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Abstract 

Background: Candida albicans is still the main etiologic agent of candidiasis. However, 
infections of non-albicans Candida species are increasing. Candida dubliniensis is similar to C. 
albicans phenotypically and must be identified due to the better management of infection. The 
aim of the present study is to defferentiate and identify Candida species by Duplex PCR for get-
ting an epidemiological data of Candida species among clinical specimens. 

Materials and Methods: DNA was extracted using phenol-chloroform method from fresh 
colonies. Internal Transcribed Spacer region was amplified by polymerase chain reaction using 
specific primers. Based on differences of bands sizes on agarose gel electrophoresis, species were 
identified. 

Results: Ninety four out of 100 patients (49 males and 51 females) had predisposing fac-
tors in the present study. Diabetes (73.4%), use of antibiotic (6.3%), vitamin deficiency (4.3%) 
were the main predisposing factors. The most specimens belonged to mouth (75%), vagina (5%), 
and blood (4%). All isolates were identified as C. albicans. 

Conclusion: Duplex PCR is a rapid and precise method for the detection and differentia-
tion of Candida species carefully, and in this method, phenotypic tests like germ-tube and chla-
mydoconidia production, as well as biochemical tests are not required for clinical laboratories 
that have limited resources and time for response to the patients, and it can replace with the tradi-
tional methods. 
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 18/07/95تاريخ پذيرش:  07/06/95تاريخ دريافت: 
 

  چكيده
غير هاي هاي ايجاد شده توسط گونهباشد. با اين حال عفونتكانديدا آلبيكنس عامل اصلي كانديديازيس مي زمينه و هدف:

اي است كه از لحاظ فنوتيپي بسيار شبيه كانديدا گيري افزايش يافته است. كانديدا دابلينينسيس گونهآلبيكنس نيز به طورچشم
هاي آلبيكنس است كه به منظور درمان مناسب بايد از هم متمايز گردند. هدف از اين مطالعه، تفكيك و شناسايي دقيق گونه

  باشد.هاي باليني ميها در نمونهه منظور دسترسي به اطلاعات اپيدميولوژيك اين گونهب Duplex PCRكانديدا با روش 
قارچ به كمك روش فنل كلروفرم استخراج گرديد. ناحيه فواصل رونويسي  DNAاز كشت تازه مخمري،  ها:مواد و روش

صي تكثيرشد. محصولات حاصله در ژل اي پلي مراز و با استفاده از پرايمرهاي اختصاي داخلي به روش واكنش زنجيرهشده
  ها شناسايي شدند.آگارز الكتروفورز بررسي شده و براساس تفاوت در سايز باندهاي ايجادشده،گونه

اي داشتند. نفر بيماري زمينه 94نفر زن بودندكه  51نفر مرد و  49نمونه باليني در مطالعه حاضر،  100از تعدادكل  ها:يافته
اي اصلي بودند. بيشتر درصد) فاكتورهاي زمينه 3/4درصد) و كمبود ويتامين ( 3/6مصرف آنتي بيوتيك (درصد)،  4/73ديابت (
ها به عنوان كانديداآلبيكنس درصد) بودند. تمامي ايزوله 4درصد) و خون ( 5درصد)، واژن ( 75ها مربوط به دهان (نمونه

  شناسايي شدند. 
باشد كه در اين روش هاي كانديدا ميي تشخيص وتمايز دقيق گونهروشي سريع برا Duplex PCRروش گيري:نتيجه

هاي بيوشيميايي نبوده و براي هاي اوليه فنوتيپيك مانند توليد لوله زايا، كلاميدوكونيديا و سايرتستاحتياجي به تست
  هاي سنتي گردد. گزين روشتواند جايگويي به بيمار دارند، ميهاي باليني كه منابع و زمان محدودي براي پاسخآزمايشگاه

  Duplex PCRافتراق،كانديداآلبيكنس،كانديدادابلينينسيس،  واژگان كليدي:
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 مقدمه

هاي تك سلولي يوكاريوتي جنس كانديدا ارگانيسم
ها را در بيماران نقص سيستم بوده كه طيف وسيعي از عفونت

كنند. در دودهه اخير تعداد گزارشات مربوط به ايمني ايجاد مي
داري افزايش پيدا كرده طور معنيه هاي كانديدايي بعفونت

هاي سطحي، مخاطي يا سيستميك است. اين عوامل از عفونت
توانند زندگي را به مخاطره شوند كه ميجدا مي

هاي بيندازند.كانديدا آلبيكنس گونه غالبي است كه در نمونه
هاي هاي اخير تعدادعفونتشود اما در سالباليني ديده مي

طور ه آلبيكنس نيز بهاي غير ايجاد شده توسط گونه
). هدف و ضرورت 34 -12( گيري افزايش يافته استچشم

هاي كانديدا با استفاده از انجام مطالعه حاضر تفكيك گونه
-Polymerase chain reaction (Duplex( روش

PCR هاي ارائه يك تابلوي اپيدميولوژيك از گونه به منظور
كمياب مانند كانديدا دابلينينسيس با استفاده از يك روش 

ن با آگاهي از وسيله بتوا باشد تا بدينسريع مولكولي مي
ها به فلوكونازول و برخي ديگر از مقاومت برخي گونه

وثر تر ) پزشك را در درمان هرچه بهتر و م5داروهاي آزولي(
عفونت ياري نمود. كانديدا دابلينينسيس از لحاظ فنوتيپي بسيار 
شبيه كانديدا آلبيكنس است كه بايد ازلحاظ اپيدميولوژيكي، 

پيشرفت سريع مقاومت به داروي فلوكونازول از  زايي وبيماري
). كانديدادابلينينسيس يك گونه 6هم متمايز گردند(

ان گونه به عنو 1995سال  است كه اولين بار در جديدكانديدا
واردكانديدمي را سبب  درصد 2مجزا معرفي شد و تقريبا 

شود. اين گونه اصولا با كانديديازيس دهاني ارتباط دارد و مي
). در 7شود(، به وفور ديده ميHIVبه ويژه در بيماران مبتلا به 

به عنوان كانديدا آلبيكنس  تها اين گونه اشتباهاآزمايشگاه
). گونه 8شود(مقاوم به فلوكونازول تشخيص داده مي

به علت  ابلينينسيس از مناطق جغرافيايي زيادي جدا شده ود
 In vitroافزايش مقاومت اين گونه به فلوكونازول در محيط 

). تعيين هويت كانديدا 9بسيار مورد توجه قرار گرفته است(
دابلينينسيس به علت تشابهات فنوتيپي اين دوگونه در 

شود، از جمله هاي روتين يك مساله مهم تلقي ميآزمايشگاه
توانند جرم تيوب وكلاميدوكونيدي كه هر دوكانديدا مياين

هاي فنوتيپيكي مرسوم ايجاد كنند. از آنجا كه آزمون
ن دو گونه ندارند، لذا كارآمدي لازم را جهت تشخيص اي

هاي مولكولي توسعه يافته، تنها راهكار شناسايي اين دو روش
ها به منظور ). شناسايي صحيح گونه1112-10باشند (گونه مي

درمان ضد قارچي موثر، با توجه به آگاهي از مقاومت به 
). در اين بين 13داروهاي ضد قارچي، امري ضروري است(

كه با استفاده از دو جفت پرايمر  Duplex-PCRروش 
شود و نيازي به هضم آنزيمي اختصاصي گونه انجام مي

ي مولكولي سريع محصول ايجاد شده ندارد، يكي از روش ها
  و دقيقي است كه در مطالعه حاضر مورد استفاده قرار گرفت. 

  
  هاروشمواد و 

 Crossمقطعي ( مطالعه حاضركه يك مطالعه در
Sectionalهاي كانديدا تحليلي بود، گونه ) ازنوع توصيفي و
هاي وابسته كيفي و سن و جنس بيماران به عنوان به عنوان متغير

متغيرهاي مستقل در نظر گرفته شد. معيارهاي ورود مطالعه، 
شناسايي  هاي باليني وشده از نمونه هاي جداكانديدا آلبيكنس

-  polymerase chain reactionتكنيك( شده با
restriction fragment length polymorphism (

PCR- RFLP هاي بوده و معيارهاي خروج شامل گونه
هاي آلوده به باكتري و كپك بودند. تعداد ميكس شده و نمونه

نمونه باليني مورد بررسي آزمايش مستقيم و كشت قرار  100
نمونه از  40وري و نمونه از مطالعات قبلي جمع آ 60گرفت. 

 Msp Iهاي قبلي با آنزيم بيماران ديابتيك گرفته شد. نمونه
)Fermentas ,Vilnius ,Lithuaniaبا استفاده از  ) و

به عنوان كانديدا آلبيكنس  PCR-RFLPروش مولكولي
شناسايي شده بودند. لازم به ذكر است كه روش مذكور قادر 

باشد.كليه يس نميبه تفكيك دو گونه آلبيكنس و دابلينينس
) Sabouraud glucose agar( ها بر روي محيطنمونه

)Difco ,Detroit, MI, USA(  SGA  پاساژ داده شده و
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ساعته، جهت انجام  24از كلني تك حاصل از كشت 
  هاي مولكولي استفاده شد.آزمون

به روش  هاژنوميك تمامي ايزوله DNA: DNAاستخراج
  فنل كلروفرم جداگرديد.

Duplex PCR : مخلوط اصليPCR  ميكروليتر  5/2شامل
. /MgCl2 ،2ميكرومولار  5/1بدون منيزيوم،  10X بافر

- ’CALF )5ميكرومولار پرايمر رفت 
TGGTAAGGCGGGATCGCTT-3 (’ 2و/ .

-’CALR )5ميكرومولار پرايمر برگشت 
GGTCAAAGTTTGAAGATATAC براي (

-CDUF )50. ميكرومولار پرايمر رفت /2آلبيكنس و 
AAACTTGTCACGAGATTATTTTT2) و/ .

- ’CDUR )5ميكرومولار پرايمر برگشت 
AAAGTTTGAAGAATAAAATGGC-3 (’

ميكرومولار مخلوط دزوكسي  400 )،14براي دابلينينسيس(
 Taqواحد آنزيم  25/1و  )dNTP( تري فسفاتنوكلئوزيد

DNA polymerase  ميكروليتر تهيه شد.  25در حجم نهايي
ميكروليتر از پرميكس مذكور و  PCR  ،23سپس به هر تيوب

مخمر اضافه گرديد.  استخراج شده از هر DNAميكروليتر  2
 Gene Amp PCR System 9700ها در دستگاهتيوب

)Applied Biosystems ,Foster City, CA, USA (
درجه به  95دقيقه در  5شامل  PCRقرار داده شده و مراحل 

) DNA)DNA Denaturationمنظور جدا شدن دو رشته 
 55دقيقه  1درجه سانتي گراد، 94ثانيه  45سيكل شامل  30

 ) وAnnealingگراد به منظور اتصال پرايمرها (درجه سانتي
 7) و در نهايت Extension( گراددرجه سانتي 72دقيقه  1

) براي طويل Final extension( گراددرجه سانتي 72دقيقه 
اين روش اگر نمونه كانديدا  ريزي شد. درشدن پرايمرها برنامه

و اگر كانديدا  bp100 آلبيكنس باشد يك محصول
  ).6كند(ايجاد مي bp 325دابلينينسيس باشد يك محصول 

تكثير شده در  DNAميكروليتر از  5الكتروفورز: 
شد.  رصد در تانك الكتروفورز بارگذاريد 5/1ژل آگارز 

، Safe stainبا محلول  DNAپس از رنگ آميزي باندهاي 
) مشاهده و عكس UV( با استفاده از اشعه ماوراي بنفش

كش ژني وسيله خطه شواهد ب برداري و
 ,bpDNA100)Fermentas International(ماركر)

Znc.بررسي گرديد (  
  

  هايافته
بر روي  Duplex-PCRانجام آزمايش مولكولي 

نمونه متعلق به  100هاي حاضر در مطالعه نشان داد تمامي نمونه
  ). 1گونه كانديدا آلبيكنس بودند (تصوير 

  
با استفاده از پرايمرهاي اختصاصي.  ITS. تقويت ناحيه 1تصوير 
  جفت بازي 100ماركر  :M: كانديدا آلبيكنس، رديف 1-4رديف 

 
سال با  82صفر تا  اين تحقيق رنج سني بيماران در

سال بالاترين  70تا  61سال بودكه گروه سني  8/44ميانگين 
) از بيماران درصد 49نفر ( 49). درصد 22زان ابتلا را داشتند (مي

 94چنين) زن بودند. همدرصد 51نفر ( 51مورد مطالعه مرد و 
 94اي بوده كه از اين ) داراي انواع بيماري زمينهدرصد 94نفر(

) درصد 3/6نفر( 6 ) مبتلا به ديابت،درصد 4/73نفر( 69مورد 
) دچار كمبود درصد 3/4( رنف 4سابقه مصرف آنتي بيوتيك، 

اي هاي زمينه) داراي ساير بيماريدرصد 16مورد( 15ويتامين و 
هاي باليني مورد استفاده در اين طرح، ). نمونه1 بودند (جدول

نمونه  5نمونه برفك دهاني،  35نمونه ازحفره دهان،  40 شامل
نمونه شامل انواع  16نمونه خون و  4واژينيت كانديدايي، 
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هاي فوق بر اساس اي باليني ديگر بودند. تمامي نمونههنمونه
) به روش rDNAريبوزومي( DNAدر  ITSتقويت قطعه 

PCR آزمايش قرارگرفته كه مطابق با سايز محصول  مورد

تكثير شده همگي كانديداآلبيكنس بوده و نتيجه حاصل شده 
  نشان داد. ها راعدم وجود سويه دابلينينسيس بين نمونه

  
  اي در بيماران بررسي شده در مطالعه حاضرهاي زمينهفاكتور :1جدول 

 بيماري زمينه اي )درصدتعداد (  رنج سني بيماران  زن/مرد

  ديابت  )درصد 4/73( 69  10 – 82  32/37
  مصرف آنتي بيوتيك  )درصد 3/6( 6  1 – 72  3/3
 كمبود ويتامين درصد) 3/4( 4  17 – 61  2/2

  ميلوس )درصد 2/3( 3  17 – 55  0/3
  سرطان )درصد 2/3( 3  10 – 65  1/2
  سوند  )درصد 2/3( 3  5/1 – 47  3/0
  حاملگي  )درصد 2/3( 3  21 – 29  0/3
 پيوند كليه  )درصد 06/1( 1 49  0/1

  پيوند ريه  )درصد 06/1( 1  45  1/0
  لوپوس  )درصد 06/1( 1  32  1/0

  
 بحث

هاي باليني شناسايي در مطالعه حاضر كليه ايزوله
 اين تحقيق ا آلبيكنس بودند. رنج سني بيماران درشده كانديد

افراد داراي  درصد 94سال بوده و  8/44 سال با ميانگين 82-0
اي در اندكه ديابت فاكتور اصلي زمينهاي بودههاي زمينهبيماري

 نمونه) 75ها (). اكثرنمونهدرصد 4/73بين بيماران شناسايي شد (

ي بيماران نوتروپنيك با همكاران رو از دهان بودند. محمدي و
هاي كانديدا را مشخص كرد. آنها گونه PCR-RFLPروش 

 درصد 6/13مير در بيماران مورد مطالعه را  رنج مرگ و
اي كه ما انجام هاي مطالعه). از محدوديت15گزارش كردند (

نيز  مير افراد تحت مطالعه و نداشتن آماري از مرگ و داديم،
تعيين حساسيت  نتي فونگال وعدم استفاده از داروهاي آ

هاي مورد مطالعه بود. امروزه به دليل شيوع دارويي سويه
چنين مقاومت دارويي بعضي هم بيماري كانديديازيس و

هاي كانديدا مانند دابلينينسيس به داروهاي آزولي، ازگونه
ضروري به  زا بسياري بيماريتعيين هويت اين دوگونه

يك مرسومي براي جداسازي اين هاي فنوتيپرسد. روشنظرمي
كه   API ID 32وVitek  آزمون دارد، مانند دوگونه وجود

 Bichroآزمون  از. )16دسترس نيستند( در بسيارگران بوده و

Dubli Fumouze توان براي جداسازي اين دوگونه نيز مي
ويژگي بالايي دارد اما نيازمند  كه حساسيت و استفاده كرد

يه مانند استفاده از جرم تيوپ يا هاي اولسري آزمونيك
باشدكه اين امر موجب افزايش هزينه لاتكس آگلوتيناسيون مي

محققان ديگر از . )17شود(و زمان براي آزمون فوق مي
با هدف قراردادن توالي اينتروني براي  PCRهايي بر پايه روش

. در )18(تمايزكانديدا دابلينينسيس از آلبيكنس استفاده كردند
اي مذبوركه توالي اينتروني مورد هدف قرار داده هروش
ها قرار اين توالي كه دررغم اينها عليشوند، برخي ازايزولهمي

 تحقيق ميرهندي و در. )19گردند(دارند شناسايي نمي
از آنزيم محدودگر براي جداسازي  2005سال  همكاران در

-Singleگونه استفاده گرديد. آنها از تكنيك  اين دو

Enzyme-PCR-RFLP  و با استفاده از آنزيمBln-  جهت
جداسازي گونه دابلينينسيس از آلبيكنس بهره بردند. در اين 

ايزوله  12نمونه كلينيكي انجام گرفت،  140مطالعه كه بر روي 
نمونه آن  5كانديدا دابلينينسيس شناسايي شد كه تعداد 

و همكاران  Suhail Ahmad). 20مثبت بود ( HIVدرافراد
براي جداسازي  Seminested PCRاز روش 2002درسال 

كه اين  سرم بيماران استفاده كردند زا ازكانديداهاي بيماري
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آزمون داراي ويژگي و حساسيت بالايي بوده اما داراي دو 
 همكاران در و Daviesبررسي  باشد. درمي PCRمرحله 

از محيط كروم آگاركانديدا براي جداسازي اين  2002سال 
 درصد 5 آنها ميزان دابلينينسيس را ونه استفاده شد ودوگ

گزارش كردند و افزايش درصد اين گونه را به افزايش استفاده 
 Suhailدرمطالعه ).21ازداروهاي تري آزولي نسبت دادند (

Ahmad  از روش  2012سال  و همكاران درDuplex-

PCR و از پرايمرهاي اختصاصي CALF,CALR, 

CDUF,CDUR  داسازي دوگونه مذبور استفاده براي ج
گرديد كه مطالعه حاضر نيز مطابق با همين روش انجام گرفت. 

ايزوله كانديدا  14نمونه كلينيكي، تعداد  239مجموع  آنها از
ايزوله كانديدا دابلينينسيس را شناسايي  50آلبيكنس و 

 2015سال  همكاران در اي كه پاكشير ودر مطالعه ).6كردند(
سويه كانديدا كه از  97نجام دادند از تعداد در شيراز ا

دست آمده بود يك سويه كانديدا ه اونيكومايكوزيس ب
 .)22مورد كانديدا آلبيكنس گزارش كردند( 23 دابلينينسيس و

روي بيماران  اي كه برهمكاران درمطالعه سلطنت پوري و
آنزيم  با و  PCR-PFLPاستفاده از تكنيك سرطاني با

BLN1 كانديدا دابلينينسيس را از كانديدا ،ندانجام داد
از  درصد 62آلبيكنس جداسازي نمودندكه در اين مطالعه 

ها آلبيكنس و فقط يك سويه دابلينينسيس جداسازي سويه
مطالعات گذشته نشان دهنده تفاوت ميزان شيوع  .)23شد(

نيز  مناطق مختلف جغرافيايي بوده و كانديدا دابلينينسيس در
گيري انجام شده ميزان متفاوتي لينيكي كه نمونهبسته به محل ك

طوري كه در  همان شود.از كانديدادابلينينسيس يافت مي
 هاي باليني كه دردرصد از نمونه 94كنيم مشاهده مي 1جدول 

اي اند داراي بيماري زمينهاين طرح مورد مطالعه قرارگرفته
يابت خصوص ده مستعدكننده براي عفونت كانديدايي بودند، ب

گيرد از افراد مورد مطالعه را در بر مي درصد 4/73كه به تنهايي 
 بالاي اين بيماري در و اين نشان دهنده اهميت و شيوع بسيار

جامعه بوده و اهميت آن درتضعيف سيستم ايمني و مستعد 
مطالعه  باشد. درهاي كانديدايي ميشدن افراد در برابر عفونت

 49زنان گرفته شده بود و ) از درصد 51نمونه ( 51حاضر
) از مردان كه اين نشان دهنده عدم تاثير درصد 49نمونه(

هاي كانديدايي مختلف با جنسيت در درگيري به عفونت
و همكاران با استفاده  Robertباشد. داشتن عامل زمينه اي مي

 MALDI-TOF-MS )matrix-assistedاز روش 

laser desorption ionization–time-of-flight 
mass spectrometry و فرميك اسيد مستقيم، دو گونه (

) كه از معايب 24( كنس و دابلينينسيس را تفكيك كردنآلبي
هاي بالا و عدم وجود اين توان به هزينهروش مذكور مي

دستگاه و مواد و تجهيزات مربوط به آن در ايران اشاره نمود. 
Pfaller عامل  2004- 2008هاي و همكاران، در خلال سال

موارد بيماري كانديديازيس مهاجم را كانديدا  درصد 5/1
كه در مطالعه ) در حالي25دابلينينسيس گزارش كردند (

حاضر، كانديدا دابلينينسيس جداسازي نشد. در مطالعه بديعي و 
عوامل ايجاد كننده كانديديازيس در  درصد 4)، 26همكاران (

لينينسيس بود كه بر افراد با ضعف سيستم ايمني كانديدا داب
هاي هاي دابلينينسيس به آنتي فانگالخلاف انتظار، كليه جدايه

نيستاتين، وريكونازول، فلوكونازول و آمفوتريسين حساس 
بودند. مشابه با ساير مطالعات انجام شده در اين زمينه، مطالعه 
حاضر نشان داد كه گونه دابلينينسيس در ايران نيز نادر بوده و 

  باشد.مي درصد 3صفر تا اواني داراي فر
  

  نتيجه گيري 
روشي سريع براي تشخيص  Duplex PCRروش

باشد كه در اين روش هاي كانديدا ميتمايز دقيق گونه و
هاي اوليه فنوتيپيك مانند توليد لوله زايا، احتياجي به تست

هاي بيوشيميايي نبوده و براي كلاميدوكونيديا و سايرتست
يني كه منابع و زمان محدودي براي هاي بالآزمايشگاه

هاي سنتي تواند جايگزين روشگويي به بيمار دارند، ميپاسخ
ترين عامل گردد. در مطالعه حاضر ديابت به عنوان مهم

هاي كانديدايي تشخيص مستعدكننده جهت ابتلا به عفونت
هاي داده شد. از طرفي به علت پراكندگي متفاوت گونه
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تلف جغرافيايي و با توجه به مقاومت اين كانديدا در مناطق مخ
هاي ها به داروهاي آزولي معمول، لازم است با روشگونه

ه هاي مذكور باختصاصي و دقيق نسبت به شناسايي استرين
  ويژه در بيماران ديابتيك اقدام گردد. 

  
  قدرداني و تشكر

تحقيق حاضر حاصل از طرح تحقيقاتي دانشجوي 
 394793سي پزشكي به شماره كارشناسي ارشد قارچ شنا

باشد. از كليه مصوب در دانشگاه علوم پزشكي اصفهان مي
پرسنل محترم گروه انگل و قارچ شناسي كه صميمانه و با صبر 

  وحوصله ما را ياري رساندند كمال تشكر و قدرداني را داريم. 
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