت و مربـوط بـه     ينين سنگيهرچند که ادنگرديم

 ـ.باشـد يم ـاشکال بدام افتـاده در ژل   در الكتروفـورز  يطـور كل ـ هب

هـم  ) PAGE(د يل آمياكريژل پليبر رو،افتهير يمحصولات تكث

وسته و يهم پهمجددا بيهامربوط به دو رشتهيادو رشتهيباندها

يتر از باندهانيسنگكه معمولاًهامربوط به تك رشتهيهاهم باند

.هستندص يقابل تشخ،هستنديارشتهدو
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ژل از نـوع  يزي ـآمبا رنگPAGEيدر مطالعه ما روش الکتروفورز

silver nitrateل ي ـدلهفانه ب ـجاد شده متاس ـيايهاتک رشتهيبرا

در يت کم ـي ـاز قابليارشـته و دويراختصاص ـيغياد بانـدها يازد

يزيآمدر واقع رنگ). ۲شکل (ن باندها برخوردار بود يلازم بافتراق 

العـاده  فـوق يروشDNAيان ساختن باندهاينمايترات نقره براين

جاد شده مانعيايل تعداد فراوان باندهاين دليهمهحساس باشد و ب

ن يدر ع.گرددDNAيهاتک رشتهياصليهاباندق يدقصيتشخ

post stainingيزي ـپس رنـگ آم يد برايوم برومايديحال روش ات

را يج بهتـر يه ژل نتـا يافته تهير ييب روش تغيژل ران شده با ترک

. د نموديعا

د يل آمياکريژل پليافته الکتروفورز بر روير ييج ما از روش تغينتا

يهـا ک ژل با غلظـت يکه از انيگرادPAGEعنوان با افته ير ييتغ

سـتم  يسن اسـت کـه  يااز يحاک،برديمبهره درصد۶-۱۲يمتوال

يهـا لوسين آسپرژيترعيگونه از شاهشتييمذکور قادر به شناسا

ن الگوها شامل يا. باشديممختلف يالگوپنجدر انسان يزايماريب

، يشـر يلوس فيژدولانس، آسـپر ي ـلوس نيآسـپرژ يهاک گونهيتفک

لوس يگاتوس و آسپرژيلوس فوميآسپرژ(نكتا، يلوس كوادرسيآسپرژ

لوس ترئـوس،  يلوس فـلاوس، آسـپرژ  يآسـپرژ (،ك گروهيدر ) جرينا

ت يبا توجه به محدود). ۳شکل (گردديم) لوس اوكراسئوسيآسپرژ

توان در مورد يمطور قطع نهن مطالعه بيدر ايمورد بررسيهاگونه

زا يمـار يلوس بيآسـپرژ يهـا ر گونهيسايش براروييقدرت شناسا

يهـا قـادر اسـت گونـه   فـن ن يتوان گفت که ايمقضاوت نمود اما 

ک ي ـتفکييچنـدتا يهـا لوس را در گـروه يع آسپرژيشايزايماريب

ــنما ــول . دي ــلاوه، روش مولک ــه SSCPيبع ــت گون ــادر اس ــاق يه

سـاعت  ۴۸-۳۶حـدود  يزا را در مـدت زمـان  يمـار يلوس بيآسپرژ

برتـر از نظـر   ک روشي ـعنـوان هبSSCPن يبنابرا.دينماييساشنا

يهـا ن گونـه يتـر مهـم حـداقل  ييشناسـا يبـرا سرعت و سـهولت  

ييک شناسـا يکلاس ـروش نسبت به انسان يزايماريلوس بيآسپرژ

از يادي ـتعـداد ز ييشناسـا کهک يمورفولوژا روش يهالوسيآسپرژ

روز امکـان  ۱۰-۷حـدود  يلوس را در مدت زمـان يآسپرژيهاگونه

.رديمورد استفاده قرار گر سازديپذ

تشکر
ژاپـن،  ) Teikyu(وي ـکياز دانشـگاه ت ،مورايمـاک يچياز پروفسور کو

اسـتاندارد  يهـا هيار گذاشـتن سـو  ي ـو در اختهـا خاطر رهنمـود هب

ياز زحمـات آقـا  يو با قـدردان . ميکمال تشکر را داريلوسيآسپرژ

يهـا هيه سـو ي ـپور که در تهنيو حسيديام: هانژاد و خانمينوروز

ن ي ـنمودنـد، قابـل ذکـر اسـت کـه ا     ياري ـلوس مارا يآسپرژينيبال

يونــت پژوهشــامصــوب در معياز طــرح پژوهشــيمطالعــه بخشــ

. تهران بوده استيدانشکده بهداشت دانشگاه علوم پزشک
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