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Abstract 
 

Conidia of Aspergillus species are widely distributed and ubiquitous in outdoor and hospital 

environments. There are high numbers of patients with weakened immune systems, therefore Aspergillus 

infections are increasing in hospitals. Molecular typing of Aspergillus strains obtained from patients and 

their environment is an important tool for epidemiological and public health studies. Fingerprinting for 

Aspergillus species especially fumigatus and flavus adjusted from respiratory samples and environment 

requires high quality typing methods. In recent years several molecular typing methods have been 

established for different Aspergillus species. These methods are more useful than conventional methods 

and are of great importance due to being more practically accessible, easy to use, having high ability in 

diagnosis, repeatable and sensitive to change in one laboratory and between different laboratories, and 

easy interpretation of data. Today accurate typing methods include Multilocus Sequence Typing (MLST) 

and micro satellites. In ccurrent review different molecular methods for Aspergillus species genotyping 

are discussed to obtain a better insight into epidemiology of this pathogen. 
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 مـــروري

  يمولكول تايپينگ هاي كاربرد روشمروري بر 
 سپرژيلوسدر گونه هاي آ
  

       1،2صادق خداويسي

       3ساسان رضايي

       4ماندانا احمدي

       5زهرا حسن پور

       6ريحانه روشن

        7نژاد مهسا فلاحتي

       8مهرناز محمد داودي

  9حميد بدلي
  چكيده
به دليل افزايش تعداد بيماران بـا  . شوند راكنده مياي توسط هوا در محيط پ آسپرژيلوس به طور گسترده هاي قارچاسپور

 تايپينـگ . باشـد  هـا مـي   يك مشكل در حـال گسـترش در بيمارسـتان   هاي ناشي از آسپرژيلوس  سيستم ايمني ضعيف عفونت
 و عمـومي  بهداشت مهم مسائل را در جديدي هاي ديدگاه ضايعات باليني و محيط از شده جدا هاي آسپرژيلوس گونه مولكولي

 و هاي تنفسـي  از نمونه به خصوص فوميگاتوس و فلاووس آسپرژيلوسهاي  گونهانگشت نگاري  .كند مي فراهم يدميولوژيكاپ
 بـراي  مختلفـي  مولكـولي  هاي روش اخير، هاي سال در. باشد ميهاي تايپينگ با قدرت تفكيك بالا  تكنيكنيازمند از محيط 
 تبـادل  و ،جـايي جابـه   ،تكـرار پـذيري   هايجنبه  از ها روش اين. تاس شده توصيف آسپرژيلوس مختلف هاي گونه تايپينگ
 و قـدرت شناسـايي بـالا، تغييرپـذيري     ،اسـتفاده آسـان  عملي،  پذيري امكان بر علاوه .باشند ميبسيار مفيد  تايپينگ اطلاعات

 مختلـف تايپينـگ   هـاي  يـك ها در تكن معتبر و آسان داده مختلف و تفسير هاي آزمايشگاه ميان و آزمايشگاه در تكرارپذيري
 بــر مبتنــي تايپينــگ و )MLST( چنــدلوكوس تــوالي تايپينــگ امــروز بــه تــا تايپينــگ دقيــق هــاي روش .بســيار مهــم هســتند

بـه منظـور   هاي آسپرژيلوس  گونهمولكولي براي آناليز ژنوتايپينگ  هاي روش انواع مطالعهدر اين  .باشند مي ها ميكروستلايت
  .گيرد هاي پاتوژن فرصت طلب مورد بحث قرار مي قارچاين درك اپيدميولوژي 

  

  تايپينگ، اپيدميولوژي هاي ، روشهاي آسپرژيلوس گونه: واژه هاي كليدي
  

  مقدمه
هاي آسپرژيلوس غالبا در خاك، آب، گياهان  گونه

 اين. وجود دارندموجودات زنده بقاياي آلي  درحال فساد و
ها  و اسپور دارد توليد اسپور توانايي اي قارچ به طور گسترده

  در  .)1(وندـش ده ميـط پراكنـوا در محيـط هـبه آساني توس
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 مـــروري

 انسان به طور دائـم  اين قارچ، احتمالا هحضور گسترد  نتيجه
 ها آسپرژيلوس. دارددرمعرض اسپورهاي آسپرژيلوس قرار 

ــي     ــتم ايمن ــا سيس ــراد ب ــعيفدر اف ــي  ض ــده م ــد  ش   توان
يس مهــاجم زي آســپرژيلو بيمــاري كشــنده ســبب ايجــاد

)Invasive Aspergillosis-IA (شود)به دليل افزايش . )2
هـاي   داد بيماران با پيوند مغز استخوان و يا پيونـد انـدام  تع

هـا،   چنين به دليل درمان با كورتيكواسـتروييد  ديگر و هم
IA    ــتان ــترش در بيمارس ــال گس ــكل در ح ــك مش ــا  ي ه
 قســمت در آســپرژيلوس شــدن كلــونيزه .)4 ،3(باشــد مــي

 بيمـاران  در خصوص به بيمار براي تنفسي مجاري پاييني
مثـل فيبـروز كيسـتيك،    ( مـزمن  ريـوي  مبتلا بـه بيمـاري  

 خطرنـاك ) فعـال  غيـر  و سـل  ريه مزمن انسدادي بيماري
 يـا  پيشـرونده  ريـوي  هـاي  عفونـت  سـبب  زيـرا  باشـد،  مي

 چندين گونه آسپرژيلوس به عنـوان عوامـل  . شود مي منتشره
 هـاي  عفونـت اكثر . اند مولد بيماري در انسان شناخته شده

توسـط گونـه    )درصـد  80حدود ( مهاجم آسپرژيلوزيس
 گونـه  دومـين  شـود و  مي ايجاد فوميگاتوس آسپرژيلوس

 تـر،  كـم  ميـزان  به و فلاووس آسپرژيلوس زا بيماري شايع
ــپرژيلوس ــپرژيلوس  ن آس ــر و آس ــوسيج ــت ترئ . )5(اس

  تخريــب و ســاخت عمليــات ســاختماني و هــاي فعاليــت

 شـود كـه   مـي  هوا قارچي هاي اسپور شديد افزايش سبب
ناشـي از   هاي عفونت احتمال اصلي دلايل از نوبه خود هب

چنـين   هـم . )6(دباش ـ مـي  مسـتعد  بيمـاران  در آسپرژيلوس
عوامـل مهــم  از آب و هــوا جملـه   از جغرافيـايي شـرايط  
آســپرژيلوس  ناشــي از هــاي ه شــيوع عفونــتكننــد تعيــين
در كشورهايي با شرايط آب و هوايي خشك و . باشد مي

 سـودان و تـونس   نيمه خشـك ماننـد عربسـتان سـعودي،    
آســپرژيلوس فــلاووس عامــل اتيولــوژيكي اصــلي  گونــه

 هاي عفونتشيوع . )7-11(باشد آسپرژيلوزيس مهاجم مي
آسپرژيلوس در بيماران دچار نقص ايمنـي  ناشي از قارچ 

هاي اونكولـوژي و   بيماران در بخش. رو به افزايش است
ICU  از طريق منابع مختلفي به خصوص از طريق دستگاه

هاي آسپرژيلوس هسـتند كـه در    تنفسي در تماس با گونه
صورت عدم پيشگيري، تشـخيص و درمـان بـه موقـع بـه      

بقـاي  . )7(شـود  ين بيماران منجر مـي پيشرفت بيماري در ا
 به طور كلي كم و در حـدود  مبتلا به اين بيماري بيماران

علـت عـدم اثبـات    ه ب ـ كـه اكثـراً  درصـد اسـت    50تا  30
تشخيص بيماري در مراحل اوليه آلودگي و عدم شـروع  

هرچنـد كـه    .باشد زود هنگام درمان هاي ضد قارچي مي
نده معمـولاً بـه   هاي قارچي كش ـ در گذشته موارد بيماري

گيـر وجـود داشـت، ولـي امـروزه بـا توجـه بـه          طور تك
افزايش جمعيت بيماران مسـتعد ابـتلا، بـا افـزايش مـوارد      

 لذا بررسي توزيع و ارتبـاط . )11 ،10(باشيم عفونت مواجه مي
پيدميولوژي هاي ا عوامل پاتوژن و محيطي در بررسي بين

ــين ــابع  و همچن ــين من ــرل و      تعي ــت كنت ــتاني جه بيمارس
استفاده  .)13(باشد پيشگيري هدفمند عوامل قارچي مفيد مي

يــا  هــا تايپينــگ مولكــولي گونــههــاي مولكــولي و  از روش
هاي غير وابسته به كلني يـك   توانايي تشخيص بين ايزوله

ابــزار كارآمــد در آزمايشــگاه هــاي ميكــروب شناســي و 
از لــذا . )14(باشــد هــاي بيمارســتاني مــي شناســايي اپيــدمي

شناسـي،   ترين دلايل استفاده تايپينگ گونه در قـارچ  مهم
ــروز و   ــاليز ب مانيتورينــگ بيمــاران و پيگيــري درمــان، آن

هـاي   شيوع مانيتورينـگ محيطـي و مطالعـه اپيـدميولوژي    
 امـروزه . باشـد  هاي قارچي مـي  اي بيماري جهاني و منطقه

ــتفاده ــاي از روش اس ــد ه ــر جدي ــه ب ــه جــاي  DNA پاي ب
مـورد اسـتقبال    چشـمگيري  طـور  تيپي بـه هاي فنو ويژگي

 يهـاي تايپينـگ مولكـول    روش. )13 ،12(قرار گرفته اسـت 
ــددي ــه از  متع ــايجمل ــوع روش ه نگــاري انگشــت  متن

DNA 1نزيم مولتي لوكـوس آرز مانند الكتروفو ،RFLP2 
 هـاي  بوكلئاز با پرهضم شده با اندونو DNAهيبريداسيون 

3DNA  ،RAPD 4 ،و  5ها ميكروستلايت استفاده از روش
ــم ــده    ه ــگ در ژن كدكنن ــتفاده از روش تايپين ــين اس چن

 بررسـي تنـوع و توزيـع   براي  6هاي سطحي سلول پروتئين
بر . )14-18(توسعه پيدا كرده است قارچيهاي  گونهسويه 

هـاي ناشـي از    به اهميت باليني عفونتاين اساس با توجه 

                                                 
1. Multilocus Enzyme Electrophoresis 
2. Restriction Fragment Length Polymorphisms of total DNA 
3. Hybridization of endonuclease digested DNA with DNA probes 
4. Random Amplification Of Polymorphic DNA 
5. Microsatellite 
6. CSP typing 
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 منظـور  بـه  مختلفـي  ژنوتيپي قارچ آسپرژيلوس، مطالعات
ــايي ــاط و  شناسـ ــافتن ارتبـ ــان يـ ــي و    امكـ ــاي ژنتيكـ هـ

 يـك  هرهاي محيطي و باليني  ولوژيكي ميان جدايهياپيدم
بـه   .)16(صـورت گرفتـه اسـت    آسپرژيلوس هاي جدايه از

 هاي بيمارستاني و كمـك  منظور تعيين اپيدمولوژي عفونت
هـاي منطقـي كنتـرل پـاتوژن، درك از      به طراحـي روش 

. باشـد  ارتبـاط آن ضـروري مـي    ميزان گسترش پاتوژن و
تري از  هاي تايپينگ همچنين قادرند درك عميق تكنيك

در صـورتي  . الگوي كلونيزه شدن بيماران فـراهم آورنـد  
كــه كلــونيزه شــدن در مجــاري تنفســي توســط يــك يــا  

تكرار شود،  مرتب چندين جدايه باشد و يا كلونيزه شدن
ي خلـط  هـا  هـاي نمونـه   توان آن را با تايپينـگ جدايـه   مي

 مطالعـه در ايـن  . )14(هـم مـورد ارزيـابي قـرار داد    متوالي 
هـاي   گونـه مولكولي براي آنـاليز ژنوتايپينـگ    هاي روش

هـاي   قارچاين به منظور درك اپيدميولوژي آسپرژيلوس 
 برخـي  و گيـرد  پاتوژن فرصت طلب مورد بحث قرار مـي 

 .شود كر ميهاي مختلف تايپينگ ذ مزايا و معايب روش

  
  هاي تايپينگ  مولكولي باليني روش هاي معرفي جنبه
 چشـمگيري  طـور  به مولكولي تايپينگ هاي تكنيك

كـار گرفتـه    بـه  آسپرژيلوس هاي گونهژنوتايپينگ جهت 
 هاي كاربردي اشـاره  اين روش كه به تعدادي ازشده است 
بـا   پرايمرهـايي  از استفاده با RAPDتكنيك  .خواهد شد
ند به چندين جايگاه نتوا جفت باز مي 20تا  8 طول حدود

ت تصـادفي تشـكيل   تعدادي قطعا و دندر ژنوم متصل شو
پــس از تكثيــر قطعــات حاصــل شــده توســط   .شــود مــي

تعــداد و انــدازه . شـوند  الكتروفـورز ژل آگــارز جـدا مــي  
 قطعات حاصل شـده بـه تعـداد و محـل اتصـال پرايمرهـا      

الگـوي   غيـر مـرتبط معمـولاً    هـاي  جدايـه  و دارد بستگي
 ژنتيكـي  تنـوع  بررسي .دهند مينواربندي متفاوتي را نشان 

 تنـوع  تـا  دهـد  مـي  ايـن امكـان را   RAPD اسـاس روش  بر
 نشـانگر  توليد براي خود ظرفيت به توجه با مناسب ژنتيكي
 Diaz-Guerraدر مطالعـه   .شود ژنوم فراهم كل از تصادفي

ــاران از ــك  و همك ــه  RAPDتكني ــر   ب ــه پرايم ــراه س  هم

(R-108, R-151, AP12 h) ــراي تايپينــگ ــه  11 ب ايزول
تمــايز  قــدرت آســپرژيلوس فــلاووس اســتفاده شــد كــه 

 يــك در مطلــوبي توســط ايــن روش گــزارش گرديــد و
 بيمـاران  از شـده  جدا هاي سويه بين ژنتيكي شباهت مورد

ــ ســويه و ــاي  هــاي دســتگاه اي جــدا شــده از دريچــه ه ه
 آلــودگي منشــاء عمــل، اتــاق در كننــده هــوا  خنــك

 همچنـــين در مطالعـــه. )19(بيمارســـتاني را تاييـــد نمـــود
Myoken از تكنيك همكاران و RAPD آغـازگر  سـه  با 

PCR ــف ــراي مختل ــگ ب ــپرژيلوس  6 تايپين ــه آس  ايزول
بـا   لوسـمي  بـه  مبـتلا  بيمـاران  از دسـت آمـده  به  فلاووس
 مولكـولي  تحليـل  و تجزيه. استوماتيت استفاده شد علايم
 دسـت  بـه  فـلاووس  آسـپرژيلوس  نمونـه  سه كه داد نشان
 شناسـايي  اسـاس . )20(باشـد  يكسان مـي  بيمار سه از آمده

 آنـزيم  وسـط ت DNA نمونـه  بريدن شامل RFLP تكنيك
 هايي مكان را در DNA تواند مي كه است كننده محدود

. بـرش دهـد   و خاص شناسـايي كـرده   كوتاه هاي توالي با
 6ژنومي جدايه آسـپرژيلوس در تـوالي    DNAزماني كه 

محـدود كننـده بريـده      جفت بازي هـدف توسـط آنـزيم   
قطعـه مختلـف    10000ممكن اسـت در حـدود   د، شو مي

DNA عـات  اين قط. حاصل شودDNA  طـور متوسـط    بـه
اين قطعـات   اكثر. جفت باز دارند 4000طولي در حدود 

ايـن روش بـراي   . باشـند  شناسـايي از يكـديگر نمـي   قابل 
باشـد امـا    هاي مختلف از هـم مناسـب مـي    شناسايي گونه

هاي غير مـرتبط در يـك گونـه را     قدرت شناسايي جدايه
و بررسـي   تمـايز  براي RFLPتكنيك  .)21(باشد دارا نمي
ــين فيلــوژنتيكي روابــط ــه مــرتبط دو ب  آســپرژيلوس گون

  .)22(شده است استفاده فلاووس و آسپرژيلوس اوريزه آ

 Buffingtonتكنيك از  همكاران وRFLP  با آنزيم
هـاي آسـپرژيلوس    بـراي تمـايز گونـه    I Smaدهنده  برش

 RAPD حاصل از استفاده كردند كه محصولات فلاووس
مـورد   آسـپرژيلوس فـلاووس   سويه هاي RFLP و آناليز

 آناليز براي DNA پروب يك توليد آزمايش را به منظور
 از بـالايي  درجـه  بنـابراين،  .ساترن بلات تركيب نمودنـد 

بر اساس نتايج  .آمد دست به سويه ها انواع ميان در مايزت
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 مـــروري

 مشكل RFLP تفسير الگوهاي كمپلكس اگرچه اين مطالعه
بـا تكـرار    تمايزي سيستم به عنوان يك RFLP است، اما

ــا PCR-RFLPتكنيــك  .)23(معرفــي شــد زيــاد   آنــزيم ب

Hae-III در موجـود  ژنـوتيپي  هـاي  تفـاوت بررسي  براي 
ــه هــاي  عفونــت عامــل فــلاووس آســپرژيلوسهــاي  گون

همكـاران   و Verweji .)24(چشمي نيز استفاده شده است
 جدا شـده از كشـت   فوميگاتوس آسپرژيلوس هاي جدايه
مبتلا به فيبـروز كيسـتيك را بـه     بيمار دو خلط ايه نمونه

 هـاي  توسـط تكنيـك   دو سـال  طي در پي در صورت پي
Afut1-RFLP و  RAPDنگـاري  انگشـت . كردند آناليز 

 نمونـه  11 در مختلـف  ژنوتيپ سه نشاندهنده ها نمونه اين
 غالـب  ژنوتيـپ  يـك  هـا  آن ميان از كه بود بيمار يك در

 12 در مختلــف ژنوتيــپ 9 حــدود ديگــر بيمــار در. بــود
بيمـار مبـتلا    6 ديگر، اي مطالعه در. )25(شد مشاهده نمونه

 قـرار  بررسـي  مـورد  دو سـال  طـي  در كيستيك فيبروز به
 پي هاي نمونه از فوميگاتوس آسپرژيلوس 412 گرفتند و

 خاص ژنوتيپ 54كه  جدا شد ه بيماران اين خلط پي در
ــا ــد حاصــل Afut1-RFLP روش از اســتفاده ب  در. گردي

 آســپرژيلوس ژنوتيــپ چنــدين بيمــار 6 هــاي نمونــه تمــام
 بيمار تعلق دو به ها جدايه تر بيش و شد يافت فوميگاتوس

 مختلـف  ژنوتيـپ  10 ،مورد مطالعـه  از يك بيمار. داشت
 از دوم سـال  در كـه  حـالي  در. شد شناسايي اول سال در
 فاقـد  بيمـار  ايـن . شد يافت ژنوتيپ يك متوالي نمونه 40

 مـار بي در حـال  ايـن  بـا . بـود  آسـپرژيلوزيس  باليني علايم
 ريـوي  عفونـت  خلـط،  نمونه 9 در غالب ژنوتيپ با ديگر
 كيســتيك بيمــاران مبــتلا بــه فيبــروز. )26(شــد داده نشــان

ــونيزه از متفــاوتي داراي الگــوي ــه شــدن كل  هــاي جداي
ــپرژيلوس ــاتوس آس ــي فوميگ ــند م ــرا ،)26(باش ــاليز زي  آن

 مبـتلا  بيماران از برخي كه داد نشان پي در پي هاي جدايه
 و دهنـد  مـي  نشـان  را غالـب  ژنوتيـپ  كيسـتيك  فيبروز به

 يـك  متـوالي  جداسـازي . دارنـد  ژنوتيپ چندين ديگران
 بــروز نشـاندهنده  لزومــاً بيمـاران  ايــن در خـاص  ژنوتيـپ 

 در مختلف هاي ژنوتيپ حضور .باشد نمي آسپرژيلوزيس
 بيمــاران مثــل ديگــر بيمــاران در نيــز متــوالي هــاي جدايــه

 بـا  بيماران و آسپرژيلوما بيماران ريه، پيوند  كننده دريافت
 بـه . )29-27(اسـت  شـده  داده نشان مهاجم آسپرژيلوزيس

 بـا  بيمـاران  هـاي  جدايـه  در هـا  ژنوتيپ تفاوت كلي، طور
 بيمـاران  از كمتـر  آسـپرژيلوما  يـا  مهـاجم  يسآسپرژيلوز

 كـه  لازم به ذكر اسـت . باشد مي كيستيك فيبروز به مبتلا
بـين   زمـان  مـدت  يـا  و هـا  جدايـه  تعداد مطالعات اكثر در

 مهاجم آسپرژيلوزيس با بيماران در جدايه آخرين و اولين
 تــر كــم كيســتيك فيبــروز بــه مبــتلا بيمــاران بــا مقايســه در
ــ ــد يم ــه، دو در. باش ــپ مطالع ــاي ژنوتي ــه ه ــاي جداي  ه

 عمقـي  بـافتي  هـاي  نمونه از كه فوميگاتوس آسپرژيلوس
 تنفسـي  هـاي  نمونـه  هاي ژنوتيپ با بودند شده آوري جمع

 بـا  بيمـار  هاي نمونه كه داد نشان كلي نتايج. شدند مقايسه
 در. باشــند مــي يكســاني ژنوتيــپ داراي غيرتنفســي منشــا

 از گرفتـه  منشـا  هـاي  جدايـه  در وتيـپ ژن چنـدين  مقايسه،
 AFLP1 تكنيـك  .)31، 30(شد شناسايي تنفسي هاي نمونه

 .)32(شـد  معرفـي و همكـاران   Vosبراي اولين بار توسط 
DNA ًتوسط دو آنـزيم محـدود كننـده     ژنوميك معمولا

تعــداد بــرش  داراي هــا شــود كــه يكــي از آن بريــده مــي
ــيش  متوســط و ــرش ب ــداد ب ــري مــي ديگــري تع . باشــد ت

 بـه  مجـاور  شـده  محـدود  سـايت  و آداپتورهـا  هاي توالي
 محدود قطعات تكثير براي پرايمر اتصال هاي محل عنوان
 دو DNAقطعـات   يبـه عبـارت  . شـود  مي برده به كار شده
اي سنتز شده به انتهاي چسبناك ايجاد شـده متصـل    رشته
را  PCRد تا جايگاه اتصال پرايمر بـراي واكـنش   نشو مي

 دمـاي  با استفاده ازسپس قطعات متصل شده . ايجاد نمايند
تـوان بـا    مـي . شـوند  تكثير مي PCRدر  annealingبالاي 

اد يـك يـا تعـد    توسـط  3′ناحيهطويل كردن پرايمرها در 
تعداد قطعـات توليـد شـده را تنظـيم      نوكلوتيد، يتر بيش
اضافه كردن هـر نوكلوتيـد، تعـداد قطعـات تكثيـر      . نمود

 كه داراي PCRپرايمر . دهد كاهش مي 4شده را با ضريب 
باشـد توسـط راديواكتيـو     تعداد محـل بـرش متوسـط مـي    

هـا توسـط عناصـر     پرايمـر  امـا امـروزه  ، هشـد  مـي دار  نشان
شوند تا قطعات با كيفيت بـالا در   ار ميفلورسانس نشان د

                                                 
1. Amplified Fragment Length Polymorphism 
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 طــوربــه  روش ايــن .)34 ،33(الكتروفــورز مشــاهده شــوند
 توانـد  مـي  نزديـك  هاي سويه يا گونه افتراق جهت عمده
 هـاي  افتـراق گونـه   واضـح  بـه طـور   مسئله اين .باشد مفيد

 رازيتيكوسپــا آســپرژيلوس از را فــلاووس آســپرژيلوس
هــاي  گونـه  بــين ژنـوتيپي  تفــاوت و عـدم  دهــد مـي  نشـان 

 تــوان مــي توكســيكوژنيك را غيــر و توكســيكوژنيك
  .)35(داد تشخيص

ــه ــاران و Warris در مطالع ــه همك  96 از اي مجموع
 بـا  فوميگـاتوس  آسـپرژيلوس  محيطـي  و بـاليني  ي جدايه
 نوكلوتيـد  سـه  بـا Msel  وEcoRI  هـاي  آنـزيم  از استفاده
 توانسـتند  مـي  مختلف هاي جدايه .گرديد بررسي انتخابي

ي هـا  آنـزيم  تركيـب  از اسـتفاده  بـا . شوند تفكيك هم از
 ژنتيكـي  تنـوع  ديگـر،  انتخـابي  ايه ـ نوكلوتيد با ذكر شده

مورد بررسـي قـرار    Nigri و Flavi بخش از آسپرژيلوس
 مناسب روش AFLP كه دادند نشان مطالعات تمام. گرفت

 تر پايين يا و گونه سطح در باشد مي قادر و است تايپينگ
  .)36(كند تعيين را آسپرژيلوس هاي گونه گروه آن، از

و  Mondonاولين بار توسط  PCR–SSCP1تكنيك 
 SSCPروش Asao و Kumeda .)37(همكاران توصيف شد

ــارا  ســازي بهينــه ITS4 و ITS1 يونيورســال پرايمرهــاي ب
 قابـل  روشـي  PCR-SSCP تحليـل  و تجزيـه . )38(كردند
 آسـپرژيلوس  كمـپلكس  هاي گونه بين تمايز براي اعتماد

 برخـي  از تـر  سـريع  و تـر  ساده و دهد مي ارائه را فلاووس
. باشـد  مـي  DNA هيبريداسيون اساس بر ديگر هاي روش

يك روش ) IGS-PCR(هاي بين ژني  هآناليز فاصله انداز
بين زير   ها به ناحيه است كه در آن پرايمر PCRوابسته به 

متصــل  RNAيبــوزومي ژن واحــد كوچــك و بــزرگ ر
تكرار محافظـت   100داراي حدود ها  ژنوم قارچ. شوند مي

كه به صورت پشت سرهم تكـرار   باشد شده از اين ژن مي
از . هـا قـرار دارد   فاصـله انـداز ميـان آن     اند و نـواحي  شده
انداز بين ژني ممكن اسـت   كه اين نواحي فاصله جايي آن

هاي غير مـرتبط   هداشته باشند، جدايدر طول خود تفاوت 
 .دهند مي را نشان مختلفيالگوي نواربندي 

                                                 
1. PCR–Single-Strand Conformation Polymorphism 

 سـرهم  پشـت  كوتاه تكرارهاي يا 2ها ميكروستلايت
(STRs)3 حضور آلي موجودات اكثر مژنو در فراواني به 
 يافــت هــا پروكــاريوت ژنــوم در نــدرت بــه و دارنــد

 اسـاس  بـر  تواننـد  مـي  مختلـف  هـاي  ايزوله. )39(شوند مي
. شــوند متمــايز يكــديگر از تكــرار عــدادت در تفــاوت

 كـه  پرايمرهايي از استفاده با ها ميكروستلايت ماركرهاي
 آسـاني  به هستند آن طرف دو انتهاي هاي توالي اساس بر

 توسـط  هـا  پرايمر از يكي كه صورتي در. شوند مي تكثير
 بـه  را ها آن سايز توان مي باشد، شده دار نشان فلورسانس
ــق صــورت ــا و دقي ــت ب ــورز از فادهاس ــا الكتروف ــدرت ب  ق
 را مـاركر  هـر  در ها تكرار تعداد. نمود تعيين بالا تفكيك

  تعـداد . نمـود  ارزيـابي  قطعـات    انـدازه  به توجه با توان مي
 از كـدام  هـر  بـراي  بررسي، مورد هايرمارك در هاتكرار
 بـه  هـا  ژنوتيـپ   كند كه ايـن  ايجاد مي را ژنوتيپي ها جدايه
مطالعـات نشـان   . )40(شـوند  مـي  مقايسـه  ديگريك با آساني
ــه تايپينــگ  داده ــد ك ــا ميكروســتلايت براســاس ان ــايج  ه نت

 بـــه وابســـته روش از .)41(نمايـــد مـــي واضـــحي ايجـــاد
 يــا و MLP4 ،5MSP عنــوان بــا گــاهي هــا ميكروســتلايت

PMM6 در مطالعه  .)43 ،42(شود مي ياد نيزTran-Dinh  و
Carter هـاي  سـويه  برايمورفيك  پلي ميكروستلايت هفت 

 پارازيتيكوس مورد آسپرژيلوس و فلاووس آسپرژيلوس
ــايش ــت آزم ــرار گرف ــتجو ق ــراي و جس ــف ب ــاي موتي  ه
 آســـپرژيلوس ژنـــومي تـــوالي روي بـــر لايتميكروســـت
بـر روي   مـاركر  7ايـن   .گرفت انجام كمپلكسفلاووس 

جدايــــه  15و  فــــلاووس آســــپرژيلوس  جدايــــه 20
الـل   11تا  2و  ندآزمايش شد پارازيتيكوس آسپرژيلوس

ــراي  ــپرژيلوسبـ ــلاووس آسـ ــا  1و  فـ ــراي   9تـ ــل بـ الـ
مطالعه در . )44(حاصل گرديد پارازيتيكوس آسپرژيلوس

Bart-Delabess   ــتفاده از تايپينـــگ ــا اسـ و همكـــاران بـ
چهار ماركر  با فوميگاتوس آسپرژيلوسها  ميكروستلايت

 هاي غير مـرتبط از هـم را   جدايه، مختلف دو نوكلوتيدي

                                                 
2. Microsatellites 
3. Short Tandem repeats 
4. Microsatellite Length Polymorphism 
5. Microsatellite Polymorphism 
6. Polymorphic Microsatellite Marker 
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هــاي ايــن گــروه  بــا اســتفاده از مــاركر .دادنــدتشــخيص 
. )45(ژنوتيپ مختلـف را شناسـايي نمـود    30000توان  مي

Batista ــاران و ــاي از همكـ  (GACA) و (GTG) پرايمرهـ
بـه منظـور    توليد و تكثيـر شـده   متفاوت محصولات براي

 (GACA) كـه كردند  استفاده باند شدت و اندازه بررسي

در اين مطالعـه   نخست .داد نشان را بالاتري ژنتيكي تنوع
 بنـدي  طبقه فلاووس آسپرژيلوس عنوان به كه هچهارگون

 بررسـي  باعـث  كـه  دادنـد  نشـان  را متفـاوتي  الگوي شدند
ــايي ــه مجددشناس ــدي طبق ــا آن بن ــد ه ــه .)46(ش  در مطالع

Hadrich مناسـبي  ميكروسـتلايت  نشـانگر  همكاران از و 
اسـتفاده   فـلاووس  آسـپرژيلوس  ايزوله 63 تايپينگ براي
 كـه مـاركر موجود  12 از تركيبـي  شـامل  مطالعه اين .شد

 مــاركر 5 بــود و تركيــب  97/0 درت افتراقــيقــ داراي
AFLA1)،AFLA3،AFLA7، AFM3  و(AFM7  كـــــه

 هـاي  ايزوله. شامل شدرا بود 952/0 قدرت افتراقيداراي 
را  مجزايـي  هـاي  هاپلوتيـپ  مارسـي  و تونس از شده جدا
 در تـوجهي  قابـل  بسـيار  جغرافيـايي  حاكي از ساختار كه

ــپرژيلوس ــلاووس آس ــود ف ــان ب ــد نش تكنيــك  .)47(دادن
RAMA1 اساس بر PCR  كـه  هـايي  پرايمـر  از و باشـد  مـي 

مـنحط   هـاي  انكـور  و هـا  ميكروسـتلايت  هاي توالي شامل
 ميـان  DNA .كنـد  مي استفاده باشند مي 5′ انتهاي در شده

. شـود  مـي  تكثيـر  هـم  نزديـك  ميكروسـتلايت  دو انتهاي
 هـم  از الكتروفـورز  توسط شده حاصل PCR محصولات

 اسـاس  بـر  RAMS مورفيسـم  پلـي   مـاركر . شـوند  مي جدا
 هـاي  جدايه ميان تكثير شده محصولات در طول اختلاف
اسـت   نشـده  داده نشـان  كـه  جايي آن از. باشد مي مختلف

 احاطـه  هـا  ميكروسـتلايت  توسـط  شـده  تكثير قطعات كه
 تفـاوت  RAPD بـا  مقـداري  اساسا تكنيك اين اند، شده
 جدايــه 24 نگــاري انگشــت بــراي روش ايــن از. دارد

 آســـپرژيلوس جدايـــه 13 و فوميگـــاتوس آســـپرژيلوس
 بودنـد  شـده  جدا بيمار 10 و 14 از ترتيب به كه فلاووس
  .)48(است شده استفاده

                                                 
1. Random Amplified Microsatellites 

ــك در ــاً 2MLST تكني ــور ش  عموم ــه منظ ــايي ب ناس
هـاي نوكلوتيـدي    تـوالي ي مختلـف،  هـا  هاي گونه جدايه

جفت بـازي از يـك سـري از     500تا  400 نواحي دروني
هـاي   كـه در تمـامي جدايـه   ) عـدد  10تا  6معمولا (ها  ژن

بـراي  . شـود  ي خاص حضور دارند مقايسه مـي  يك گونه
هاي خاص، يك شماره اختياري خاص الـل   تمامي توالي

هـر جدايـه بـا    . شـود  تعيين مـي ) كشفبه ترتيب  معمولاً(
 housekeepingهـاي   در هر كدام از لوسيها  للااستفاده از 

ــاهم تشــكيل  تعيــين تــوالي شــده شناســايي مــي  شــود و ب
ارتبـاط  . )49(دهـد  مـي ) ST(3پروفايل اللي و يا نوع توالي 

. شود هاي اللي آشكار مي ها با مقايسه پروفايل ميان جدايه
هــاي مشــابه و يــا   STsهــاي خويشــاوند داراي   جدايــه

STsهـاي   در حالي كه جدايه. هستند هاي با تفاوت ناچيز
. باشـند  هـاي غيـر مـرتبط مـي     STsغير خويشاوند داراي 

ــا هــدف قــرار دادن تنــوع موجــود در   MLSTتكنيــك ب
ــي   ــدين لوس ــولي   housekeepingچن ــك روش مولك ي

نسـبت بـه    MLSTمزيـت  . باشـد  مـي  MLEE4جايگزين 
MLEE  اين است كهDNA ين كـد شـده   ئنسبت به پروت
تري  هاي كم و لوسي) ها به دليل موتاسيون(است  ترمتغير
به طور  MLST تكنيك .)50(شوند بررسي مي MLSTدر

اي به عنـوان يـك ابـزار رايـج تايپينـگ اسـتفاده        گسترده
هـا را فـراهم    المللـي جدايـه   بين  شود كه امكان مقايسه مي
ــي ــد م ــاي  داده. كن ــاليز MLSTه ــاملي و   در آن ــاي تك ه

و در آن نــرخ نــوتركيبي و  گــردد جمعيــت اســتفاده مــي
سكشـن  در آسـپرژيلوس  . شـود  موتاسيون تخمين زده مي

ــاتي ــه   MLST، روش فوميگ ــيف گون ــه توص ــر ب ي  منج
ي  از جملـه  شد كه آسپرژيلوس لنتيلوس يپاتوژن جديد

بــه عنــوان يــك  يــرااخ MLVA5تكنيــك  .)51(آن اســت
ــراي قدرتمنــد روش ــين  ب ــاتوژن تايــپ ســابتعي هــاي  پ

ها   و بررسي روابط فيلوژنتيكي در آن و قارچي باكتريايي
 روي ايـن روش بـر   اسـاس . مورد استفاده قرار مي گيـرد 

در . مـي باشـد   DNAپشت سر هـم   تكراريتعيين توالي 
                                                 
2. Multilocus Sequence Typing 
3. Sequence type 
4. Multilocus Enzyme Electrophoresis 
1. Multiple-Locus Variable-number of tandem-repeats Analysis 
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، VNTRتعـداد تكـرار ماركرهـاي    اين روش با شمارش 
از . گــردد هــاي مختلــف بررســي مــي ين ســويهارتبــاط بــ

VNTR ژنتيكي و پزشـكي قـانوني    هاي ها در آناليز نقشه
 ماننـد ، DNA در مكـرر  اشتباهات .نيز استفاده شده است

تكرارهـاي   در تعـداد  تنـوع ، mispairing رشـته  تضعيف
 ايجـاد گونـه را   همـان  هـاي  سـويه  در ميـان  پشت سر هـم 

  .)53 ،52( كند مي

 CSPتكنيك 

يك روش ساب تايپينگ بوده كه با  1
 ها و بر اساس اختلاف در سويه DNAهاي  مقايسه سكانس

در ژن كدكننـده   12bp تعداد و محتواي نواحي تكراري
تنـوع ژنتيكـي در تـوالي    . باشـد  مـي سلول پروتئين سطحي 

 هاي يا جهشاضافه  ،اثر حذفبر  كناري،تكراري و نواحي 
هرچندكـه  . شـود  ناشـي مـي   CSPدر ژن كدكننـده   اي نقطه

تـري نسـبت بـه     قدرت تفكيـك كـم   CSP typingروش 
دارد، اما كارايي بـالاتري نسـبت    microsatlelliteروش 

را فوميگـاتوس  قارچ آسپرژيلوس براي  MLSTبه روش 
بـه دليـل كـارايي آسـان،      هـا  روشايـن  . نشان داده اسـت 

جهيــزات پيچيــده تكرارپــذيري و عــدم نيــاز بــه تســريع، 
از همـه   مقرون به صرفه بودن و همچنـين  آزمايشگاهي و

يك پروتكـل اسـتاندارد بـه عنـوان روشـي       توسطتر  مهم
كه با اسـتفاده از ايـن روش    شود كار آمد به كار برده مي

هــاي سراســر دنيــا قابــل انتقــال  نتــايج در بــين آزمايشــگاه
ــهمختلــف هــاي  جنبــه 1در جــدول شــماره  .)54(اســت  ب
ــراي تايپ  روش ــتفاده ب ــورد اس ــاي م ــهه ــاي  ينــگ ايزول ه

  .اشاره شده است آسپرژيلوس
  
 تايپينگ مولكولي هاي روش مقايسه

  هــايـپ د برــوانـت مي گـايپينـت ايـه روش ردـعملك
 ومزايـا   .گـردد  مقايسـه  يكديگر با ها آن انجام پذير بودن

ــب ــا آن خــاص معاي ــه در ه ــاربرد  حيط ــهولت در  ، ك س
 آزمايشگاه درها  آن تكرارپذيري و تغييرپذيري مصرف،

 اكثـر  .شـود  مـي  بررسـي  مختلـف  هـاي  آزمايشگاه ميان و
 PCR به وابسته اند شده ذكر مقاله اين در كه هايي روش

                                                 
1. cell surface protein 

مورد  روش هاي بررسي اجمالي جنبه هاي مختلف :1 شماره جدول
  ينگ ايزوله هاي آسپرژيلوستايپ استفاده براي

  

  تكنيك هاي تايپينگ   معايب و مزايا 
  RFLP ،RAPD ،SSDP ،MLST  محدود  افتراقيقدرت

 CSP  متوسط

  زياد
  

AFLP ،Microsatellites ،MLVA  

  RFLP ،RAPD  محدود تكرار پذيري

  AFLP ،Microsatellites ،RAMS  خوب

  عالي
  

MLVA ،CSP ،SSDP ،SSDP  

  AFLP ،Microsatellites،  RAMS ،RAPD ،RFLP  محدود  پذيريمبادلهتوانايي

  MLVA ،SSDP  خوب

  عالي
  

MLST ،CSP  

  ، CSP ،SSDP ،RAPD ،RAMS  آسان  استفادهسهولت

  AFLP ،Microsatellites ،MLST ،RFLP ،MLVA  سخت

  بله  گونهاختصاصي
  

Microsatellites ،MLST ،SSDP ،CSP ،MLVA  

  AFLP ،RAMS ،RAPD ،RFLP  خير

  Microsatellites ،MLST ،CSP ،MLVA  آسان تفسير

  AFLP ،RFLP ،SSDP ،RAMS  سخت

  
 از كمـي  مقـدار  بـه  PCRبه  هوابست هاي باشند و روش مي

DNA دســت بــه آســاني بــه كــه دارنــد نيــاز تكثيــر قابــل 
 بـه  وابسته غير روش يك RFLP هرچند كه. )45(آيد مي

PCR از زيادي مقادير به ولي باشد مي DNA  خلـوص  بـا 
 ردشوا و بر زمان روش اين شود مي سبب كه دارد نياز بالا
 ،AFLP، CSPمثـل   PCR بـه  وابسته روش چندين .شود

MLST، و ها ميكروستلايت RAMS بـراي  ابزار خاصي به 
 بـا  الكتروفـورز  شـرايط  تحـت  هحاصل قطعات جداسازي
را  RAPDروش  ديگـر،  طـرف  از. زدارندنيا بالا تفكيك

 بنـابراين  و داد انجـام  قيمـت  ارزان ابزارهـاي  بـا  تـوان  مي
 آسـپرژيلوس  هاي جدايه تايپينگ اي براي گسترده طور به
 نيسـتند  قـادر  هـا  تكنيك كليه. )55(شود مي استفاده آن از

 .نماينـد  تعيين را بررسي مورد هاي ارگانيسم تمامي ژنوتيپ
 و اي گونـه  خاص هاي پروب نوع دو هر RFLP مورد در
 اسـاس  بر هاي پروب كهاست  شده ارائه اي گونه خاص غير

 PAF28 مثـل  كروموزومي DNA  شونده تكرار هاي توالي
 بـه  RAPD الگوهـاي  اسـاس  بـر  هاي پروب يا و Afu1 و

 براي پروب كه شوند مي متصل اي گونه به تنها قوي طور
 سـاترن  روش از حـال،  ايـن  بـا . اسـت  شده طراحي ها آن

 تمايز منظور به نشاندار  M13باكتروفاژ با همراه بلاتينگ
 مختلـف  هاي جنس از قارچي ي گونه چندين هاي جدايه
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 بـراي  AFLP روش مقايسـه،  در. )56(اسـت  شده استفاده
 قابـل  آن تـوالي  اطلاعات به نياز بدون موجودي هر ژنوم
 آسـپرژيلوس،  بـر  عـلاوه  AFLP تكنيـك  از. است انجام
 و گياهـان  لامـث  ديگـري  متنـوع  هـاي  ميكروارگانيسم براي

 بــراي RAPD اســت و تكنيــك شــده اســتفاده حيوانــات
مـورد   ها رچقا و ها ويروس ها، انگل ها، باكتري از بسياري
 بــراي RAMS روش از. )57(اســت قــرار گرفتــه اســتفاده
 ها قارچ اخيرا و حيوانات و گياهان ژنتيكي تنوع شناسايي
 تكنيـك  توانـايي  بـه  تكرارپذيري. )48(است شده استفاده
 تكـرار  آزمـايش  زمـان  در يكسـان  ايجنت ـ به رسيدن براي

 در. دارد اشـــاره خـــاص ي جدايـــه يـــك روي شـــونده
 اپيـدمولوژيك  مطالعـات  و جهـت  تـر  بزرگ هاي مقياس
 مورد نياز ثابتي نگاري انگشت هاي روش مدت، طولاني
 هــاي روش در ابهــام ايجــاد عامــل تــرين مهــم. اســت

ــد  توليدكننــده  ،RAPD، RFLP، RAMS، IGSمثــل  بان
SSDP و AFLP قــرار تــاثير تحــت را تكرارپــذيري كــه 

 دليل به احتمالا كه باشد مي ها باند تفاوت شدت دهد، مي
 ممكن و است كار مختلف در مراحل اندك هاي تفاوت
 خـلاف  بـر . بگـذارد  اثر پيك نهايي شدت روي بر است
 MLST و هـا  ميكروسـتلايت  ،CSP مثـل  هايي روش آن،

 .)58(باشــند مــي ييداراي ميــزان تكرارپــذيري بســيار بــالا
Balajee اي به توصيف ژنومي زير  و همكاران در مطالعه

ــه ــپرژيلوس فوميگــاتوس در   ســاختارهاي ايزول ــاي آس ه
 از سكانس همكاران و Balajee. آمريكاي شمالي پرداختند

و كدكننـده پـروتئين    12bpكه به طـول   CSPناحيه ژني 
اپيدمي  55ين سطحي سلول براي ساب تايپ كردن پروتئ

شـيوع عفونـت    6منتسب به آسپرژيلوس فوميگـاتوس از  
بيمارستاني با منشا آسپرژيلوس مهـاجم اسـتفاده كـرده و    

براي مطالعات اپيـدميولوژي گـزارش   اين روش را مناسب 
 تايپينـگ  هـاي  روش ارزيـابي  در ديگـر   جنبـه . )54(كردند
 هـاي  آزمايشـگاه  ميـان  اطلاعـات   مبادلـه  در ها آن توانايي
 اطلاعـات  آسـان  تبـادل  ي نتيجـه  باشد كه در مي مختلف

 هـم  بـا  را جهـان  تمـام  از شـده  حاصـل  ژنوتيـپ  توان مي
 از مـا  درك تـا  شـود  مـي  سـبب  امـر  كرد كه ايـن  مقايسه

 نظر به بنابراين،. يابد بهبود ها ميكروارگانيسم اپيدمولوژي
 باشـند،  مـي  تـر  مناسـب  با دقت بالا هاي كه روش رسد مي
 در تـوان  مي را ها روش اين از شده حاصل اطلاعات زيرا

ــه ســاده ديجيتــال فرمــت ــراي . داد ارائــه كامــل طــور ب ب
MLST، ــه ــراي هــا برنام  در ميكروارگانيســم چنــدين ب

ــايت ــاي ســـــــــــ  و http://www.mlst.net هـــــــــــ
http://www.pubmlst.org قرار دسترس در عموم براي 

 را MLST هـاي  الل براي توالي اطلاعات توان مي و دارد
 مطمـئن  ها جدايه هايST و ها ژنوتيپ الل از تا نمود وارد
ــد ــات. ش ــده حاصــل اطلاع ــگ از ش ــازه CSPتايپين  اج
 شـود  حاصـل  واضـح  اطلاعـات  از اي مجموعه تا دهد مي
 .)59(كرد مبادله ها گاهآزمايش ميان را ها آن بتوان كه

Hurst   و همكاران به مقايسه نتايج هفت آزمايشـگاه
ــين ــاتوس    ب ــپرژيلوس فوميگ ــل از آس ــك پن ــي از ي الملل

پرداختند كه از يك شيوع آسپرژيلوس مهاجم به دسـت  
بـا  (آمده و از نظر ژنتيكي مورد بررسي قـرار گرفتـه بـود    

بـا وجـود   ). B-tubulinاز ناحيه  STRAf Afut 1 &متد 
ــاوت در روش ــايج حاصــــل  CSPتفــ ــين از نتــ  آن در بــ

 Hurstلـذا  . هاي مختلف با هم همخواني داشتند آزمايشگاه
ــاران و ــراي     همكـ ــب بـ ــگ را مناسـ ــن روش تايپينـ ايـ

ــه   آزمايشــگاه ــد و قابليــت ب ــرانس معرفــي كردن هــاي رف
. )60(گذاري نتـايج بـا ايـن روش اثبـات گرديـد      اشتراك
 هـاي  الگـو  غالـب  در ديجيتـال  نگـاري  انگشـت  اطلاعات

 مبادلـه  منظـور  بـه  بنـابراين  و هسـتند  تـر  پيچيده بندينوار
ــات  اســت لازم عــلاوه، بــه. باشــند مــي دشــوار اطلاع

 پيـروي  ها آزمايشگاه تمامي توسط استاندارد دستورالعمل
 جلـــوگيري نواربنـــدي الگـــوي در تفـــاوت از تـــا شـــود
 هـا  آن بـه  جـا  ايـن  در را كه هايي روش تمامي .)61(گردد
ــوان مــي شــد اشــاره ــه وابســته هــاي روش در ت  و الگــو ب
 هحاصـل  نتـايج  تفسير در. نمود بندي دسته دقيق هاي روش
 هـايي  روش. شد مواجه مختلفي مشكلات با است ممكن
ــراي كــه ــه شناســايي ب  اســتفاده آســپرژيلوس هــاي جداي
 هـاي  طـول  باDNA  قطعات شدن جدا اساس بر شوند مي

ايجـاد الگـوي    سـبب  كه باشند مي الكتروفورز با متفاوت
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 ،RAPD، RFLP هاي  روش. شود اي از نوارها مي پيچيده
RAMS، IGS، CSP و AFLP ــراي ــاري انگشـــت بـ  نگـ

 وابسته كه هستند هايي روش جمله از آسپرژيلوس هاي گونه
 نتـايج  دقيـق  هـاي  روش. باشـند  مـي  نواربنـدي  الگـوي  به
 SSCP روش هر چنـد  .كنند مي ايجاد را واضحي پينگتاي

حضـور يـا عـدم     زيـرا  آيد مي حساب به دقيق روش يك
نشان  Lasker حال، اين با. دهد را نشان مي ها باند حضور
 هـاي  ممكن است باند SSCP هاي پرايمر از برخي داد كه
 ايـن  دقيـق  توانـايي  شـود  مي سبب كه كنند ايجاد ضعيفي
طـور كـه اشـاره     همـان . )42(شود دهز تخمين تر كم روش

 بانـد  بـه  وابسته هاي شرو از استفاده با كه شد، الگوهايي
 ي هـا  باند شامل ها آن زيرا اند پيچيده بسيار شوند مي ايجاد

 ها روش اين تفسير شود مي سبب كه هستند قوي و ضعيف
 هـاي  نگـاري  انگشـت  مقايسـه  منظور به. )45(شود مشكل
 چنـدين  ميـان  ژنتيكـي  ارتباط تعيين و يكديگر با مختلف
 كـامپيوتري  تخصصـي  هـاي  افزار نرم از است لازم جدايه
 از اسـتفاده  بـا  معمولاً كامپيوتري هاي آناليز. شود استفاده

. گيـرد  مـي  انجـام  نـوار  يـا  و الگو به وابسته هاي الگوريتم
 عـدم  يـا  هـا حضـور   آن در كه نوار به وابسته هاي الگوريتم
 مشـاهده  دهنـد نيازمنـد   را نشان مـي  تكي هاي باند حضور
 .شـوند  دشوار ها روش اين شود مي سبب كه هستند چشمي
 بـا  مقايسـه  در ها ميكروستلايت بر مبتني هاي روش مزيت
 هـاي  ايزولـه  شناسـايي  توانـايي  بانـد،  بـر  مبتني هاي روش

 مبتنـي  هاي روش در مختلف هاي ژنوتايپ. است مخلوط
از  متعـدد  هـاي  قله حضور با بلافاصله ها ميكروستلايت بر
شناســايي  مختلــف هــاي طــول بــا شــده آنــاليز ركرهــايما
 هـاي  ژنوتايـپ  شناسـايي  بانـد،  بر مبتني روش در. شوند مي

 .)45 ،14(در صـورت امكــان بسـيار دشـوار اســت    مخلـوط 
عمومي،  تايپينگ اطلاعات آناليز براي ديگر مشكل يك

 ثبـت . باشـد  مـي  فـردي  صـورت  به يپاژنوت تفسير ذهني
 اسـتفاده  بانـد  بـر  مبتنـي  ايه ـ روش از كـه  زماني ژنوتيپ

 نتـايج  كـه  درحـالي . باشـد  مـي  كـاربر  بـه  وابسته شود، مي
 ابهــام بــدون دقيــق هــاي روش از شــده حاصــل ژنــوتيپي

 بـراي  جـامعي  راهنماي حاضر حال در متاسفانه .باشند مي

ــين ــپ تعي ــراي ژنوتي ــاي روش ب ــرح ه ــده مط ــود ش  وج
 و عملـي  امكـان  معايـب  و مزايـا  بـر  عـلاوه . )56 ،47(ندارد
 شناسـايي  قدرتكه  است لازم مختلف، هاي تكنيك تفسير

 توانـايي  كه هايي روش از يكي .شود ارزيابي تكنيك هم
 ي مقايسه را دارد، كافيحد به نگاري انگشت روش تفكيك
 حاصـل  اطلاعـات  با روش از يك آمده دست به اطلاعات
 بـراي  ژنتيكي نگاري انگشت ديگر متفاوت روش شده از
گونـه   بـراي . باشـد  مـي  هـا  جدايـه  از يكسـان  اي مجموعه

براي مقايسه  مختلفي مطالعات آسپرژيلوس فوميگاتوس،
در . )56 ،36(اسـت  شـده  انجام تايپينگ مختلف هاي روش

 MLP و RAPD، Afut1-RFLPهـاي   تكنيـك دو مطالعه 
 داراي RAPD بررسـي  دو هـر  در. شدند مقايسه يكديگر با

 Afut1-RFLP كه حالي در بود، تري كم تفكيك قدرت
 اي مطالعـه  داشـتند و در  برابـري  تفكيك قابليت MLP و

اي كه بايـد بـه آن    نكته. )45(كرد عمل بهتر RFLP ديگر
 پــروب طراحــي و شــود ايــن اســت كــه انتخــاب توجــه 

 تفكيـك  قـدرت  افـزايش  در را مهمـي  نقـش  اختصاصي
 چنــدين از حاضــر حـال  در. باشــد مــي دارا RFLP آنـاليز 
فوميگــاتوس  آســپرژيلوس گونــه تايپينــگ بــراي پــروب
 مزيـت  ايـن  داراي M13 پـروب  اگرچه. شود مي استفاده
 تـوالي   پايه بر كه Afut1 كه پروب رسد نظر مي به است،
 باشد، مي فوميگاتوس آسپرژيلوس گونه تكراري متوسط
. )62(دارد مـرتبط  غيـر  هاي جدايه ميان را تفكيك بهترين
 هـا  جدايـه  ساييشنا براي هم توان مي را AFLPهاي آناليز

 اي گونـه  درون سـطح  در شناسـايي  هـم  و گونـه  سطح تا
 اين از ها آسپرژيلوس از Nigri سكشن در كرد و استفاده
 شناسـايي  براي AFLP روش از. است شده استفاده مورد

 محيطـي  و باليني جدايه 96 ميان اپيدمولوژيك ارتباطات
 .)63(اسـت  شـده  اسـتفاده  فوميگـاتوس  آسپرژيلوس گونه

 هـم  از را هـا  جدايـه  تـر  بـيش  اسـت  قـادر  AFLPتكنيك
 تفكيـك  قـدرت  ي نشـاندهنده  امـر  ايـن  و نمايد تفكيك
 بـه  وابسـته  تايپينـگ  روش از. باشـد  مـي  روش ايـن  بالاي
 جديـد  هـاي  گونه شناسايي منظور به توان مي ها ژن توالي
ــن در ــتفاده Fumigati سكشـ ــرد اسـ ــانتمايز. )51(كـ  ميـ
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 مـــروري

 توسـط  تـوان  مـي  فوميگاتوس را آسپرژيلوس هاي جدايه
MLST داد انجام.  

Bain 100  مجموعــه در ژن قطعــه 7 از همكــاران و 
 توانسـت  روش اين. نمودند استفاده منابع مختلف از جدايه
 هـاي  ايزولـه  تعـداد  سـوم  يـك  حـدود  در را مختلف انواع

 را تـري  كم تفكيك قدرت و دهد تشخيص شده آزمايش
 .باشد مي دارا نگاري انگشت دقيق ديگر هاي روش به نسبت
 براي كافي حد به نوكلوتيدها تفاوت سطح كه صورتي در

 لازم نباشـد،  كـافي  اپيـدمولوژيكي  سوالات به گويي پاسخ
  .)64(شوند بررسي تري بيش متغير هاي لوسي تا است

de Valk  ــاران و ــلام   Bainو همك ــاران اع و همك
ــا ســاير روش CSPكردنــد كــه روش  هــاي  در مقايســه ب

از قدرت تفكيك كمتـري   تايپينگ، مثلا ميكروستلايت،
 ست و به عنوان يك روش ابتـدايي در تفكيـك  برخوردار ا

هاي آسـپرژيلويس فوميگـاتوس كـاربرد دارد و از     ايزوله
هـاي آسـپرژيلوس    مزاياي آن شناخت تنوع زيـاد ايزولـه  

در مقايسه با سـاير   MLVA. )65 ،64(باشد فوميگاتوس مي
ك و تكـرار  هاي فوق يـك روش بـا قـدرت تفكي ـ    روش

پذيري بالاسـت كـه تفسـير آن آسـان و از لحـاظ هزينـه       
و همكاران بـا اسـتفاده    Guillot. باشد مي هصرفبه مقرون 

 و شيوع بيمـاري يپ اژنوتبين ارتباط  MLVAاز تكنيك 
 277را در وس ناشي از گونه آسـپرژيلوس فوميگـات   هاي

 در Guangxi اسـتان  در پرندگان از مورد 62 نمونه شامل
 در اردك مزرعـه  دو در شـده  آوري جمـع  ونهنم 95 چين،
 در بوقلمون محيطي از اطراف مزرعه نمونه 120 و فرانسه

نمونـه،   277از اين تعداد . دادند قرار بررسي فرانسه مورد
 10 تعـداد پانـل   بـا  فوميگـاتوس  آسـپرژيلوس  330تعداد 

VNTRs 255 تحليـل،  و تجزيـه  نتيجـه ايـن   .شدند تايپ 
 يـپ اژنوت 33 فقـط  و داشـت  راههم به را مختلف ژنوتيپ

 .)66(مشترك بود تر بيش ايزوله يا دو بين
  

  بحث
 هـاي  هاي مولكولي مختلفي براي تايپينگ گونـه  روش

 مولكـولي  تايپينـگ  .شده است بيانمختلف آسپرژيلوس 

هـاي   گونـه  بـاليني  و زيست محيط از شده جدا هاي نمونه
 مهــم مســائل را در جديــدي هــاي ديــدگاه آســپرژيلوس

ــت ــومي بهداش ــدميولوژيك و عم ــه از اپي ــابع جمل  و من
 مقـاوم  يـا  و زا بيمـاري  هاي ونهگ شناسايي انتقال، هاي راه
 بررسـي  .كنـد  مي فراهم ها گونه ژنتيكي ارتباط و دارو به

 زيسـت  محـيط  و بيمـاران  از شـده  جـدا  هاي سويه ارتباط
 منبـع  ثبـت  و قارچ اپيدميولوژي درك براي ابزاري ها آن

 بـا  ارتبـاط  در كـه  انساني اسـت  هاي عفونت از پيشگيري
آوري   هـاي جمـع   يهنگاري جدا انگشت. باشد مي سلامت

 هاي گونهكه  دهد ميمحيط نشان  هاي تنفسي و شده ازنمونه
داراي  ، به خصوص فوميگاتوس و فلاووس،آسپرژيلوس

هـاي   تكنيك و نيازمند دنباش اي مي تنوع ژنتيكي گسترده
داراي  هـاي  روش. تايپينگ با قدرت تفكيك بالا هسـتند 

 MLP و Afut1 وببه همـراه پـر   RFLPاين معيار شامل 
هــاي تايپينــگ  بــا اهميــت ديگــر روش  جنبــه. باشــند مــي

ــايي  ــذيري آنتوان ــق  روش. هــا اســت تكــرار پ هــاي دقي
بسيار تكرارپـذير هسـتند و    CSPو  MLSTتايپينگ مثل 

 يشوند تا به منظور آناليز ارتباطات اپيدمولوژيك سبب مي
هـا در طـي زمـان طـولاني      زيـادي از جدايـه   يرداميان مق ـ

 و CSP تايپينـگ  متاسـفانه . باشـند  سـب منا واجد شـرايط 
 در اند شده توصيف MLST براي تاكنون كه هايي لوسي

 آن دقيـق  منبع شناسايي منظور به گيري همه هاي موقعيت
 RAPD روش از. باشند داراي قدرت شناسايي كافي نمي

 ايـن  آن دليـل  و اسـت  شده استفاده ها روش ساير از بيش
 بـراي  و دارد نياز تري كم هاي ابزار به روش اين كه است
 در .نيســت نيــازي ژنــومي تــوالي اطلاعــات بــه آن انجــام
 هـاي  روش از اسـتفاده  رشد به رو با تمايل اخير، هاي سال
 ايـن . روبرو هسـتيم  ها نمونه بين تمايز براي تايپينگ دقيق
 تبـادل  و ،جـايي  بـه جا تكرارپـذير،  هـاي  جنبـه  از ها روش

 دقيـق  هـاي  روش .اشندب بسيار مفيد مي تايپينگ اطلاعات
ــگ ــا تايپين ــه ت ــروز ب ــگ ام ــوالي تايپين ــدلوكوس ت  چن

)MLST( باشد و  مي ها ميكروستلايت بر مبتني تايپينگ و
 فوميگـاتوس  آسـپرژيلوس  تايپينـگ  بـراي  MLST طرح

 .است توسعه يافته
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