
Arc
hi

ve
 o

f S
ID

 

 (Malassezia) معرفي ايزوله جديدي از قارچ هاي مخمري جنس مالاسزيا
بر اساس آناليز توالي نوكلئوتيدهاي ناحيه 26S و ITS1 در DNAي ريبوزومي

3
،،Ph.D. ،،M.D. 2، كوئيچي ماكي مورا،،Ph.D. 1*، محمدعلي ضيا

،،Ph.D. سيدحسين ميرهندي

1. دانشگاه علوم پزشكي تهران، دانشكده بهداشت، گروه انگل شناسي و قارچ شناسي، تهران، ايران
2. دانشگاه آزاد اسلامي، واحد خوراسگان، اصفهان، ايران

3. انستيتو قارچ شناسي پزشكي دانشگاه تيكيو، توكيو، ژاپن

* آدرس نويسنده مسئول: تهران، ايران، صندوق پستي: 6446-14155، دانشگاه علوم پزشكي تهران، دانشكده بهداشت، گروه انگل شناسي و قارچ شناسي
 Email:mirhendi@tums.ac.ir :پست الكترونيك

دريافت مقاله: 87/3/1، پذيرش مقاله: 87/8/22

چكيده 
ماركرهايي  كه   ITS1 ناحيه  توالي  كه   D1/D2 26S rDNA ناحيه  نوكلئيك  اسيدهاي  توالي  اساس  بر  حاضر  گزارش 

مى نمايد. معرفى  را  جنس  اين  از  جديدي  ايزوله  گونه هاست،  افتراق  براي 
D1/ نمونه كشت داده  شد و كلونى مالاسزياى مجهول جداسازى گرديد. با استفاده از دو جفت پرايمر، يكي جهت قطعه

D2 موجود درناحيه 26S و ديگرى ناحيه TS1 مربوط به DNAي ريبوزومي، PCR انجام شده و توالى نوكلئوتيدى قطعات 
مزبور تعيين گرديد. توالي ها مورد آناليز  قرار گرفته و با توالى هاى همان نواحى در ساير مالاسزياها و ساير ميكروارگانيسم ها 

مقايسه شد.
مالاسزيا  جنس  از  مخمرهايي  وجود  از  حكايت  مخمري  سلول هاي  ميكروسكوپي  مورفولوژي  نيز  و  يافته  رشد  كلوني هاي 
گرديد.  مشاهده  مالاسزياها  ساير  با  مشابه  بازو  جفت  حدود 580  وزن  به   DNA قطعه  يك   PCR واكنش  اجراي  با  داشت. 
برش محصول PCR با آنزيم CfoI، و الكتروفورز محصولات RFLP، الگويى به دست آمد كه با هيچ كدام از مالاسزياهاي 
شناخته شده مطابقت نداشت. با الكتروفورز محصول PCR مربوط به ITS1 نيز يك باند به وزن حدود280 جفت باز  مشاهده 
گرديد. پس ازآناليز توالى هاي 26S و ITS1 مشخص شد كه سكانس هاى اين ايزوله با ساير مالاسزياها به ميزان قابل توجهي 

تفاوت دارد. 
با توجه به الگوي جديدي كه در نتايج حاصل از RFLP ناحيه 26S rDNA مشاهده شد و نظر به اينكه نواحي D1/D2 و نيز 
ITS1 موجود در كمپلكس ژنى rDNA ماركرهاي پذيرفته شده اى براي تعيين جايگاه تاكسونوميك مالاسزياها مي باشند و 
از آنجا كه اين نواحى در مالاسزياي جدا شده در طى اين تحقيق داراى توالى نوكلئوتيدى كاملا متفاوت با ساير مالاسزياها 

بود،  به عنوان يك ايزوله با مشخصات ژنتيكى و تاكسونوميك جديد معرفي مي شود. 

* كليدواژگان: مالاسزيا، DNA ريبوزومي، طبقه بندي
فصلنامه پزشكى ياخته، سال يازدهم، شماره 2، تابستان 88، صفحات: 244-249
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مقدمه
فلور   (Malassezia) مالاسزيا  جنس  به  وابسته  مخمرهاي 
خصوصيات  از  مي باشد.  خون گرم  حيوانات  و  انسان  پوست  طبيعي 
آنها  تكثير  و  رشد  لازمه  چربي  به  نياز  مخمرها  اين  عمده 
عادي  حال  در  مالاسزياها   .(1) است   (Lipophilic Yeasts)
حالت  خاصي  شرايط  در  ولي  بوده  پوست  آزار  بي  كومنسال هاي 
تهاجمي به خود گرفته و بيماري زا مي شود. مشهورترين بيماري ناشي 
از مالاسزياها عفونت پوستي شايعي تحت عنوان پيتيريازيس ورسيكالر 
رنگ  تغيير  لكه هاي  صورت  به  كه  است   (Pityriasis Versicolor)
و  شانه ها  پشت،  سينه،  نواحي  در  بيشتر  بزرگ،  و  كوچك  يافته 
مالاسزيايي فوليكوليت  عوامل  از  مالاسزياها  مي شود.  ظاهر  گردن 

بيماري هاي  ايجاد  در  ظاهر  به  كه  بوده   (Malassezia Folliculitis)
 ،(Seborrheic Dermatitis) شوره اي  درماتيت  مثل  ديگري  پوستي 
 (Pseoriasis)و پسوريازيس (Atopic Dermatitis) درماتيت آتوپيك
نيز نقش دارند (4-2). در اين بيماري ها بين بهبودي حاصل از تجويز 
و  سو  يك  از  مالاسزياها  جمعيت  كاهش  و  قارچي  ضد  داروهاي 

مستقيمي  ارتباط  ديگر  سوي  از  جمعيت  افزايش  با  بيماري  برگشت 
علت  عنوان  به  هنوز  مالاسزياها  وجود  اين  با   .(5) است  شده  مشاهده 
قطعي اين بيماري ها پذيرفته نشده اند. بر اساس گزارش اخير، مواردي 
از عفونت هاي سيستميك خطرناك مثل سپتي سمي و پرتيونيت به ويژه 
شديد  مشكلات  دچار  را  دفاعي  سيستم  كه  بالغين  و  نارس  نوزادان  در 

كرده است (6، 7).
و   (Basidiomycota) بازيديوميكوتا  شاخة  در  مالاسزيا  جنس 
مي گيرد.  قرار   (Cryptococcaceae) كريپتوكوكاسه  خانواده  در 
پيتيريازيس  بيماري  علت  عنوان  به  سال 1846  در  بار  اولين  جنس  اين 
و  شد  نام گذاري   Pityrosporum عنوان  تحت  و  كشف  ورسيكالر 
اين  در   P. pachydermatis و   P. ovale ،P.orbicular گونه هاي 
داده  نام  تغيير  مالاسزيا  به  پيتيروسپوروم  سپس  گرديد.  توصيف  جنس 
اضافه   M. sympodialis عنوان  تحت  چهارمي  سال 1990گونه  در  و 

گرديد (8).
در  ويژه  به  مولكولي  تكنولوژي هاي  به  بشر  دست يابي  دنبال  به 
 (9) گهو  و  گيلوت   1995 سال  در   ،DNA بر  مبتني  روش هاي  مورد 
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و   DNA در   G+C مولار  درصد  جمله  از  ژنتيكي  مطالعات  اساس  بر 
آناليز توالي هاي RNA ي ريبوزومي در كنار مورفولوژي و فيزيولوژي 
 M. furfur ،M. pachydermatis شامل  مالاسزيا  گونه   7 قارچ ها، 
 ،M. sympodialis ،M. globosa ،M. slooffiae ،M. restricta
اساس  بر  اخير  سال هاي  در  شد.  پذيرفته  و  توصيف   M. obtusa و 
،(10)  M. nana عنوان  تحت  جديد  گونه   4 مولكولي  داده هاي 

 (13) M. yamatoensis ،(12) M. japonica ،(11) M. dermatis
به جمع مالاسزياها اضافه شد كه در كل 11 گونه مالاسزيا شناسايي و 

پذيرفته شده است. 
 26S ناحيه  نوكلئيك  اسيدهاي  توالي  اساس  بر  حاضر  گزارش 
rDNA كه مبناي توصيف گونه هاي جديد است (13-9) و نيز توالي 
ناحيه Internal Transcribed Spacer 1 (ITS1)1 كه آن نيز ماركر 
را  جنس  اين  از  جديدي  ايزوله  گونه هاست،   افتراق  براي  مهمي 
كه  جديد  ايزوله  اين  شاخص  مولكولى  تفاوت هاي  مى نمايد.  معرفى 
براي اولين بار در جهان از ايران جداسازي مي شود پس از تكميل و 
توصيف ساير اطلاعات مورفولوژيك و فيزيولوژيك معرف گونه اي 

جديد مي شود. 

گزارش مورد
جداسازي مخمر

انجام  اهلى  حيوانات  مالاسزيايي  فلور  بر  كه  مطالعه اي  طي  در 
MLAN يافته  تغيير  محيط  روي  سوآب  و  پوسته  نمونه هاي  مي شد، 

(1درصد)،  پپتون  شامل   (14)  (Leeming and Notman)
گاوي  صفراوي  (0/2درصد)،  مخمر  عصاره  (1درصد)،  گلوكز 
مونواستائارات  گليسرول  (1درصد)،  گليسرول  (0/8درصد)، 
(2درصد)  زيتون  روغن  (0/5درصد)،   60 تويين  (0/05درصد)، 
يكي  نمونه هاى  بين  از  شد.  داده  كشت  (1/5درصد)  آگار  و 
الگوي  كه  شد  جدا  مخمري  مطالعه،  مورد  هامسترهاى  از 
آن   (Restriction Fragment Length Polymorphism) RFLPو 
با مالاسزياهايي كه تا به حال شناسايي شده اند (15)، تفاوت داشت و 

همين تفاوت ها موجب مطالعات بيشتر بر روي آن گرديد. 

استخراج DNAي ژنومي از كلوني مخمري
لوپ  يك   (16) شد  داده  توضيح  كه  روشي  مطابق 
ازكلوني  مكعب)  ميلي متر   5 (حدود  باكتريولوژي 
كرده  منتقل  اپندرف  ميلي ليتري   1/5 تيوب  به  و  برداشته 
تريس ميلي مولار   100 شامل  ليز  بافر  ميكروليتر   300 و 

2درصد    ،SDS 1درصد   ،NaCl ميلي مولار   100  ،EDTA و   (pH 8)
Triton X-100، 300 ميكروليتر مخلوط فنل كلروفرم (1:1) و حدود 
200 ميكروليتر پرل هاي شيشه اي (glass-beads) به قطر 1 ميلي متر 
اضافه گرديد و مدت 3 دقيقه با دست به شدت تكان داده شد. آن گاه

جديد  تيوب  به  رويي  مايع  و  سانتريفيوژ   5000 دور  در  دقيقه    5
منتقل و 400 ميكروليتر كلروفرم اضافه شد پس از سانتريفيوژ مجدد 
و انتقال مايع رويي به تيوب جديد مقدار 1 حجم ايزوپروپانول سرد 
و 0/1 حجم استات سديم 3 مولار (pH= 5/2) اضافه كرده و پس از

دقيقه   15 مدت  سانتي گراد،  درجه   -20 در  نگهداري  دقيقه   10
شست وشوي  از  پس  نهايت  در  و  شده  سانتريفيوژ   10000 دور  در 
رسوب حاصله با الكل 70 درجه در 50 ميكروليتر آب حل گرديد 

و تا زمان لازم در فريزر 20- درجه سانتي گراد نگهداري شد.

(PCR) واكنش زنجيره اي پليمراز
پرايمر  جفت  شده  انجام   PCR پرايمر  جفت  دو  از  استفاده  با 
و  (Mal R: 5'-ATTACGCCAGCATCCTAAG-3'3) اول 
 Mal F: 5'-TAACAAGGATCCCCCTAGTA-3'3)
جهت   ،(15) بود  شده  طراحي  مولف  قبلي  مطالعات  در  كه 
به مربوط   26S درناحيه  موجود   D1-D2 قطعه  تقويت 

پرايمر  وجفت  گرفت  قرار  استفاده  مورد  ريبوزومي  DNAي 
و   18SF1: 5'-AGGTTTCCGTAGGTGAACCT-3') دوم 
از  كه   (58SR1: 5'-TTCGCTGCGTTCTTCATCGA-3')
ناحيه  تقويت  جهت  شد  گرفته   (17) همكاران  و  ماكيمورا  گزارش 
ITS1 مندرج بين قطعات 5.8S و 18S مربوط به DNAي ريبوزومي به 
كار رفت. براي انجام PCR يك ميكروليتر از DNAي استخراج شده 
به 5 ميكروليتر بافر PCR، 1 ميكروليتر (0/5 ميكرومولار) از هر كدام 
-Taq DNA polymer از پرايمرها، 0/5 ميكروليتر (2/5 واحد) آنزيم
 T (نوكلئوتيدهاي   dNTPs (200ميكرومولار)  ميكروليتر   0/5 و   ase
به50  استريل  مقطر  آب  با  نهايي  حجم  و  گرديد  اضافه   (A و   ،C ،G
ميكروليتر رسانده شد. برنامه PCR در هر دو واكنش PCR شامل 95 
درجه سانتي گراد به مدت 5 دقيقه يك سيكل، 94 درجه به مدت 45 
دقيقه، 30  مدت 1  به  درجه  و 72  دقيقه  يك  مدت  به  درجه  ثانيه، 56 

سيكل و 72 درجه به مدت 7 دقيقه يك سيكل بود.  

RFLP
استفاده  با  شده،  جدا  مالاسزياي  گونه  اوليه  شناسايي  منظور  به 
هضم  به  اقدام   ،(15) است  شده  گزارش  قبل   از  كه  پروفيلي  از 
به  گرديد.   26S ناحيه  به  مربوط   PCR محصولات  اندونوكلئازي 
آنزيم  ميكروليتر   1 با   PCR محصول  از  ميكروليتر   10 خلاصه  طور 
CfoI و 2/5 ميكروليتر بافر مربوطه مخلوط و آب مقطر تا حجم نهايي 
درجه   37 حرارت  در  ساعت  مدت2  و  گرديده  اضافه  25ميكروليتر 

سانتي گراد انكوبه شد. 

الكتروفورز
يك  مدت  به  درصد   1/5 آگارز  ژل  روي   PCR محصولات 
ساعت   2 مدت  به  آگارز  ژل  روي   RFLP محصولات  و  ساعت 
مولار   0/09 تريس،  مولار   0/09)  TBE بافر  گرديد.  الكتروفورز 
ساخت  جهت   (pH=  3/8  ،EDTA ميلي مولار   2 و  بوريك  اسيد 
جريان  كمك  به  نمونه ها  رفت.  كار  به  تانك  كردن  پر  و  ژل 
طول  سانتي متر  هر  ازاي  به  ولت   5-10 ولتاژ  با  مستقيم  الكتريسيته 
ژل الكتروفورز گرديد و مدت 20 دقيقه  با رنگ اتيديوم بروميد به 
موج 312  طول  با  و  رنگ آميزي  ميلي ليتر  در  ميكروگرم  غلظت 0/5 
ديجيتال  طريق  به  و  مشاهده  الوميناتور  ترانس  از  استفاده  با  و  نانومتر 

شد. عكس برداري 

(Sequencing) تعيين توالي
براي تعيين توالي ناحيه 26S از دو پرايمر رفت و برگشت و براي 
استفاده شد. نمونه ها با  ITS1  فقط از پرايمر رفت  تعيين توالي ناحيه 

استفاده از سيستم Prism-ABI تعيين توالي گرديد.

آناليز كامپيوتري داده ها
با   Blast نرم افزار  از  استفاده  با  توالي  تعيين  داده هاي 
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ساير  و  مالاسزياها  به  مربوط  ژن  بانك  در  مندرج  سايرداده هاي 
مربوط  سكانس هاي  مقايسه  براي  شد.  مقايسه  ارگانيسم ها  ميكرو 
 ClastalW و   DNASIS نرم افزارهاي  از  مختلف  مالاسزياهاي  به 

شد. نيزاستفاده 

يافته ها
 (1 (شكل   MLAN چربي دار  محيط  روي  يافته  رشد  كلوني هاي 
كلوني (شكل 2)  ميكروسكوپي سلول هاي مخمري  و نيز مورفولوژي 

حكايت از وجود مخمرهايي ازجنس مالاسزيا بود.

شكل 1: كلونى هاى ايزوله جديد مالاسزيا رشد يافته روى محيط تغيير 
Leeming and Notman يافته

 
 

جديد  ايزوله  مخمري  سلول هاي  ميكروسكوپي  مورفولوژي   :2 شكل 
مالاسزيا

شكل 3: الكتروفورز محصولات PCR نواحى 26SrDNA D1/D2 (رديف 
1) و ITS1 (رديف 2)  مربوط به ايزوله جديد. رديف M: ماركر مولكولي 

500 bp

300 bp
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100 جفت بازي.

 

از  پس  درصد   2 آگارز  ژل  روى   PCR محصولات  الكتروفورز   :4 شكل 
گلوبوزا،  مالاسزيا  ترتيب:  به   12 تا   1 چاهك هاى   .CfoI آنزيم  با  برش 
م.  اسلوفيه،  م.  ابتوسا،  م.  سمپودياليس،  م.  فورفور،  م.  رستريكتا،  م. 
ياماتوئنسيس،  م.  نانا،  م.  درماتيس،  پاكى  م.  درماتيس،  م.  ژاپونيكا، 
مالاسزياى تازه كشف شده و چاهك M ماركر مولكولى 100 جفت بازى. 
ملاحظه مى شود كه الگوى الكتروفورتيك مالاسزياى جديد (رديف 12) به 

وضوح با بقيه تفاوت دارد.

اين موضوع اولين دليل جديد بودن ايزوله بود و باعث كنكاش بيشتر 
و در نهايت تعيين توالي كامل گرديد. توالى مزبور در زير ديده مى شود: 
ANANTTGNAGCTGGCGCCTCCGGCGTCCGCGTT-
GTAATCTCGAGACGTGTTTTCCGTGCGGCACTGT-
GGACAAGTTCTCTGGAAAGGGACATCGTAGAGGGT-
GAAAATCCCGTACTTGCCACGGCTGAACCGTGCTTTGCGA-
TACACGCTCTAAGAGTCGAGTTGTTTGGGATTGCAGCT-
CAAAGTGGGTGGTAGACTCCATCTAAAGCTAAATATCG-
GGGAGAGACCGATAGCGAACAAGTACCGTGAGGGAAA-
GATGAAAAGCACTTTGGAAAGAGAGTTAAAAGTACGT-
GAAATTGTCGAAAGGGAAGCGCTTGGAGTTAGCCAT-
GCCGCTCGAGATTCAGCCTTACGGTGTACTTCTCGGGTAG-
CAAGTCAGCATTGGTTTGTGCCGCTGGAGAAGGGCGT-
GGGGAATGTGGCACTTCGGTGTGTTATAGCCCCAT-
GCTGGATACAGCGGCGCGGATCAAGGAACGCAG-
CACGCCTTGTGGCGGGTCTTCGGACACCTTCGTGCTTAG-
GANNNNNNNCGTAATA

پس ازآناليز توالى ها مشخص شد كه اين ايزوله با ساير مالاسزياها 
فيلوژنيك درخت   5 شكل  دارد.  تفاوت  توجهي  قابل  ميزان  به 

در   26S ناحيه  توالي  مقايسه  از  پس  كه  را   (Phylogentic tree)
است،  شده  رسم   DNAsis نرم افزار  كمك  به  مختلف  مالاسزياهاي 

نشان مى دهد.
مطالعه  اين  طي  شده  كشف  جديد  مالاسزياي  درخت  اين  مطابق 
حصول  منظور  به  دارد.  قرار  شاخه  يك  روي   M. sloofiea كنار  در 
اطمينان بيشتر در رابطه با جديد بودن ايزوله جدا شده ناحيه ITS1  با 
استفاده ازجفت پرايمر مربوطه، PCR و تعيين توالي صورت گرفت.  
 280 حدود  وزن  به  باند  يك   PCR محصول  الكتروفورز  از  پس 
جفت باز  مشاهده گرديد (شكل 3).  توالى ناحيه ITS1 در زير درج 

مى شود:
G N G C T G N G G N A G AT G T G A G AT G G C G G G C T T T C -
GAGCCCGCACGCACTGTCCACCTCACCTCCACACAGATC-
CAAACCCCTGTGCACACGCTCTCTCTGGGCGCGCG-
GAAATGCCGCAAGCCTGGGGGGAAGAATGAAACAC-
CTAGCCAGTTGAATGAACGTTAGTGTGTTGGATCG-
TAACGACCAACGAAGAAAAACACAACTTTCGACAACG-
GATCTCTAGGTTCTCCCATCGATGAAGA

شكل 6 درخت فيلوژنيك  را براى درك جايگاه مالاسزياى جديد 
نشان  مختلف،  مالاسزياهاي  در   ITS ناحيه  توالي  مقايسه  به  توجه  با 

مي دهد.

500 bp

300 bp

1    2     3     4     5     6     7    8      9   10   11   12   M
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 بحث

پوست  چربي  مخمرهاي  طبقه بندي  ملاك  كه   1995 سال  از 
مرفولوژيك  و  فيزيولوژيك  شاخص هاي  از  مالاسزيا  جنس  به  متعلق 
به ماركرهاي ژنوتيپي تغيير نمود و 3 گونه مالاسزيا به 7 گونه توسعه 
پيدا كرد (9). تا كنون 4 گونه جديد به آنها اضافه شده و در جمع 11 

گونه مالاسزيا توصيف و پذيرفته شده است (10-13).
بخش هاي  داراي   (rDNA) ريبوزومي  DNAي  ژني  كمپلكس 
است   (Variable) متغير  و   (Conserved) شده  محافظت  مختلف 
شناسايي  براي  مي تواند  تحقيقي  يا  تشخيصي  اهداف  به  بسته  كه 
زيرگونه  و  جنس  فوق  يا  گونه  و  جنس  حد  در  ميكروارگانيسم ها 
تعيين  براي  مناسبي  ماركرهاي  نواحي،  اين   .(18) رود  كار  به 
مي باشند.  مالاسزياها  جمله  از  قارچ ها  بيشتر  تاكسونوميك  جايگاه 
ناحيه  همين  ترادف  از  استفاده  با  بار  اولين   (9) گويلوت  چنانچه 
جديد  گونه    4 سپس  نمود  مجدد  طبقه بندي  را  مالاسزيا  گونه هاي 
و  M. nana ،M. dermatis ،M. japonica شامل  مالاسزيا 

yM. yamatoensis با استفاده از تعيين توالي نواحي D1-D2-26S و 
بعضا ITS1 معرفي كرد (10-14). 

بر  مبتنى   PCR-RFLP راست  سر  و  ساده  سيستم  يك  پيش  از 
مالاسزيا  گونه   11 شناسايي  براي   D1-D2 26S rDNA ناحيه  توالى 
براي  سيستم  اين  توسعه  امكان  گزارش  همان  در  و  نموديم  معرفي 
 .(15) كرديم  مطرح  را  جديد  گونه هاي  هويت  تعيين  و  شناسايي 
نمود،  معرفي  ما  به  را  جديد  گونه  خوبي  به  مزبور  سيستم  خوشبختانه 
و  پوست  در  موجود  رايج  گونه هاي  شناسايي  حين  در  كه  طوري  به 
مخاط حيوانات، در اولين برخورد با الگوي تازه اى از RFLP و پس 
مالاسزياها  ساير  با  الگو  آن  بودن  متفاوت  از  اطمينان  و  آگاهي  از 
با  مسئله  اين  شد.  مطرح  جديد  ايزوله اى  كشف  امكان   ،(4 (شكل 
تعيين توالي ناحيه D1-D2 موجود در ناحيه 26S rDNA و نيز ناحيه 

ITS1 به خوبي تاييد و تقويت گرديد. با آناليز توالى 26S با استفاده 
به    RFLP محصولات  اندازه  كه  شد  معلوم   DNASIS نرم افزار  از 
طور دقيق معادل 297، 143، 70 و 61 جفت باز مى باشد. معيار پايه و 
پذيرفته شده طبقه بندى و تاكسونومى گونه هاى مالاسزيا ترادف قطعه 
D1/D2 در ناحيه 26S rDNA مى باشد (13-9)، به همين دليل نمونه 
جدا شده طى اين تحقيق، ايزوله اى جديد تلقى مى شود. با اين وجود 
 (Species) گونه  عنوان  به  ارگانيسم  يك  نام گذارى  و  معرفى  براى 
فيزيولوژيك  و  مورفولوژيك  مشخصات  دقيق  طور  به  است  لازم 
نگهدارى  بين المللى  مراكز  به  آنگاه  و  شده  توصيف  و  بررسى  آن 
ميكروارگانيسم ها ارسال و ثبت گردد. اين مطالعات در هر حال انجام 

بوده و مستلزم زمان و آزمون هاى بيشتر است. 
PCR-RFLP با توجه به الگوي جديدي كه در نتايج حاصل از

كمپلكس  در  موجود   ITS1 نيز  و   D1-D2 نواحي  و  شد  مشاهده 
تاكسونوميك  جايگاه  تعيين  براي  مناسبي  ماركرهاي   ،rDNA ژنى 
مالاسزياي  در  نواحى  اين  تحقيق،  اين  طي  در  و  مي باشند  مالاسزياها 
فرد  به  منحصر  نوكلئوتيدى  توالى  داراى  هندى  خوكچه  از  شده  جدا 
بوده، اين نمونه به عنوان يك ايزوله اى جديد معرفي مي شود. معرفى 
مستلزم توصيف   ،(Species) گونه عنوان  ايزوله به  اين  نام گذارى  و 
مشخصات مورفولوژيك و فيزيولوژيك آن و نيز ارسال و ثبت آن به 

ميكروارگانيسم هاست. نگهدارى  بين المللى  مراكز 

تقدير و تشكر
پزشكي  علوم  دانشگاه  اعتبارات  از  استفاده  با  مطالعه  اين 
كمك هاي  از  است.  شده  انجام  اسلامي  آزاد  دانشگاه  و  تهران 
سپاسگزاري  صميمانه  جعفري  رضا  آقاي  و  جلالي زند  نيلوفر  خانم 

مي گردد.

New Malassezia
AJ249956M.sloofiae

AF063214M.funfur
AB125263M.yamatoerisis

AB100599M.japonica

AJ249950M.restricta

AF064024M.sympodialis
AB075224M.nana

Phylogram

AB070361M.dermatis

AJ249951M.globosa
AF063215M.pachydermatis

AJ249954M.obtusa

شكل 5: فايلوگرام ناحيه D1-D2 گونه هاي مختلف مالاسزيا و جايگاه مالاسزياي جديد در بين آنها

شكل 6: فايلوگرام ناحيه ITS1 گونه هاي مختلف مالاسزيا و جايگاه مالاسزياي جديد در بين آنها

New Malassezia

AB019348M.Slooffiae

AB019337M.pachydermatis

AB19336M.obtusa

AB075225M.nana

AB070356M.dermatis

AB019345M.sympodialis

AB125266M.yamatoensis

AB019329M.furfur

AB019340M.restricta

AB19342M.globosa

AB19336M.obtusa

AB100599M.japonica
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Abstract 
Malassezia species considered to be the etiological agents of pityriasis versicolor and 
Malassezia follicolitis in humans. Recently, on the basis of molecular data, four new spe-
cies were added to the genus. In total, 11 species have been described and accepted so 
far. In this study we describe a new isolate of Malassezia based on the nucleotide se-
quence of 26SrDNA and ITS1 regions, as the accepted critical markers for description of 
the species.
The yeast was isolated from a hamster. Two primer pairs, one for amplification of D1/D2-
26Sr DNA and another for the ITS1 region were used in PCR. The PCR products were 
sequenced and analyzed to compare with other similar sequences which are already de-
posited in the GenBank. The 26SrDNA PCR product was also digested with the restriction 
enzyme CfoI. 
Malassezia-specific universal primer pairs successfully amplified the 26srDNA and ITS1 
regions of the new isolate, providing a single PCR product of about 580 and 280 base 
pairs, respectively. After digestion of the 26s PCR product with the enzyme CfoI, a unique 
and different RFLP pattern was observed. Sequence analysis of D1/D226s and ITS1 re-
gions were compared with the same regions in all already described Malassezia species, 
which implied a different and unique new sequences. The phylogenetic tree of both regions 
showed that the isolate could be a different Malassezia isolate. 
Regarding the new RFLP pattern of D1/D226SrDBA and the unique nucleotide sequence of 
both D1/D2 26SrDNA and ITS1 regions, we propose the isolate to be a new Malassezia. 
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