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19/1/96: مقالهپذیرش 3/11/95: دریافت مقاله
هـاي جنبـه از هـا قـارچ ایـن  .باشـند میضعف سیستم ایمنی دارايت طلب در افراد آسپرژیلوس عامل پاتوژن فرصهايگونه:مقدمه

بـالینی  هـاي گونـه هدف مطالعه حاضر، ارزیابی ژن بتاتوبولین در تشخیص و تعیین . مختلف بیماریزایی و توکسین زایی حائز اهمیت هستند
ها در آزمایش مستقیم، شکل کلنی در کشـت  مانند شکل کونیدي(در مقایسه با خصوصیات مورفولوژیکتعیین توالی، به روش آسپرژیلوس

.باشدمی) فیزیولوژیکهايتستو 
شناسـایی  . آزمایشـگاه شـفاي اصـفهان، مـورد بررسـی قـرار گرفتنـد       کننده به مراجعهماریب465در این مطالعه : هامواد و روش

، چاپکس آگـار سابورو آگار، مالت اکسترکت آگار و هايمحیطکشت بر روي از با استفادهبالینی، به ترتیب هاينمونهو مولکولی مورفولوژیک
از طریـق مقایسـه بـا اطلاعـات    هاسکانس. گردیدناحیه مذکور انجام توالی نییو تعژن بتا توبولینو تقویت هانمونهمشاهده میکروسکوپی

.شدندآنالیز یبانک ژنموجود در
اوریـزآ  ، )%56(مربوط به گونه فلاووس هاجدایهبیشترین .شناسایی شد) %8(مورد بیمار 39مشکوك، مراجعه کننده465از :هایافته

.مرد بودند%41وبیماران زن % 59. بودند) %10(فومیگاتوسو )20%(
بـالینی آسـپرژیلوس   ي هاجدایهتعیین توالی ژن بتا توبولین براي شناسایی فنوتیپیک، هايتستدر مقایسه با :گیريبحث و نتیجه

درمـان  منظـور بهمیکروارگانیسمفنوتیپیک و تشخیص دقیق هايروشمولکولی با هايروشجایگزینی .در سطح گونه بسیار با ارزش است
.گرددمیبه محققان این عرصه توصیه مؤثر
آسپرژیلوس، بتا توبولین، تعیین توالی:هاي کلیديواژه.

چکیده
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مقدمه
ــپرژیلوز ــط   آس ــه توس ــت ک ــارچی اس ــاري ق یس بیم

ایـن  . شـود مـی مختلف جنس آسپرژیلوس ایجاد هايگونه
ــارچ ــاق ــکومایکوتا رده  ه ــاخه آس Eurotiomycetesدر ش

قـرار دارنـد  جـنس آسـپرژیلوس   و آ خانواده تریکوکوماسـه 
گونـه  180جنس آسـپرژیلوس متشـکل از حـدود    ). 2،1(
رچی جـدا  قـا هـاي عفونـت گونه از 30تاکنون کهباشدیم

هـاي عفونـت هـایی کـه از   آسـپرژیلوس ترینشایع.اندشده
انــد شــامل آســپرژیلوس فومیگــاتوس، قــارچی جــدا شــده

آســپرژیلوس فــلاووس، آســپرژیلوس نــایجر، آســپرژیلوس 
).4،3(باشندمیآسپرژیلوس نیدولانس و ترئوس

در شـرایط ویـژه   آسـپرژیلوس هـاي گونهعلاوه بر این، 
ــین ــاي مخمایکوتوکسـ ــین،  هـ ــامل آفلاتوکسـ ــف شـ تلـ

تولیـد  را و سیترینین گلایوتوکسین، اکراتوکسین، پاتولین
با توجه بـه اهمیـت پزشـکی و بیولوژیـک     ). 6،5(کنندمی

حساسـیت دارویــی  الگوهـاي هـا و همچنــین  آسـپرژیلوس 
هـا گونـه این دقیق مختلف، شناسایی هايگونهمتفاوت در 

اهمیـت  ائزآسـپرژیلوزیس ح ـ در درمان هدفمنـد  تواندمی
).8،7(باشد 

رایـج و  هـاي روشآسـپرژیلوس بـا   هايگونهشناسایی 
آنهـا و ظریـف  جزئـی بسـیار  هايتفاوتسنتی با توجه به 

.باشـد مـی وقت گیر بوده، مستلزم تجربه و مهارت زیـادي  
شرایط محیطی تأثیرتحت هاقارچمورفولوژیک هايویژگی

شـوند  نظیر دما و رطوبت ممکن اسـت دسـتخوش تغییـر   
اي اخیر با ورود تکنولوژي واکنش زنجیرههايسالدر ). 9(

و بررسی تشابه و اختلاف قطعات خاصی از ) PCR(پلیمراز
ــول  ــلDNAمولک ITS)10(،Topoisomereaseمث II

)11( ،Chitin Synthase)12(،Calmodulin Gene)13( ،
Mitochondrial Cytochrome B)14(وBeta Tubulin

Gene)15 ( بـر پایـه   هـایی تکنیـک همچنین استفاده از و
ــايروش ــولیهـ ــهمولکـ RFLP)Restrictionاز جملـ

Fragment Length Polymorphism(،Nested PCR و

چشـمگیري  هايموفقیتاختصاصی، هايژنتعیین توالی 
میکروارگانیسـم در سـطح   در تشخیص و شناسایی دقیـق 

).16-19(گونه حاصل شده است
ز روش تعیین توالی نوکلئوتیـدها در بررسـی   استفاده ا
ــهتنــوع درون  ــین ايگون ــهو ب هــاآســپرژیلوسدر ايگون
شناسـایی بهتـرین روش بـراي   تکنیـک این . متداول است

اسـتاندارد  عنوانبهمطالعات از بسیاري و درارگانیسم بوده 
مطالعات اولیه نشان ). 10(رودمیطلایی تعیین گونه بکار 

موسوم به بتاتوبولین پروتئینیي کد کنندهکه ژن دهدمی
مختلـف  هـاي گونـه از پایداري و تنوع کافی بـراي افتـراق   

هـدف  . )20(برخوردار استهاآسپرژیلوسقارچی از جمله 
ــهمطالعــه حاضــر، شناســایی از انجــام  ــالینی هــايایزول ب

بوده که با تعیین توالی ژن بتا توبولینروشآسپرژیلوس با 
پاتوژن آسـپرژیلوس را  هايگونه%99تا انتومیروشاین 

.تشخیص دادیکدیگراز 

هامواد و روش
جامعه مورد مطالعه

مقطعی از نوع توصیفی بوده و ۀ این تحقیق یک مطالع
آسپرژیلوس در حد گونه هايایزولههدف آن تعیین هویت 

ژن بتـاتوبولین بـا همـان    هـاي تـوالی با استفاده از مقایسه 
.باشدمیاستاندارد هايونهنمدر هاتوالی

هانمونهجداسازي 
آزمایشگاه از1394-1395هايسالدر خلال هانمونه

جمـع آوري  ) سانتر قارچ شناسی بالینی شهر اصفهان(شفا
Czapekdox(بر روي محیط افتراقی چاپک داکس آگار و 

agar (   و مالــت اکســترکت آگــار)افــزایش منظــوربــه
خصوصــیات  . اده شــدکشــت د) زایــی قــارچ کونیــدي

ماکروسکوپی مانند میزان رشد، رنگ سطح و پشـت کلنـی   
میکروسـکوپی از جملـه   اتیو خصوص ـو توپوگرافی کلنـی  

زایشی مثل کونیـدیوفور، وزیکـول،   هاياندامشکلواندازه
تفاوت بر اساس. مورد بررسی قرار گرفتکونیدیاوفیالاید
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روسـکوپی،  و میکو یا تشابه در مورفولـوژي ماکروسـکوپی  
براي هانمونه،در مرحله بعد. )2(بندي شدندها گروهکلنی
99-100بـر اسـاس تشـابه    ،فنوتیپیـک هـاي یافتـه تأیید

اسـتاندارد موجـود در   هـاي نمونـه با هاتوالیتعیین درصد 
.شدندشناسایی NCBIايدادهپایگاه 

شناسایی مولکولی
DNAاستخراج 

فنـل کلروفـرم  -گریندراز روش DNAجهت استخراج 
خلاصـه پـس از خـرد کـردن     طـور بـه . )21(شـد  استفاده

مایع رویی بـه  قطعات میسلیوم در بافر لیز با آسیاب برقی، 
فنل کلروفرم ،به میزان هم حجمو لوله جدید منتقل شده 

مایع رویی بـه لولـه جدیـد    سپس .شدفوژیو سانترافزوده 
1/3و ل وپروپـان -2بـه میـزان دو برابـر حجـم از     ومنتقل 

درجه -23در دماي و حجم از استات سدیم به لوله افزوده 
.سـرمادهی شـد  فریزر به مدت بیسـت دقیقـه  گرادسانتی

ا در میکروفیـــوژ بـــگیـــريرســـوبســـپس ده دقیقـــه 
انتهاي رسوب تشکیل شده در. شدانجامg12000سرعت

بـراي حـذف نمـک و الکـل، یکبـار      . لوله قابل مشاهده بود
و رسوب انتهایی با افـزودن  شد نجام ا70ل وتانشستشو با ا

-20میکرولیتر از آب مقطـر دو بـار تقطیـر در دمـاي     20
.ذخیره شدگرادسانتیدرجه 

PCRژن بتاتوبولینتیتقوو
از پرایمرهــاي PCRجهــت تقویــت ژن بتــاتوبولین در 

.)22(استفاده شد 1جدول یونیورسال

تقویت ژن بتاتوبولینجهتمورد استفاده پرایمرهاي . 1جدول 
پرایمرژن

Bt2α5' GGTAACCAAATCGGTGCTGCTTTC 3'
Bt2b5' ACCCTCAGTGTAGTGACCCTTGGC 3'

ــام   ــراي انج ــدار PCRب ــر از 5مق يDNAمیکرولیت
400،مرهـا یاز پرااز هر کدام کومولیپ25، استخراج شده

PCR،5/1میکرولیتر بافر dNTP،5/2مولار مخلوط کرویم
و پلیمـراز واحد آنـزیم تـک   5/2منیزیم،کلرورمولارمیلی

ي استریل تا رسیدن به حجم مقدار لازم آب مقطر دیونیزه

یکلر امیکرولیتر افـزوده و در دسـتگاه ترمـال س ـ   25نهایی 
درجه به مدت 95صورتبهي حرارتی برنامه. قرار داده شد

55ثانیـه،  45درجـه بـه مـدت    94سـیکل  35دقیقه، 5
دقیقـه و  1درجه بـه مـدت   72ثانیه و 45مدت درجه به

. شددقیقه تنظیم 6درجه به مدت 72یک سیکل 
میکرولیتـر از محصـول   7ي واکنش، نتیجهرؤیتجهت 

PCR میکرولیتـر از بـافر بارگـذاري مخلـوط و روي ژل     3با
شـامل  (TBEو درون تانـک حـاوي بـافر    درصـد 5/1آگارز 

EDTA ،Boric Acid وTris (ــورز شــدالکتر ــاژل. وف ــه ه ب
.شددستگاه ترانس لومیناتور منتقل و از باندها عکسبرداري 

تعیین توالی
ــاتوبولین، و تکثیــر ناحیــهPCRبعــد از انجــام  ي بت

بـا اسـتفاده از کیـت تخلـیص     محصول بـه دسـت آمـده   
بـه  ) PCR)AccuPrep PCR Purification Kitمحصـول  

صـورت بـه اهجدایهتوالی نییو تعتخلیصروش ستونی
توالی خـام نوکلئوتیـدي تـک تـک     . شدیک طرفه انجام

MEGAافزار با نرمهانمونه ویرایش شد و بدین ترتیب 4
. بـه دسـت آمـد   جدایهنهایی بتاتوبولین هر تعیین توالی

بـا تـوالی   BLASTافـزار با استفاده از نرمهاتوالیتعیین 
یز مـورد مقایسـه و آنـال   ) GenBank(مشابه در بانـک ژن 

با استفاده ازمورد نظر ي هاجدایهشناسایی .ندقرار گرفت
هـاي دادهگـاه یدر پادرصـد  99- 100يتشابه توالی بـالا 

NCBI 15(انجام شد.(

هایافته
بیمـار  39نفر مراجعـه کننـده بـه آزمایشـگاه،     465از 

با توجه به . س شناسایی شدندزیمبتلا به آسپرژیلو) 4/8%(
به چند گـروه مورفولوژیـک   هایهجدافنوتیپیک، هايروش

تعیـین تـوالی ناحیـه   با روش هاجدایهتقسیم شده، سپس 
، پلیمرازايزنجیرهدر واکنش . شدندتأیید، بتا توبولینیژن

تقویت و الکتروفورز شـدند  هانمونهناحیه بتا توبولین کلیه 
مشاهده ،جفت باز540-570که یک باند به اندازه تقریبی 

.)1تصویر (گردید
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توبولین چند بتاهیناحPCRالکتروفورز محصول . 1تصویر
.نمونه آسپرژیلوس

آسپرژیلوس : 4آسپرژیلوس اوریزه، ردیف : 3آسپرژیلوس فلاووس، ردیف : 2و 1ردیف 
جفت بازي100مارکر : Mکنترل منفی، ردیف : Nتوبینجنسیس، ردیف 

، هاي میکروسکوپی مانند طول و قطر کونیدیوفورویژگی
ها، شکل و اندازه فیالیدها، یک ردیفـی  شکل و اندازه وزیکول

هـا در  یا دو ردیفی بودن فیالیدها و شکل و انـدازه کونیـدي  
.شودمشاهده می2تصویر 

عنـوان بهبا روش مورفولوژي و تعیین توالی کهAجدایه
خـتم  کونیـدیوفور  ، داراي آسپرژیلوس ترئوس شناسایی شد

در نیمـی  که است کشیده و گرد یباًتقربه یک وزیکول شده

تصویر (قرار دارداز سطح وزیکول یک یا دو ردیف استریگما 
2 -A(.جدایهB)  کونیـدیوفور داراي )آسـپرژیلوس فـلاووس

هاي ، وزیکول کـروي، فیالایـد  و خارداربلند با دیواره ضخیم 
آسپرژیلوس فومیگـاتوس  . )B- 2تصویر (بود یک یا دو ردیفه 

ــول کداراي ــیده وزیک ــرش ــکليو بط ــویر (ش ،)C- 2تص
وزیکـول کـروي، فیالایـد دو ردیفـه و     بـا آسپرژیلوس نایجر

آســپرژیلوس ،)D- 2تصــویر (کونیــدي کــروي ســیاه رنــگ 
نســیس داراي وزیکــول کــروي، فیالایــد دو ردیفــه و نجتوبی

، آســپرژیلوس )E- 2تصــویر (کونیــدي کــروي ســیاه رنــگ 
فیالایـد  يبـر رو وار و سـتونی  اشـعه ي هاکونیديباآواموري

وزیکـول گـرد، گلابـی    بـا آسپرژیلوس اوریزاو )F- 2تصویر (
، شناسـایی  پوشـاند میشکل که فیلاید سطح کل وزیکول را 

.)G- 2تصویر (شدند 

آسپرژیلوس که توسط تعیین توالی ژن بتا توبولین و روش مورفولوژي شناسایی يهاهیجدامنظره میکروسکوپی تعدادي از . 2صویر ت
.ردیدگ

A : ،آسپرژیلوس ترئوسB :آسپرژیلوس فلاووس ،C :آسپرژیلوس فومیگاتوس ،D :آسپرژیلوس نایجر ،E :نسیسجآسپرژیلوس توبین ،F:آسپرژیلوس آواموري ،G :آسپرژیلوس اوریزا
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بـه روش مورفولـوژي   هـا گونهدر مطالعه حاضر شناسایی 
، )%77(گونــه آســپرژیلوس فــلاووس 4منجــر بــه تشــخیص 

، )%10(، آسـپرژیلوس نـایجر   )%10(آسپرژیلوس فومیگـاتوس  
21میانگین سـنی بیمـاران،   . گردید) %2(آسپرژیلوس ترئوس 

بیست و سه نمونه بـالینی مربـوط   ). 2جدول (سال بود 73تا 
نمونه ریه 5، %)13(نمونه خلط 5، %)59(به ناخن دست و پا 

مونـه  ن1و %) 5(نمونـه گـوش   2،%)8(نمونه جلـد  3، %)13(
تقویت ناحیـه ژن بتـا توبـولین و تعیـین     . بودند%) 2(پارانازال 

گونـه از آسـپرژیلوس   7توالی این ناحیه منجـر بـه شناسـایی    
آسـپرژیلوس  عنـوان بـه هیجدا22به ترتیب شامل کهدیگرد

هیجدا4،%)20(جدایه آسپرژیلوس اوریزآ8، %)56(فلاووس
ــوانبـــه ــاتوسعنـ ــپرژیلوس فومیگـ ــه 2،%)10(آسـ جدایـ

آسپرژیلوس نـایجر هیجدا1،%)5(نسیسجآسپرژیلوس توبین
ــجدا1،%)2( ــوسهیـ ــپرژیلوس ترئـ ــه 1و %)2(آسـ جدایـ

بیمـاران زن  %59.شناسایی شدند%) 2(آسپرژیلوس آواموري
.)2جدول (مرد بودند % 41و

یو مولکولفولوژیک ورمشخصات بیماران و تشخیص آسپرژیلوس هاي جدا شده با دو روش م. 2جدول 
تشخیص گونه با روش مورفولوژيتشخیص گونه با روش مولکولیجنسسنمحل ضایعهنمونه

آسپرژیلوس ترئوسآسپرژیلوس ترئوسزن21ناخن دست1
آسپرژیلوس فومیگاتوسآسپرژیلوس فومیگاتوسزن72برنش2
آسپرژیلوس فلاووسآسپرژیلوس فلاووسمرد32ناخن پا3
آسپرژیلوس فلاووسآسپرژیلوس فلاووسمرد53پارانازال4
آسپرژیلوس فلاووسآسپرژیلوس فلاووسزن55ناخن پا5
آسپرژیلوس فلاووسآسپرژیلوس فلاووسزن51ناخن پا6
آسپرژیلوس فلاووسآسپرژیلوس فلاووسمرد67ریه7
آسپرژیلوس فلاووسآسپرژیلوس فلاووسمرد59ناخن پا8
آسپرژیلوس نایجرآسپرژیلوس آواموريزن54پوست9
آسپرژیلوس فلاووسآسپرژیلوس اوربزامرد42خلط10
آسپرژیلوس فومیگاتوسآسپرژیلوس فومیگاتوسزن31ناخن پا11
آسپرژیلوس فلاووسآسپرژیلوس اوربزازن49ناخن پا12
آسپرژیلوس فلاووسآسپرژیلوس فلاووسزن30ناخن پا13
آسپرژیلوس فلاووسآسپرژیلوس فلاووسزن48اناخن پ14
آسپرژیلوس فلاووسآسپرژیلوس فلاووسزن63ناخن پا15
آسپرژیلوس فلاووسآسپرژیلوس اوربزامرد50خلط16
آسپرژیلوس فلاووسآسپرژیلوس فلاووسمرد71خلط17
18BAL66آسپرژیلوس فومیگاتوسآسپرژیلوس فومیگاتوسزن
آسپرژیلوس فلاووسآسپرژیلوس فلاووسمرد71اناخن پ19
آسپرژیلوس فلاووسآسپرژیلوس اوربزازن73ناخن پا20
آسپرژیلوس فلاووسآسپرژیلوس فلاووسزن37ناخن دست21
آسپرژیلوس نایجرآسپرژیلوس توبینجنسیسمرد70ریه22
آسپرژیلوس نایجرآسپرژیلوس نایجرمرد70پوست23
آسپرژیلوس فلاووسآسپرژیلوس اوربزازن32پاناخن24
آسپرژیلوس فلاووسآسپرژیلوس فلاووسمرد43گوش25
آسپرژیلوس نایجرآسپرژیلوس توبینجنسیسزن52گوش26
آسپرژیلوس فلاووسآسپرژیلوس اوربزازن41ناخن پا27
آسپرژیلوس فلاووسآسپرژیلوس فلاووسمرد29ناخن پا28
آسپرژیلوس فلاووسآسپرژیلوس اوربزازن26نناخ29
آسپرژیلوس فلاووسآسپرژیلوس فلاووسزن31پوست30
آسپرژیلوس فومیگاتوسآسپرژیلوس فومیگاتوسمرد62ریه31
آسپرژیلوس فلاووسآسپرژیلوس فلاووسمرد44ناخن32
آسپرژیلوس فلاووسآسپرژیلوس فلاووسزن47ناخن پا33
آسپرژیلوس فلاووسآسپرژیلوس فلاووسزن32پاناخن34
آسپرژیلوس فلاووسآسپرژیلوس فلاووسمرد22خلط35
آسپرژیلوس فلاووسآسپرژیلوس اوربزازن38خلط36
آسپرژیلوس فلاووسآسپرژیلوس فلاووسزن57ناخن پا37
آسپرژیلوس فلاووسآسپرژیلوس فلاووسمرد29ناخن دست38
آسپرژیلوس فلاووسآسپرژیلوس فلاووسزن63پاناخن 39
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بحث و نتیجه گیري
باشـد مـی متعددي هايگونهآسپرژیلوس داراي جنس 

.کنندمیایجاد بیماري ضعف سیستم ایمنیباکه در افراد 
برونکو پولمـونري  هايبیماريي آسپرژیلوس عامل هاگونه

آلرژیـــک، کراتیـــت قـــارچی، عفونـــت قـــارچی گـــوش، 
ریـوي  مهـاجم هايعفونتنازال و همچنین هايسینوزیت

بیماري مهاجم قارچی بیشتر در افراد داراي نقـص  . هستند
ویمنوساپرس ـیاداروهـاي  تـأثیر تحـت  کسانی که ایمنی یا 

آسـپرژیلوس  هـاي گونـه بسـیاري از  . شودمیهستند دیده 
عوامل بیمـاري آسـم   تریناز مهم، بنابراین باشندمیآلرژن 
که با علائمی مانند ادم شوندمیخارجی محسوب اءبا منش

بـر اسـاس   ). 23،18(باشـد مـی و اسپاسم بـرونش همـراه   
هـاي گـروه جـنس آسـپرژیلوس بـه    ،تقسیم بندي جدیـد 

هاگونهمختلف تقسیم شده است که هر بخش خود حاوي 
و ري گ ـهاي مختلفی ماننـد فـلاوي، فومیگـاتی، نی   و واریته

مورفولوژیـک بـراي   هـاي روش).24-26(دنباش ـمـی رهیغ
باشـد مـی آسـپرژیلوس کـافی و معتبـر ن   هـاي گونهتعیین 

هـاي گونـه کارگیري یک روش دقیق براي افتراق ببنابراین 
اخیـر بـا   هايسالدر . رسدمیضروري به نظر آسپرژیلوس 

و بررسی ) PCR(پلیمرازاي ورود تکنولوژي واکنش زنجیره
،DNAلکــول تشــابه و اخــتلاف قطعــات خاصــی از مو   

چشمگیري در زمینه تشخیص گونـه حاصـل   هايشرفتیپ
تمـامی  تقریبـاً کـه  دهدمیمرور مقالات نشان .شده است

کــه بــراي شناســایی DNA-basedبکــار رفتــه هــايروش
)تعیین تـوالی استثنايبه(است به کار رفته هاآسپرژیلوس

. انـد کـرده را شناسـایی  هـا آسـپرژیلوس تعداد معدودي از 
بـود )%4/56(پا دست ومربوط به ناخن هانمونهرین بیشت

این موضوع با مطالعه شکوهی و همکاران تطابق داشت که
بـه  کـه جدایـه 39در مقایسه با روش مولکـولی، از  ). 27(

ــد،    ــایی گردی ــوژي شناس ــت روش مورفول ــه 11هوی گون
ی که اغلب بـر  یهاجدایه.نادرست شناسایی شدندصورتبه

عنـوان بـه کلنـی و میکروسـکوپی،   اساس ریخـت شناسـی  

3آسپرژیلوس نایجر شناخته شده بودند در واقع متعلق به 
افتراق از لحـاظ مورفولـوژي بـه نـام     رقابلیغگونه مجزا و 

ــپرژیلوس توبین   ــایجر، آسـ ــپرژیلوس نـ ــیسجآسـ و نسـ
که هـر سـه متعلـق بـه گونـه      بودند آسپرژیلوس آواموري 

فقـط بـا روش   و اینباشدمینیگري از جنس آسپرژیلوس 
گونه دیگري که در این مطالعـه  .استمولکولی قابل تمایز 

بسـیار  داراي شـباهت  بود کـه جدا شد آسپرژیلوس اوریزا
در ایـن مطالعـه  .باشـد مـی به آسپرژیلوس فلاووس زیادي 
آسـپرژیلوس  به ترتیب شاملهاآسپرژیلوسفراوانی درصد 

ــلاووس ــزا ، )%4/56(فــ ــپرژیلوس اوریــ ، )%5/20(آســ
آســپرژیلوس ترئــوس،)%2/10(پرژیلوس فومیگــاتوس آســ

بـا  مشـابه  بود کـه ) %5/2(و آسپرژیلوس آواموري) 5/2%(
ــاران  ــدي و همک ــه میرهن ــلاووس  ،مطالع ــپرژیلوس ف آس

که ايمطالعهدر ).9(جدایه مورد شناسایی بود ترینشایع
اونیکومایکوز انجـام  هاينمونهيبر روپور و همکاران نوري

هـا مربـوط بـه جـنس     رین فراوانی سـاپروفیت دادند، بیشت
آسپرژیلوس و گونه فلاووس بود که با مطالعه حاضر تطابق 

و همکـاران، سـن متوسـط    اوهـار در مطالعه ). 28(داشت 
بیشترین گـروه  % 58با شیوع هازنسال بود و 71بیماران 

%) 29(و نیجـر  %) 48(فومیگـاتوس  هايگونه. درگیر بودند
در مبتلایـان بـه کرونیـک پلومـونري     هـا جدایـه بیشترین 

بــر خــلاف مطالعــه حاضــر، ونــدبود) CPA(آســپرژیلوس
کـه  ايمطالعهدر ). 29(عفونت در مردان بیش از زنان بود 

بر روي افراد دیابتیک انجـام  و همکاران سوریاویجهتوسط 
بـا  شد، در تطابق با مطالعه حاضر، جمعیت غالب بیمـاران،  

مختلـف  هـاي گونـه ازآنجاکه). 30(زنان بودند%69شیوع 
متفـاوتی  هايمقاومتها آسپرژیلوس در مقابل آنتی فانگال

پزشک تواندمیتعیین گونه به روش دقیق ،دهندمینشان 
ایـن  هـاي یافتـه .هدایت کنـد هدفمندرا در جهت درمان

مطالعه نشان داد که روش تعیین توالی ناحیه بتا توبـولین  
و از دقت بسـیار بـالاتر  ،رفولوژيموهايروشدر مقایسه با 
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آسـپرژیلوس برخـوردار   هايگونهبراي تمایز ترکوتاهزمان 
.باشدمی

تشکر و قدردانی
تحقیق حاضر حاصـل از طـرح تحقیقـاتی بـه شـماره      

ــفهان    394794 ــکی اص ــوم پزش ــگاه عل ــوب در دانش مص

از کلیه پرسنل محترم گروه انگل و قارچ شناسـی  . باشدمی
کمـال  ،ما را یاري رساندندو حوصلها صبر که صمیمانه و ب

.تشکر و قدردانی را داریم



خیرخواه و همکارانهاي جداشده از بیمارانشناسایی مورفولوژیک و مولکولی آسپرژیلوس

96بهار هم، دنوزیافته، دوره / 94

References
1. Boekhout T, Gueidan C, deHoog S, Samson

R,Varga J, Walther G. Fungal taxonomy:
new developments in medically important
fungi. Curr Fungal Infect Rep. 2009; 3: 170-
178.

2. Samson RA, Visagie CM, Houbraken J,
Hong SB, Hubka V, Klaassen CH, et al.
Phylogeny, identification and nomenclature
of the genus Aspergillus. Stud Mycol. 2014;
78: 141-173.

3. Khongkhunthian P, Reichart PA.
Aspergillosis of the maxillary sinus as a
complication of overfilling root canal
material into the sinus: report of two cases. J
Endod. 2001; 27: 476-478.

4. Hinrikson HP, Hurst SF, Lott TJ, Warnock
DW, Mqrrison CJ. Assessment of ribosomal
large-subunitD1-D2, internal transcribed
spacer 1 and internal Transcribed Spacer 2
Regions as Targets for Molecular
Identification of Medically Important
Aspergillus Species. J Clin Microbiol. 2005;
43: 2092-3003.

5. Kamei K, Watanabe A. Aspergillus
mycotoxins and their effect on the host. Med
Mycol. 2005; 43: 95-99.

6. Nielsen KF, Mogensen JM, Johansen M,
Larsen TO, Frisvad JC. Review of
secondary metabolites and mycotoxins from
the Aspergillus niger group. Anal Bioanal
Chem. 2009; 395: 1225-1242.

7. Kanafani ZA, Perfect JR. Resistance to
antifungal agents: mechanisms and clinical
impact. Clin Infect Dis. 2008; 46: 120-128.

8. Moore C, Sayers N, Mosquera J, Slaven J,
Denning D. Antifungal Drug Resistance in
Aspergillus. J Infect. 2000; 41: 203-220.

9. Mirhendi H, Diba K, Kordbacheh P,
Jalalizand N, Makimura K. Identification of
pathogenic Aspergillus species by a PCR-
restriction enzyme method. J Med
Microbiol. 2007; 56: 1568-1570.

10. Henry T, Iwen PC, Hinrichs SH.
Identification of Aspergillus species using
internal transcribed spacer regions 1 and 2. J
Clin Microbiol. 2000; 38: 1510-1515.

11. Kanbe T, Yamaki K, Kikuchi A.
Identification of the pathogenic Aspergillus
species by nested PCR using a mixture of
specific primers to DNA topoisomerase II
gene. Microbiol Immunol. 2002; 46: 841-
848.

12. Mellado E, Aufauvre-Brown A, Specht CA,
Robbins PW, Holden DW. A multigene
family related to chitin synthase genes of
yeast in the opportunistic pathogen
Aspergillus fumigatus. Mol Gen Genet.
1995; 246: 353-359.

13. Susca A, Stea G, Mulè G, Perrone G.
Polymerase chain reaction (PCR)
identification of Aspergillus niger and
Aspergillus tubingensis based on the
calmodulin gene. Food additiv Contamin.
2007; 24: 1154-1160.

14. Kaniak-Golik A, Skoneczna A.
Mitochondria- nucleus network for genome
stability. Free Radic Biol Med. 2015; 82:
73-104.

15. Shokohi G, Mirhendi H, Kordbacheh P,
Nikaeen M, Rezaie MA, Abastabar M.
Morphological and genotypic identification



خیرخواه و همکارانشده از بیمارانهاي جداشناسایی مورفولوژیک و مولکولی آسپرژیلوس

96بهار همدنوزیافته، دوره / 95

of some environmental isolates of
aspergillus in Iran based on beta-tubulin
gene sequencing. J Isfahan Med Sch. 2012;
29: 1-5. (In Persian)

16. Reinwald M, Spiess B, Heinz W, Heussel C,
Bertz H, Cornely O, et al. Aspergillus PCR-
based investigation of fresh tissue and
effusion samples in patients with suspected
invasive aspergillosis enhances diagnostic
capabilities. J Clin Microbiol. 2013; 51:
4178-4185.

17. García ME, Blanco JL, Kurup VP.
Identification of Aspergillus fumigatus by
PCR. Revista Iberoamericana de Micología.
1998; 15: 25-27.

18. Diba K, Mirhendi H, Kordbacheh P.
Development of RFLP-PCR method for the
identification of medically important
Aspergillus species using single restriction
enzyme MwoI. Braz J Microbiol. 2014; 45:
503-507.

19. Zhao J, Kong F, Li R, Wang X, Wan Z,
Wang D. Identification of Aspergillus
fumigatus and related species by nested
PCR targeting ribosomal DNA internal
transcribed spacer regions. J Clin Microbiol.
2001; 39: 2261-2266.

20. Geiser D, Klich M, Frisvad JC, Peterson S,
Varga J, Samson RA. The current status of
species recognition and identification in
Aspergillus. Stud Mycol. 2007; 59: 1-10.

21. Kochl S, Niederstatter H, Parson W. DNA
extraction and quantitation of forensic
samples using the phenol-chloroform
method and real-time PCR. Forensic DNA
Typing Protocols: Methods Mol Biol. 2005;
297: 13-30.

22. Glass NL, Donaldson GC. Development of
primer sets designed for use with the PCR to
amplify conserved genes from filamentous
ascomycetes. Appl Environ Microbiol.
1995; 61: 1323-1330.

23. Patterson TF, Thompson GR, Denning DW,
Fishman JA, Hadley S, Herbrecht R, et al.
Practice Guidelines for the Diagnosis and
Management of aspergillosis. Clin Infect
Dis. 2016; 63: 433-442.

24. Priyanka S, Uppalapati S, Kingston J,
Murali H, Batra H. Development of

ISSR‐derived SCAR marker‐targeted PCR
for identification of Aspergillus section
Flavi members. Lett Appl Microbiol. 2014;
58: 414-422.

25. Frisvad JC, Larsen TO. Extrolites of
Aspergillus fumigatus and other Pathogenic
Species in Aspergillus Section Fumigati.
Front Microbiol. 2015; 6: 1485.

26. Palumbo J, O'Keeffe T. Detection and
discrimination of four Aspergillus section
Nigri species by PCR. Lett Appl Microbiol.
2015; 60: 188-195.

27. Shokohi T, Heidari Z, Haqhani I, Khalilian
A, Aghili R, Miahi S. Study 101 Case
onychomycosis in patients refers to Boo ali
sina hospital and toba clinic in Sari. J
Mazandaran Univ Med Sci. 2009; 19: 33-
43. (In Persian)

28. Nouripour-Sisakht S, Mirhendi H, Shidfar
MR, Ahmadi B, Rezaei-Matehkolaei A,
Geramishoar M, et al. Aspergillus species as
emerging causative agents of
onychomycosis. J Mycol Med. 2015; 55:
101-107.



خیرخواه و همکارانهاي جداشده از بیمارانشناسایی مورفولوژیک و مولکولی آسپرژیلوس

96بهار هم، دنوزیافته، دوره / 96

29. Ohare S, Tazawa Y, Tanai C, Tanaka Y,
Noda H, Horiuchi H, et al. Clinical
characteristics of patients with Aspergillus
species isolation from respiratory samples:
Comparison of chronic pulmonary
aspergillosis and colonization. Resp Invest.
2016; 54: 92-97.

30. Wijesuriya TM, Kottahachchi J, Gunasekara
TDPC, Bulugahapitiya U, Ranasinghe KNP,
Neluka-Fernando SS, et al. Aspergillus
species: An emerging pathogen in
onychomycosis among diabetics. Indian J
Endocrine Metabol. 2015; 19: 811-816.



خیرخواه و همکارانشده از بیمارانهاي جداشناسایی مورفولوژیک و مولکولی آسپرژیلوس

96بهار همدنوزیافته، دوره / 97

Identification of morphological and molecular Aspergillus species isolated
from patients based on beta-tubulin gene sequencing

Kheirkhah M1, Chadeganipour M2, Dehghan P3, Mohammadi R*4

1. MSc of Medical Mycology, Department of Medical Parasitology and Mycology,  Faculty  of Medicine, Isfahan
University of Medical Sciences, Isfahan, Iran.
2. Professor, Department of Medical Parasitology and Mycology, Faculty of Medicine, Isfahan University of Medical
Sciences, Isfahan, Iran.
3. Assistant Professor, Department of Medical Parasitology and Mycology, Faculty  of Medicine, Isfahan University of
Medical Sciences, Isfahan, Iran.
4. Assistant Professor, Department of Medical Parasitology and Mycology, Faculty  of Medicine, Infectious Diseases
and Tropical Medicine Research Center, Isfahan University of Medical Sciences, Isfahan, Iran,
Dr.rasoul_mohammadi@yahoo.com

Received: 22 Jan 2017 Accepted: 8 April 2017

Abstract

Background: Aspergillus species are opportunistic pathogens among immunocompromised
patients. In terms of pathogenesis and mycotoxin production, they are in great value. The aim of the
this study was to evaluate of beta-tubulin gene for identification of clinical Aspergillus species by
PCR-sequencing method compared to morphological features of clinical isolates (such as conidial
shape in direct microscopic examination, colony shape in culture, and physiological tests).
Materials and Methods: In this study, 465 patients referred to the Shefa laboratory of Isfahan were
evaluated. Morphological and molecular identification of clinical samples were performed using culture
on sabouraud agar, malt extract agar, czapekdox agar, direct microscopy, and PCR-sequencing of beta
tubulin gene, respectively. Sequences were analyzed in comparison with gene bank data.
Results: Thirty nine out of 465 suspected cases (8.4%) had aspergillosis. The most prevalent species
were Aspergillus flavus (56.4%), A. oryzae (20.5%), and A. fumigatus (10.2%), respectively. Fifty nine
percent of patients were females and 49% were males.
Conclusion: In comparison with phenotypic tests, sequencing of beta-tubulin gene for identification of
Aspergillus species is at great value. Replacement of molecular techniques with conventional tests is
recommended for precise identification of microorganism for better management of infection.
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