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  چكيده

طور ه عفونت ب در برابرميزبان  ريپايداها در جائي كه  قارچ گروهاين . كند زندگي ميدر دستگاه گوارش بيشتر آلبيكنس همزيست اختياري انسان بوده كه  كانديدا: مقدمه

به آلبيكنس به عنوان دومين عامل مسبب اين عفونت  ولي كانديدا هستندها  واژينيت  ترين عامل ايجاد كننده ها شايع باكتري. شود موضعي يا سيستمي كاهش يابد بيماريزا مي

   .است النيواژ    ارچيقهاي  عفونت درصد   70-90مسئول     آلبيكنس كانديدا  گونه. آيد شمار مي

    RAPD-PCRواژينيت با استفاده از روش  دچارآلبيكنس جداشده از زنان  مورفيسم ژنومي كانديدا مطالعه پلي پژوهش  :هدف

نمونه واژينال از  30 دهدربرگيرننمونه  60در اين تحقيق . شدو اجرا  نمودارسازيتحليلي  _كه به روش توصيفي اي بود دورهاي  مطالعه تحقيقاين  :ها روش و مواد

   بر هاي مختلف گونه مخمرهاي ازاستريل  لوپ از با استفاده. آوري شد گردنمونه از بيمارستان زنان كرمان توسط پزشك متخصص زنان و زايمان  30و   تهران بيمارستان شريعتي 

-RAPD روش بههاي آلبيكنس  تايپينگ جدايه وبا اشكال باليني  ويژههاي  گونهي ارتباط  ها و مطالعه افتراق زيرگونه .شد آگار كانديدا كشت داده كروم افتراقي كشت محيط

PCR  انجام شد.  

نتايج كشت و  پايهدر اين مطالعه بر . شود ديده ميمحسوسي    طور   به   نيز جهان   در بلكه ايران   مختلف   نقاط   در تنها    نه   داروها   به    مقاوم   و   آلبيكنس  غير   هاي   گونه   افزايش :نتايج

در . كلاستر قرار گرفتند 14 هايي داشتند و در ها و تفاوت از نظر ژنتيكي شباهت ولوواژينيت كانديدايي از دو استان كرمان و تهران بودند كه   نفر آلوده به  60آزمايش مستقيم 

  .داردها  ومي سويهكه نشان از شباهت ژن شتهاي تكراري وجود دا ها سويه كلاستربرخي 

 Pulsed fieldاي روش ژل الكتروفورز ميدان ضربه   بكارگيري هاي باليني كانديدا البيكنس وجود دارد كه انواع جدايه براي نگاري ژنومي چندين روش انگشت :يريگ جهيتن

gel electrophoresis   ،ر اساسهاي انگشت نگاري ب روش و هاي انگشت نگاري بر اساس ريبوتايپينگ روش PCR سودمند است  شيوع و مطالعات اپيدميولوژيارزيابي   براي.  

  

  واژينيت/  آلبيكانس كانديدا/  RAPD –( PCR(چند شكلي قطعات دي ان اي حاصل از تكثير تصادفي /  فيسم رمو پلي :ها واژهكليد 

  1-10 :صفحات ،108 شماره ،هفت و بيست دوره گيلان، پزشكي علوم دانشگاه لهمجـــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــ 

  

  مقدمه
 در فرصت طلب قارچي هاي بيماري در شايع مخمر ،كانديدا

 و پوست سطح بر به فراواني ،همچنين و ست دنيا سراسر

 فلور ياعضا زا كانديدا. شود مي كلونيزه مخاطي غشاهاي

 كه ميزان همان به و است وعو مدف نرمال پوست، دهان، واژن

 بر ويژه به طبيعت در وهم هست  فرصت طلب است پاتوژن

ها  تجويز استروئيد  .وجود دارد خاك و گياهان، آب برگ روي

بهم خوردن وضعيت . شود افزايش جمعيت كانديدا مي سبب

  اندوكرين  مانند پيري، حاملگي، اختلال  و پاتولوژي  فيزيولوژي

وريدي، اعتياد به    جراحي، چاقي، تزريق  ، چون ديابت، تروما

ژنتيكي،   مواد مخدر، آويتامينوز، عوامل ايمونوساپرسيو، اختلال

كننده بيماري  ها از عوامل مستعد ايمني وسيتوكاين هاي كاستي

  ).1(روند بشمار مي

  درصد    5- 15و    بوده   شايع   عامل   دومين    تاگلابرا   كانديداقارچ 

  : شامل   كانديدا   ديگر   هاي گونه   ،گيرد در برمي   را   بيماري   موارد 

  و   تروپيكاليس  كانديدا   اي، كروزه  كانديدا   گلابراتا، كانديدا 

را    آلبيكنس  غير   هاي  گونه   كه    هستند   پاراپسيلوزيس كانديدا 

 ولوواژينيت   شدن   مزمن   و   عود   دلايل   از   .دهند مي   تشكيل 

  هاي داروي   به   شدن   مقاوم   و   نادرست  درمان      كانديدايي

كانديدايي گياهان در درمان واژينيت  فعاليت ضد   . است آزولي 

گياه تاجريزي    بر 1988همكاران در سال  گيرون و توسط

با نيستاتين در درمان  سنجشنشان داد كه اين گياه در 

  ). 2(است موثرتر بوده واژينيت كانديدايي

هاي زنان به شمار  ترين عفونت واژينيت يكي از شايعوولو

طبيعي، احساس  غير تراوشبا  اي  بيماري آزار دهنده كهرود  مي

فرم شايع . استلو، واژن يا هر دو ناراحتي در ناحيه و

ها در زنان شامل واژينيت باكتريايي، واژينيت  واژينيت

  .)4و3( باشد مي انديداييتريكومونايي و واژينيت ك

 است كه در برخي ولوواژينيت كانديدايي، آناز انواع مهم 

 .آيد به شمار ميواژينيت عفوني  نخستين سببكشورها 

ها نفر  جهاني است وميليون يمعضل   كانديداييولوواژينيت 
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اين بيماري توسط رشد  .هستنداين آلودگي قارچي  دچار

تگاه تناسلي زنان ايجاد موكوس دس طبيعي مخمرها در غير

هاي اخير افزايش پيدا  در سال چشمگيرشود و به طور  مي

طبيعي واژن، به  بيماري با ترشحات غير ).5-7( است كرده

يا آبكي، غشاء كاذب سفيد خاكستري در   صورت دلمه سفت 

ضايعه . سوزش همراه است خارش و و سطح مخاط واژن

يا  اريتم خفيف  ممكن است به صورت واكنش اگزمايي، با

 و اي، ديزوري واژن، ضايعات ماهواره و شديد، ادم ولو

 1387همكاران در سال  پور و بنياد .)9و8(شود ديسپاروني ديده

 كانديداييشيراز از محصول گياه گلپوره در درمان واژينيت  در

خواص ضد قارچي    استفاده كردند و نشان دادند كه عصاره آن

   .)10(دارد

با تضعيف شده  پيوستن توان in vivoاخير هاي  موتان

قدرت اتصال  دهنده آن است نشان كه. دارند   كمتر هپاتوژنيسيت

فاكتورهاي مختلف  به بافت به شرايط محيطي مؤثر بر قارچ و

سطح قارچ، محيط كشت وشرايط   ميزبان مانند هيدروفوبيت

با اتصال . رشد، سطح ايمني وهورموني ميزبان بستگي دارد

پروسه عفونت  ،هاي ميزبان و كلونيزاسيون آن چ به بافتقار

گيري از براي پيش  ها اساس بسياري از تلاش. شود آغاز مي

هاي  گسترش عفونت، جلوگيري از اتصال قارچ به بافت

هاي سطحي قارچ كه در پروسه اتصال  ملكول  از. ميزبان است

 يژهوبه (ها  توان به مانان، مانوپروتئين گير هستند مي در

 هايفي آلبيكنسفرم  .و كيتين اشاره كرد) پروتئيني آن نيمه

تليال انساني  هاي اپي توانايي شديدي براي اتصال به سلول 

اين اتصال ممكن است پروتئين سطحي ديواره  ميانجي. دارد

سطح جرم تيوب و هايفا   باشد كه تنها بر) HWP1(هايفا 

  .)11-14(شود ديده مي

 پايهبر  و تكثير RAPD له پرايمرهايكه بوسي هايي از بخش

عنوان نشانگرهاي ژنتيكي ه ب   توان يابند مي مندل تفرق مي

دماي  ، به دليل طول كوتاه  RAPDپرايمرهاي  .استفاده كرد

درجه  36براي اين پرايمرها معمولا دماي  دارنداتصال پاييني 

رود، دماهاي بالاتر سبب كاهش  دماي اتصال به كار مي در

برخي موارد باندهاي  .دشو تكثير شده مي هاي بخشن ميزا

اين امر . دارندمتفاوتي  روشنيRAPD روش كثير شده در ت

يا ناشي از   تواند به دليل تفاوت در تعداد الگوي باندها  مي

 .هموزيگوت يا هتروزيگوت بودن در لوكوس مورد نظر باشد

ي هايي كه بر رو فرض بر آن است كه باند RAPD در تكنيك

و از يك  داشته همولوژي  ژل در كنار يكديگر قرار دارند 

توان توسط  اين مشكل را مي. لوكوس خاص باشند

هاي  بردن به ويژگي تر تفكيك قطعات و پي هاي دقيق سيستم

گذاري  هلكژنتيكي و تركيبي از   آناليز راههر محصول از 

دليل  ).15( دكرسادرن و مطالعات هضم آنزيمي برطرف 

توان  شود را مي ده ميدي RAPD ورفيسمي كه در تكنيكم پلي

يا   )اي هاي نقطه جهش(تفاوت در محل اتصال پرايمرها   به

هدف  ).16(يافته نسبت داد بازآرايي در داخل قطعات تكثير

آلبيكنس جداشده  مورفيسم ژنومي كانديدا مطالعه پلي ما تحقيق

  .بود RAPD-PCRروش  بهواژينيت  دچاراز زنان 

  

  ها واد و روشم

اين تحقيق : هاي باليني آوري نمونه گردنوع مطالعه و 

كه به روش توصيفي تحليلي طراحي و  بوداي مقطعي  مطالعه

   سفيد    ترشح   با  متاهل   زن  100در اين تحقيق از  .شداجرا 

كانديدائي    واژينيت  به   مشكوك    بالينينظر    از  و   واژينال    پنيري

سوآپ    بودند، با شده   معاينه     متخصص    وسط پزشكت  كه 

و در لوله استريل محتوي سرم   شدبرداري  نمونه  استريل   

تشخيص    برايو شد فيزيولوژي حاوي كلرامفنيكل قرار داده 

ايجاد   سرم،   محيط    در   تيوب  جرم   توليد  روش    از  ها   گونه  

ايجاد    آگار و  ميل   كورن    كشت  يط مح       بر   كلاميدوكنيدي

استفاده    آگار كانديدا  كروم   كشت   محيط    بر    رنگي  هاي  كلني  

آلبيكنس    كانديدا  سويه استاندارد   از    ،همچنين. شد  

 ATCC14053   در    مخمرها    .شد     به عنوان كنترل مثبت استفاده

   در   شد و داده  كشت  آگار   روز دكست  سابورو    كشت  محيط   

نگهداري   آزمايش   زمان   تا    سانتيگراد  درجه  4   دماي   در   يخچال 

     . شدند  

واژينال از افراد  جدايه 30 شامل  ايزوله 60 ،پژوهشدر اين  

 30و ) تهران( مراجعه كننده به درمانگاه بيمارستان شريعتي

مان توسط پزشك متخصص زنان از بيمارستان زنان كر جدايه

با بررسي متون و مطالعات انجام . آوري شد و زايمان جمع

شده در گذشته و همچنين تعيين ميانگين شيوع و قرار دادن 

  . حجم نمونه محاسبه شد   آن در فرمول كوكران
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هـاي   گونه مخمرهاي از كمي مقدار استريل، لوپ از با استفاده

ــف ــر مختل ــيط   ب ــت مح ــي كش ــروم افتراق ــار  ك آگ

 .شد كشت داده CHROMagar Company, Franceاكانديد

 37بـا دمـاي    انكوبـاتور  درون  شـده  تلقـيح  كشـت  هاي محيط

 سـاعت،  48 گذشت  از بعد و شد گراد نگهداري درجه سانتي

 پيگمان توليد رنگ و   مورفولوژي نظر از شده ظاهر هاي كلني

 جـدا  هاي ايزوله   بر آزمون اين. گرفتند قرار بررسي مورد شده

از ايـن رو در ايـن    .شـد  انجـام  نيز واژنيت هاي نمونه از شده

و  )ولـوو واژنيـت كانديـدايي   ( VVCمطالعه به ميـزان شـيوع   

هــاي كانديــداي درگيــر در افـراد مشــكوك بــه بيمــاري   گونـه 

  . پرداخته شد

 هاي عفونت در كانديدا جداسازي و كشت برايمحيط رايج 

 براي. است SDAوزآگار دكستر مخاطي سابرو_جلدي

 ساپروفيت، بهتر هاي قارچ يا ميكروبي آلودگي از جلوگيري

 بيوتيك كلرامفنيكل، جنتامايسين يا ها آنتي نمونه به است

 برخي چون، افزوده شود سيكلوهگزاميد تتراسايكلين و

 است هستند، بهتر حساس سيكلوهگزاميد به كانديدا هاي گونه

 ند ووش كشت وهگزاميد همسيكل بدون محيط در ها نمونه

روز  3-2مدت  بهگراد  درجه سانتي 28-37ها در دماي  محيط

  . )17(نددنگهداري ش

 برپايه  DNA استخراج    : PCR  و انجام  DNA استخراج 

  مخلوط تركيب.   شدكيت تجاري سيناژن انجام  كار دستور

 7/12مقطر  آب : شامل  PCRواكنش برايمورد استفاده 

 MgCl2ميكروليتر، 10X. PCR buffer   2  ، ميكروليتر

1.5mM     5/0   ،ميكروليتر) dNTP mix   (5Mm    5/0 

 5/0كدام  مورد استفاده هر   µM 0.5  ميكروليتر، پرايمرهاي  

 و ميكروليتر 2.5unit    Taq polymerase     3/0 ميكروليتر، آنزيم 

روليتر تهيه ميك 20ميكروليتر در حجم نهايي  DNA  3 نمونه 

 كانديدا آلبيكنسآزمايش در ايزوله  برايپرايمر مورد نظر . شد

بعنوان مسئول انتقال  sap4ژن .آورده شده است 1جدول در 

كه در پاتوژنز اين قارچ  استهاي هيف  قارچ و توليد لوله

  .بسيار اهميت دارد

  

  )18(آلبيكنس كانديدا هاي هاي نوكلئوتيدي پرايمر جهت شناسايي در ايزوله توالي .1جدول 
Oligonucleotide Sequence ( 5´- 3´)  Primer  

 

F: CAATTTAACTGCAACAGGTCCTCTT    

R: AGATATTGAGCCCACAGAAATTCC 

Probe: TGCCCACATCATTTCTACCAGTATCGTCG 

 
 

Sap4 

  

سويه جدا  60بين  DNAمورفيسم  بررسي الگوي پلي براي

ه قارچ در محيط كشت هاي ايزول سويه ، كانديداشده قارچ 

CSDA استخراج  براي. روز كشت شدند 7به مدتDNA   به

. استخراجي تعيين شد DNAكيفيت و كميت  ، روش دلاپورتا

خالص بوده  كمابيشاستخراجي  DNAها نشان داد كه  بررسي

 براي. شتندندا DNA و نيازي به پروتئيناز در جريان استخراج 

هاي مختلف  به آزمونبا توجه  RAPDسازي شرايط  بهينه

سازي  ميكروليتري بهينه 50هاي  انجام واكنش در حجم   شرايط

پذيري واكنش  سازي شده موجب تكرار اين شرايط بهينه. شد

، دما، زمان  RAPDهاي  گر سازي واكنش پس از آماده. شود مي

در دستگاه ترموسايكلر تنظيم  PCRانجام  برايبرنامه لازم  و

مورفيسم  بررسي الگوي پلي برايكنش وا پايانپس از . شد

DNA هاي  فراورده همهها  بين سويهPCR  2 ژل آگارز  بر 

آميزي با اتيديوم برومايد  از رنگ پسو  شد الكتروفورز درصد

 بازير نور ماوراي بنفش   زدايي از ژل با آب مقطر،  و رنگ

  .برداري شد دوربين مخصوص عكس

كه بررسي  تاس الكتروفورز روشي:  PCRمحصولات 

يا  وجود  و كمي طور كيفي يا نيمهه را ب PCRمحصولات 

در اين مطالعه از . دكن مي   ارزيابي مقدار توليد محصول را 

آميزي با اتيديوم برومايد  ژل آگارز و رنگ  الكتروفورز بر

الكتروفورز، تصويربرداري و  گامپس از پايان . شداستفاده 

  .انجام شد  UV Transilluminator  در دستگاهقرائت 

پس از تهيه تصاوير ژل با استفاده از دستگاه : آماري واكاوي

Gel documentation ها، الگوي باندي و اسكن تصاوير آن
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   و   صورت جداگانه رسم  ها، براي هر آغازگر به تمام جمعيت

ي  در محدوده DNAباندهاي    امتيازدهي بر اساس حضور

ترتيب كه در هر  بدين. نجام شدا bp 1700تا  bp 450باندي 

جمعيت در صورت حضور باند، امتياز يك و در صورت 

باند، امتياز صفر داده شد و ماتريس صفر و يك تشكيل  نبودن

، Excelافزار  از تشكيل ماتريس صفر و يك در نرم پس. شد

نسخه  PoPGeneو  4/6نسخه  genAlexافزار  داده به نرم

بدست  WARDاي به روش  همنتقل شد و تجزيه خوش 32/1

 بايك باند وجود  (Notepad)برنامه در جدول تهيه با. آمد

 وجود عدم و 1باعدد  باز كيلو) 3000تا  50از(سايز مشخص 

 برنامه جداول در اعداد اين. شد مشخص صفر عدد با باند

Notepad  افزاري نرم برنامه وتوسط قرارگرفته NTSYS    

براي تجزيه . شد تهيه دوگرامدن شباهت براساس 0/12ورژن 

از ميزان حركت نسبي  RAPDو تحليل آماري محصولات 

ها با دقت  ميزان حركت هر يك از نوار. ها استفاده شد نوار

اساس وجود يا عدم وجود هر   بر. ميلي متر سنجيده شد 20/1

به ترتيب عدد يك يا صفر به آن  PCRنوار از محصولات 

جدول ماتريس صفر و يك رسم نسبت داده و به اين ترتيب 

  شد

تجزيه واريانس :  )AMOVA(تجزيه واريانس مولكولي 

هاي ماركرهاي  براي داده بيشترروشي است كه  )19( مولكولي

افراد، واريانس بين    كه با استفاده از فاصلهرود  ميغالب بكار 

. كند هاي از پيش تعيين شده را محاسبه مي گروه و درون

AMOVA راي اجزاي مختلف را فراهم آزمون ب، امكان يك

كار، مجذور فاصله اقليدوسي  اصولأ براي اين . )20(  كند مي

استفاده از  شود، ولي نتايج خيلي مشابهي با ترجيح داده مي

  . )21( است دست آمدهبضرايب تشابه جاكارد 

پروپوزال اين تحقيق مورد تاييد دانشگاه : ملاحظات اخلاقي

نامه  با كد پايان كذر استان يزدآزاد اسلامي واحد اش

 لازم به يادآوري است كه در.  قرار گرفت 38630507951004

 هاي بر اساس دستورالعمل  اين پژوهش استفاده از بيماران 

در  ،همچنين.  توسط متخصص زنان بود فرامرزي استاندارد

  . قوانين و مقررات اخلاقي رعايت شد تحقيق  تمام مراحل 

  

  

  نتايج

 در فرصت طلب قارچي هاي بيماري در شايع مخمر ،كانديدا

 غشاهاي و پوست سطح روي به فراواني و ست  دنيا سراسر

 واژينيت دچارميانگين سني افراد . شود مي كلونيزه مخاطي
 30(نمونه  60 ، نمونه 100از . بود  29 ± 35سن  كانديدايي

 بيكنسكانديدا آل  از نظر ) نمونه از كرمان 30ه از تهران و نمون

 ايزوله از نظر وجود جرم تيوب 60اين . مثبت شناسايي شدند

در محيط كروم آگار  و توليد كلاميديوسپور مثبت بودند و

  .ديده شدندبه رنگ سبز روشن  ها كلنيا كانديد

باندها والگوهاي :  هاي باينري از ژل الكتروفورز دادهنتايج 

-RAPDهاي نگاري مولكولي واكنش انگشت از بدست آمده

PCR در جدول تهيه با .شد واكاوي يچشم نخست 

تا  50از(سايز مشخص  بايك باند وجود  (Notepad)برنامه

 مشخص صفر عدد با باند نبود و 1عدد  با باز كيلو ) 3000

 با شد داده قرار Notepad برنامههاي  ول جد در اعداد اين. شد

 شباهت براساس 0/12ورژن   NTSYS افزاري نرم برنامه

براي تجزيه و تحليل آماري محصولات . شد تهيه دوگرامدن

RAPD  ،ميزان . ها استفاده شد از ميزان حركت نسبي نوار

. متر سنجيده شد ميلي 20/1ها با دقت  حركت هر يك از نوار

به  PCRاساس وجود يا عدم وجود هر نوار از محصولات  بر

 يبترتيب عدد يك يا صفر به آن نسبت داده و به اين ترت

  . )2و1 شكل( جدول ماتريس صفر و يك رسم شد

اساس ماتريس صفر و يك تعداد كل الگوهاي چند شكلي  بر

DNA  محصولاتRAPD  سويه 60حاصل از آغازگر براي 

استفاده از جدول با . نوار بدست آمد 60  روي هم رفته كانديدا

به  SPSSنامه اي با بر تجزيه خوشه ،ماتريس صفر و يك

اي بر اساس الگوي چند  تجزيه خوشه هاي مختلف روش

طور جداگانه براي هر  ، به RAPDي محصولات  DNAشكلي 

ها نشان  بررسي. آغازگر و نيز حالت تركيبي آنها انجام گرفت

به دست    تري منطقي و مطمئن نتايج UPGMA روش   داد 

ژنتيكي  دوري و نزديكي  پايهبر اين   بنابراين،دهد و  مي

  .شدها بررسي  سويه
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آميزي شده با اتيديوم  بر روي ژل آگارز و رنگRAPD با استفاده از پرايمر  هاي كانديدا آلبيكنس سويهRAPD_PCR الگوي باندي حاصل از   .1شكل 

 24تا  13هاي  ستون  /,)قطرآب م(كنترل منفي : - ) sap4كانديدا آلبيكنس حاوي ژن(  كنترل مثبت+:  100bp) ,؛(ماركر : M: به ترتيب از سمت چپ. برمايد

  هاي كانديداآلبيكنس سويهRAPD_ PCR محصولات 
  

  
  

آميزي شده با اتيديوم  بر روي ژل آگارز و رنگRAPD با استفاده از پرايمر كانديدا آلبيكنس هاي  سويهRAPD_PCR الگوي باندي حاصل از  .2شكل 

 36تا   25هاي  ستون, )آب مقطر(كنترل منفي : -. ) sap4كانديدا آلبيكنس حاوي ژن( مثبت كنترل +: ,)100bp(ماركر: M: به ترتيب از سمت چپ.  برمايد

  هاي كانديداآلبيكنس سويهRAPD_ PCR   محصولات

  

 يكي از انواع :  RAPD-PCRآناليز دندوگرام در روش

 PCR  روش RAPD است و در مواردي كه اطلاعات

ارگانيسم ويك ميكر DNA هاي  محدودي در مورد توالي باز

در مورد توالي  چون. اي دارد كاربرد ويژه است،در اختيار 

زيادي در دست  هاي داده ا آلبيكنسكانديد DNA هاي  باز

تواند  مي DNAمورفيسم  ، اين روش براي بررسي پلينيست

را RAPD چند مطالعات مختلف روش  هر .سودمند باشد

هاي قارچي معرفي  براي تشخيص گونه سبروشي منا
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تشخيص  بكار رفته واند، اما امروزه اين روش كمتر  ودهنم

هاي مبتني  با روش و بيشترهاي مولكولي  گونه با ساير روش

  .شود بر تعيين توالي نوكلئوتيدي يك يا چند ژن انجام مي

 آنتحليل و مراتبي   بندي سلسله خوشه و آمار، در داده كاوي

له سلس كه هدف آن ساخت يك است بندي يك روش خوشه

  سلسله بندي خوشه هاي روش .باشد ها مي از خوشه مراتب

 :شوند مي تقسيم دسته دو به مراتبي

با شروع از : باشد مي» پايين به بالا«رويكرد اين دسته   :تجمعي

پايين، در هر مرحله دو خوشه با يكديگر تجميع شده و يك 

هاي  هاي جديد در سطح خوشه. دهند خوشه جديد تشكيل مي

 .شود قرار گرفته و اين روند تكرار ميبالاتر 

با شروع : باشد مي» بالا به پايين«رويكرد اين دسته   :اي تجزيه

هاي كوچكتري  از بالا، در هر مرحله يك خوشه به خوشه

 .گيرند تر قرار مي شود كه در سطح پايين تجزيه مي

ها را نمايش  بندي از داده مراتب يك دسته  هر سطح از سلسله

هر كدام از . توان به شكل يك درخت نگاه كرد ه ميدهد ك مي

باشند و  هاي درخت نشان دهنده يك مشاهده اوليه مي برگ

 نتايج يك. ي تمام مشاهدات است ريشه درخت مجموعه

دندروگرام  يك شكل به عموماً مراتبي  سلسله بندي خوشه

اي از پردازش  كلاستر يا رايانش خوشه. شوند نمايش داده مي

. شود ها در كامپيوترهاي مستقل ديده مي توزيع داده موازي و

كلاسترها دو دسته اصلي دارند كه گروه اول با كارايي بالا و 

كلاستر  14نتايج آزمايش در . با دسترسي بالا هستند   گروه دوم

   )1 جدول( .صورت زير قابل مشاهده و بررسي استه ب

   )60و18،19(شامل نمونه  :1 كلاستر

   ) 59و52،57(هاي  امل نمونهش :2كلاستر 

   )56و28،26،10(  شامل نمونه :3كلاستر 

   )53و48،40،39،16( ي شامل نمونه :4كلاستر 

   )37و26،20،15،34(  شامل نمونه :5 كلاستر

   )44و35،17،14،42،43(  شامل نمونه :6 كلاستر

   )46و45،30( هاي شامل نمونه :7 كلاستر

    )41و8،11( هاي شامل نمونه :8تر كلاس

    )38و27،31،33،32،36( هاي شامل نمونه :9كلاستر 

    )7و3،4( شامل نمونه :10كلاستر 

    )24و 5،6،12( هاي شامل نمونه :11كلاستر 

    )58و2،54،55(  هاي نمونه  شامل :12كلاستر 

   )23و13(هاي شامل نمونه :13كلاستر 

  .بود) 51و1،9،21،49،50( هاي شامل نمونه :14 كلاستر
  

 RAPD_PCRبندي آنها بر اساس روش  و گروه آلبيكنس كانديداهاي  مشخصات ايزوله .1جدول 

  شماره سويه
گروه 

  كلاستر
  شماره سويه

گروه 

  كلاستر
  شماره سويه

گروه 

  كلاستر
  شماره سويه

گروه 

  كلاستر
  شماره سويه

گروه 

  كلاستر

1  14  13  13  25  11  37  5  49  14  

2  12  14  6  26  5  38  9  50  14  

3  10  15  5  27  9  39  4  51  14  

4  10  16  4  28  3  40  4  52  2  

5  11  17  6  29  3  41  8  53  4  

6  11  18  1  30  7  42  6  54  12  

7  10  19  1  31  9  43  6  55  12  

8  8  20  5  32  9  44  6  56  3  

9  14  21  14  33  9  45  7  57  2  

10  3  22  11  34  5  46  7  58  12  

11  8  23  13  35  6  47  11  59  2  

12  11  24  11  36  9  48  4  60  1  
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  گيري نتيجهو  بحث

مخمرها و شبه مخمرها بر روي پوست، مخاط دهان، لوله 

انسانها  درصد 40-80تناسلي _ گوارشي و مجاري ادراري

بصورت همزيست حضور داشته و انسان همواره در معرض 

بدنبال برهم خوردن تعادل فلور . هاي زنده قرار دارد اين قارچ

ها  شاهد بيماريزايي قارچتلف نرمال بدن توسط عوامل مخ

 .گذارد بوده كه اثرات منفي مهمي بر كيفيت زندگي افراد مي

بيشترين عفونت سيستميك ايجاد شده با عامل مخمري، 

باشد كه در رده چهارم عفونتهاي خون كسب  كانديدمي مي

شده از بيمارستان در امريكا و با همين گرايش در تمام دنيا 

تماعي بالايي دارد و برخلاف باشد و تاثيرات اج مي

پيشرفتهايي كه در درمان صورت گرفته و توسعه داروهاي 

آن به بيش قارچي و دسترسي بيشتر به داروها، مرگ و مير  ضد

  . )22( رسد مي درصد  30از 

 زنان،  تناسلي دستگاه عفونت ترين شايعواژينال   كانديدياز

طبيعي  غيررشد  باولوواژينيت كانديدايي . شود مي گزارش

و  شدهايجاد  زناندر موكوس دستگاه تناسلي  كانديدا آلبيكنس

 .است هاي اخير افزايش پيدا كرده در سال چشمگيربه طور 

 كه است هايي مخمر حضور معضلات پزشكي، از يكي امروزه

 هاي عفونت ايجاد به منجر ساختارهاي بيوفيلمي تشكيل با

 انواع توسط شده جاداي هاي عفونت). 23(شوند مي بيمارستاني

 افراد  در قارچي هاي عفونت ترين شايع كانديديايي، هاي گونه

هاي  بخشاين بيماري در . هستنداعضا  پيوند كنندة دريافت

، پوست، ناخن، دهان، دستگاه تناسلي و مانندمختلف بدن 

هاي غالب  گونه ماسي ردر بر. شود ايجاد مي   هاي ديگر ارگان

فنوتيپي و ژنوتيپي در كانديدا آلبيكنس وش ر بهشناسايي شده 

هاي  يافتهبا  كه  گيرد دربرميهاي كانديدا را  ايزوله  كه  بود

Biernasiuk  شناسايي  بايستگي .مشابهت دارد 2014در سال

 رها بسيا ضدقارچ   هاي پاتوژن در درمان با و سريع گونه درست

  .استمهم و موثر 

Etminan  بررسي فراوانيبا  1387و همكاران در سال  

  مراكز و    زنان   هاي درمانگاه  به   مراجعان   در   كانديديايي   نيتيواژ 

 به را   كانديديايي   نيتيواژ   شيوع كهيزد    شهر   درماني   بهداشتي 

براساس  ما در مطالعه ).24( گزارش كردندرسيده  درصد6/26

ه عفونت نفر آلوده ب  60 از نتايج كشت و آزمايش مستقيم

 واز دو استان كرمان و تهران بودند  كه ولوواژينيت كانديدايي

 گروه 14هايي داشتند و در ها و تفاوت از نظر ژنتيكي شباهت

هاي تكراري  ها سويه بعضي از كلاستر. كلاستر قرار گرفتند

  .استها  سويه بين وجود دارد كه نشان از شباهت ژنومي

  Fata  درماني   آثاربررسي  با 1385و همكاران در سال  

  واژينيت درمان    در   ايوداين   پوويدون   و   نيستاتين   كلوتريمازول، 

  با   كننده  مراجعه   افراد      در كه كانديدائي، گزارش كردند 

  بودند   كانديدائي   نيتيواژ   دچار    درصد43    واژينيت،   هاي نشانه 

  قرار داشتند   گيسال    35    تا    25    سني   وهگر   در   آنان   بيشتر   كه 

هاي غالب شناسايي شده با  سي حاضر گونهردر بر  .)25(

وش فنوتيپي و ژنوتيپي در كانديدا آلبيكنس بوده كه ر

شود كه اين  هاي كانديدا را شامل مي هاي مذكور ايزوله گونه

  .مشابهت دارد 2014در سال  Biernasiukنتايج با 

Sampaio  با  2003خود در سال  پژوهشو همكاران در

مبتلايان به  مورفيسم به روش ميكروساتلايت در  مطالعه پلي

 44آلل و  CAI   26 كانديدا آلبيكنس با لوكوس   ولوواژينيت

اين لوكوس با موتاسيون  ،همچنين. كردندژنوتيپ شناسايي 

 در اين مطالعه عفونت ).27و26(ها ارتباط دارد گونه   در

 واز دو استان كرمان و تهران بودند  كه ولوواژينيت كانديدايي

 گروه 14 هايي داشتند در ها و تفاوت از نظر ژنتيكي شباهت

هاي تكراري  ها سويه بعضي از كلاستر. كلاستر قرار گرفتند

  .استها  سويه بين وجود دارد كه نشان از شباهت ژنومي

Hattori  ي تكرارشونده درها توالي   با بررسي 2009در سال 

با استفاده از پرايمرهاي اختصاصي  REPروش  هب كانديداها

alt پتانسيل   دند كه پرايمر و كرمطالعات ژنوتيپي، عنوان  در

و  كانديدا آلبيكنسشناسايي  دربيشتري  شتابو   بالاي

  .)28( دارندژنوتيپ آن 

Sabino    مورفيسم  بررسي پلي براي 2010و همكاران در سال

يت استفاده  آلبيكنس از روش ميكروساتل هاي كانديدا نهنمو

هاي  شناسايي و تفريق گونه تواناين روش  كهده و كر

 42تا  20از   نتايج . درا دارالبيكنس از پاراپسيلوزيس  كانديدا

 ).29( كردشناسايي را وتيپ ژن 92تا  39شده با  آلل بروز داده

از دو استان  كه ييدر اين مطالعه عفونت ولوواژينيت كانديدا

ها و  از نظر ژنتيكي شباهت وكرمان و تهران بودند 

بعضي از . كلاستر قرار گرفتند گروه 14هايي داشتند در تفاوت
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هاي تكراري وجود دارد كه نشان از شباهت  ها سويه كلاستر

  .استها  سويه بين ژنومي

Bonfim-Mendonca  با بررسي  2013و همكاران در سال

 11تا  10 نشان دادند RAPD-PCRلي به روش تايپينگ ملكو

هاي كانديدايي به  نمونه عوامل عفونت 39پروفايل مختلف از 

. وجود داردو پاراپسيلوزيس  آلبيكنس كانديداترتيب در 

به روش  HIS3 و  CDC3 استفاده از دو ماركر ،همچنين

  .نشان داددر هر دو ماركر  آلل مختلف  7  ،يت ميكروساتل

آناليز هم سرعت بالا و  هم  مزمان از هر دو روش استفاده ه

ها  خوب در بررسي ميزان توزيع و تنوع ژنوتيپي در بين نمونه

  .)30( دارد

Biernasiuk  با بررسي تنوع  2014و همكاران در سال

بيماران   بر  RAPD-PCRروش  هب آلبيكنس كانديداژنتيكي 

 آلبيكنس اكانديدهايي با مخمر  سرطان كه دچار عفونت دچار

 10از . دكردنژنوتيپ شناسايي  34، گونه 52   از   د،بودن شده

ها داراي بيش از  نمونه درصد85/53كلاستر مورد مقايسه 

هاي  گونه ماسي ردر بر ).31( ند قرابت ژنتيكي بود  درصد80

وش فنوتيپي و ژنوتيپي در كانديدا رغالب شناسايي شده با 

هاي كانديدا را شامل  ر ايزولههاي مذكو آلبيكنس بوده كه گونه

مشابهت  2014در سال  Biernasiukشود كه اين نتايج با  مي

  .دارد

  Forch  ها از اطلاعات  ترسيم دندروگرام براي  همكاران  و

PCR finger printing  وMultilocus Genotype  استفاده

هاي فنوتيپي و مولكولي  نتايج آزمون مادر مطالعه  .كردند

 .مطالعات مشابهت دارد ديگرداشت كه با نتايج  ابريبركاملا 

نفر   60در اين مطالعه براساس نتايج كشت و آزمايش مستقيم 

از دو استان كرمان  كه آلوده به عفونت ولوواژينيت كانديدايي

هايي  ها و تفاوت از نظر ژنتيكي شباهت وو تهران بودند 

ها  كلاستر برخي .كلاستر قرار گرفتند گروه 14 داشتند و در

 بين د كه نشان از شباهت ژنوميشتندا  هاي تكراري  سويه

  .داردها  سويه

مخمر كانديدا مورفيسم ژنومي  بررسي پلي بادر اين مطالعه  

واژينيت در دو منطقه  دچارزنان  يجدا شده از واژينا آلبيكنس

يك  با RAPD-PCR روش هجغرافيايي تهران و كرمان ب

 آنبعد مسافت و متغير گروه سني در پرايمر پرداخته شد كه 

گروه  14در  كانديدا آلبيكنسسويه  60   .تاثير بسزايي داشت

ژنومي قرار گرفتند كه برخي از آنها در چند گروه بودند كه 

اين . نشان از شباهت ژنوتيپي مخمرهاي مناطق مختلف دارد

زايي اين مخمر  تواند در انتقال و بيماري تنوع ژنتيكي مي

مورفيسم  بررسي پلي ،اي داشته باشد بنابراين نقش ويژه پاتوژن

شاخص ژنتيكي ارزشمندي در ارزيابي ساختار سويه  ،ژنوم

مطالعات ژنومي بيشتر با توجه به  واست  كانديدا آلبيكنس

   .بايسته استهاي اساسي بسيار  سنجش متغير
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Abstract 

Introduction: Candida albicans are human selective symbiosis, mainly located in the gastrointestinal tract. This group 

of fungi is pathogenic where host resistance reduces to local or systemic infection. Bacteria are the most common cause 

of vaginitis, but candida albicans are the second leading cause of such infections. Candida albicans are responsible for 

70-90% of the fungal infections in the vaginal area.  

objective: To study the genomic polymorphism of Candida albicans isolated from women with vaginitis using RAPD-

PCR method.  

Materials and Methods:This cross-sectional study was designed and implemented by descriptive-analytic method. In 

this research, 60 samples of 30 vaginal samples from Shariati Hospital (Tehran) and 30 samples from Kerman Women's 

Hospital were collected by gynecologist and obstetrician. Using a sterile loop, various species yeasts were cultured on a 

differential chromatographed medium of Candida agar. Differentiation of subspecies and study of the possible 

relationship between specific strains and clinical forms was done. Typing of Albicans isolates was also done using 

RAPD-PCR method with random primers. 

Results: Increased non-albicans and resistance to drugs not only in different parts of Iran but also in the world have 

been reported. In this study, based on the results of culture and direct experiment, 60 people were found to be infected 

with candida volvaginitis infection in two provinces of Kerman and Tehran, which were genetically similar and 

different in 14 clusters. Some clusters have repeated strains indicating similarity to genomic strains. 

Conclusion: There are several methods for genomic fingerprinting of different types of clinical isolates of candida 

albicans, using Pulsed Field Gel Electrophoresis (Pulsed Field Gel Electrophoresis) technique, fingerprinting methods 

based on ribotaiping, and fingerprinting methods based on PCR for epidemiological outbreaks are useful. 
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