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  مقدمه 

طلـب    فرصـت  يزا يماري ب يها      امروزه قارچ 

ان مـار ي در بيد کننـده زنـدگ  ي ـ تهديهـا   عفونت از جمله 

س آنهـا  أر مخمرها و در  .باشند مي يمنيستم اينقص س 

  هـستند کـه از     ييها ن قارچ يتر دا معمول ي کاند يها گونه

ــت ــا عفون ــسانيه ــدا ي ان ــ ).١(شــوند مــي ج ــم  يعل رغ

  و ي بهداشـت  يهـا  مراقبـت  نـه ي در زم  ادي ز يها شرفتيپ

ک يستميــس سيازيديــ، وقــوع کاندي درمــانيهــا روش

). ٢(ش اسـت  يه افـزا   رو ب ـ  يقابل تـوجه   طوره  مهاجم ب 

 اغلب به صورت    يدزيماران ا ي در ب  ي قارچ يها يماريب

د و از جملـه     نابي ميتظاهر   )۱(ي حلق يس دهان يازيديکاند

ــل ا ــده آنيعوام ــاد کنن ــارچ،ج ــه ق ــا  گون ــريه  ي مخم

ــکاند ــي ييداي ــا  م ــه ش ــد ک ــر عيباش ــا کانديت ــن آنه دا ي

هـاي   كانديديازيس دهـاني از عفونـت     .  است )۲(کنسيآلب

بيماران مبتلا به ويروس نقص سيستم ايمنـي  شايع در  

 درصد از ايـن بيمـاران در طـي     ۹۰است و در بيش از      

عفونت با اين ويروس و به ويژه در مراحل اوليـه قبـل         

ــده      ــدز دي ــاري اي ــشرفته بيم ــل پي ــان و مراح از درم

  ). ۳ـ ۵(شود مي

ه  ب ـ ي آزول ي عوامل ضد قارچ   به وسيله درمان  

ثر جهــت ؤ مــيکــارژه فلوکونــازول بــه عنــوان راهيــو

کـنس  يدا آلبي ـ از مخمـر کاند    ي ناش ـ يهـا  درمان عفونت 

ن ي ـ ا يـي  دارو يهـا   اما بـروز مقاومـت     ،شود مي يمعرف

ــا مــشکلات جــد   روبــرو ســاخته يروش درمــان را ب

 مقـاوم بـه عوامـل       يها  گونه يي لذا شناسا  ،)۶و ۷(است

ــارچ ــد ق ــد و يض ــان کارآم ــت درم ــوگ  جه  از يريجل

. باشـد  مـي  يرورار ض ـ يه داروها بـس   ي رو يمصرف ب 

هاي مولكـولي متفـاوتي در پيـدايش مقاومـت           مكانيسم

كانديدا آلبيكنس در برابـر فلوكونـازول شـناخته شـده         

 كـاهش انتقـال دارو   ؛ها شامل  كه اين مكانيسم  ،)۸(است

هاي مسير بيوسـنتز     به داخل سلول، تغييرات در آنزيم     

ــزيم هــدف  ــرات در آن هــاي  جهــش(ارگوســترول، تغيي

و افـزايش انتـشار    )  تغييـر ژن    و يش بيـان  اي، افزا  نقطه

هـاي انتـشار غــشايي     پمـپ بـه وسـيله  دارو بـه خـارج   

گيــري  يــك مكانيـسم مهــم كـه باعــث شـكل   . باشـد  مـي 

 كـاهش تجمـع داخـل سـلولي         ،شود ميمقاومت آزولي   

  CDRهـاي  ان ژني ـدارو است كه با بيـان و افـزايش ب  

 از .در ارتبـاط اسـت  ) داي کانديي مقاومت دارو  يها ژن(

 CDR2 و CDR1 شــناخته شــدهCDRهــاي  ميــان ژن

   ..)۹ـ۱۴(دنشو ميباعث مقاومت كانديدا به فلوكونازول 

ــزان   هــدف از انجــام ايــن مطالعــه بررســي مي

جدا شده از     ميهاي كانديدا آلبيكنس بو    مقاومت ايزوله 

 و  هـاي فنـوتيپي و ژنـوتيپي         بيماران ايـدزي بـا روش     

قـاوم بـا   هـاي م  در سـويه CDR2  تعيـين ژن مقاومـت  

  .بود )۳(مراز معكوس اي پلي روش واكنش زنجيره

  

  ها مواد و روش

 در دانـشگاه    ١٣٨٨  سالدر  اين مطالعه تجربي    

اجراي اين تحقيق به تصويب     . تربيت مدرس انجام شد   

كميته ايمني زيستي و اخلاق پزشـكي دانـشگاه تربيـت      

 ٦٦ نمونــه شــامل ٦٨در ايــن مطالعــه، . مـدرس رســيد 

کـنس اسـتاندارد    يدا آلب ي ـو دو گونـه کاند     باليني   زولهيا
                                                

1-Oropharyngeal Candidiasis (OPC) 
2-Candida albicans  
3-Reverse Transcription Polymerase Chain Reaction (RT-PCR) 

 



 کانديدا آلبيکنس   داروييژن مقاومت
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حساس و مقاوم به فلوكونـازول مـورد بررسـي قـرار       

 افـراد   يعات دهـان  ي که از ضا    باليني يها زولهيا. ندگرفت

و گونـه اسـتاندارد حـساس بـه       جدا شـده بـود       يدزيا

 از دانشكده دامپزشكي )١٠٢٣١ATCC ()۱(فلوكونازول 

  به فلوكونازولدانشگاه تهران و گونه استاندارد مقاوم     

)۷۶۶۱۵ATCC  (ي دانـشگاه شـانگها  يياز مرکز دارو 

  . ن تهيه گرديديچ

هـاي بـاليني بـر       هاي اسـتاندارد و سـويه      گونه

 گرم در ۶۵(روي محيط كشت سابورو دكستروز آگار 

 گـرم در     ميلي ۵۰(بيوتيك كلرامفنينكل    حاوي آنتي ) ليتر

اعت  س ۴۸كشت داده شد و به مدت       ) الكل تريل يلي م ۱۰

تـك  . قـرار گرفـت   گـراد    ي درجه سانت  ۳۰ر  در انكوباتو 

 حاصل از كـشت تـازه جهـت انجـام           ي مخمر يها كلني

هاي فنوتيپي و مولكـولي مـورد اسـتفاده قـرار            آزمون

ط کـروم  ي، کـشت در مح ـ يپي فنـوت يها از روش . گرفت

ن يچن ـ ا و هـم   ي ـجـاد لولـه زا    يش ا ي، آزما )۲(دايآگار کاند 

 يي بـه منظـور شناسـا      يدي ـدوکونيد کلام يش تول يآزما

آزمايش تعيـين حـساسيت بـه     .ديها استفاده گرد   نمونه

صورت   روش استاندارد انتشار ديسك    بافلوكونازول  

 گرم از پودر محـيط مـولر   ۳۴ن منظور ابتدا    يبد. گرفت

سـپس  . دي در يك ليتر آب مقطر حل گرد)۳(هينتون آگار 

 متـيلن  گرم از پودر  ميلي۵/۰ گرم از پودر گلوكز و       ۲۰

سوسپانـسيون قـارچي جهـت      . بلو به آن افـزوده شـد      

 ۱۰ ۶نتون آگار با غلظـت     يتلقيح به محيط كشت مولر ه     

ــيســلول در هــر م ــر، در  يل يل ــازه مخم ــر از كــشت ت ت

. هاي استريل حاوي سرم فيزيولوژي تهيـه گرديـد     لوله

پـــس از انتقـــال سوسپانـــسيون بـــه محـــيط كـــشت  

ز پليت  فلوكونازول در مرك    مي ميكروگر ۲۵هاي   ديسك

گـراد در     درجه سـانتي   ۳۵قرار داده شدند و در دماي       

 ساعت مورد بررسي قرار گرفتند و ۴۸ و ۲۴هاي  زمان

متـر ثبـت      از رشـد بـر حـسب ميلـي         هارکننـدگی قطر م 

   ..گرديد
 RNAچنــد روش متفــاوت جهــت اســتخراج    

هاي مخمري كانديدا مورد آزمايش قرار گرفت و  سلول

 روش پـس از مـشاهده     ثرترينؤدر نهايت بهترين و م ـ    

ــدهاي  ــارز   RNAبان ــر روي ژل آگ ــده ب ــتخراج ش  اس

 بــا اســتفاده از پــرل RNAاســتخراج . انتخــاب گرديــد

 ايزوآميل الكـل   و كلروفرم،، در حضور فنل   )۴(اي شيشه
جهت استخراج ). ۱۵( صورت گرفت ۱: ۲۴: ۲۵به نسبت   

RNA              از كشت تـازه مخمـر كانديـدا آلبيكـنس در فـاز 

چنـين از ميكروتيـوب هـا و         هـم . ه شد استفاد  ميلگاريت

 DNaseو  RNase سرســمپلرهاي عــاري از آنــزيم

و كيفي    مي استخراج شده از نظر ك     RNA. استفاده شد 

بـر روي    با دو روش اسپكتروفتومتري و الكتروفورز       
آميزي شده با اتيديوم برومايد مورد بررسـي         ژل رنگ 

 ي بارگـذار RNAر يپس از مـشاهده تـصو  . قرار گرفت 

هـا از    RNA ژل آگـارز، تفـاوت غلظـت         يه بـر رو   شد

کسان ي جهت ن منظوريد ب.شدشدت باند آنها مشخص  

 دسـتگاه  بـا ها  نمونه  مي تمايط، جذب نور ينمودن شرا 

ــومتريب ــدورف وفتـ ــا   اپنـ ــپس بـ ــد و سـ ــت شـ  قرائـ
قبـل از سـنتز   RNA  زان غلظـت يروکربنات ميپ ليات يد

cDNA)۵(  رازمــ پلـي اي   و اسـتفاده در واکـنش زنجيــره 
                                                

1-American Type Culture Collection (ATCC)  
2-Chrom Agar Candida Medium  
3-Mueller Hinton Agar Medium 
4-Glass Bead 
5- Complementary DNA 
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 اسـتخراج شـده بـر       يها RNAر  يتصو .ديکسان گرد ي

، دادها نـشان    را در نمونهDNA ژل آگارز وجود     يرو

ن ي از ب ـي بـرا  RNA يهـا  نمونـه   مين علـت تمـا    يبه هم 

  .دي گرد)۱(ماري تDNase مي با آنزDNAرفتن 

، ســـاخت RNA اطمينــان از خلــوص    ازپــس 

cDNAــ ــت ه  از روي آن ب  ســاخت ۱۶۲۱Kوســيله كي

منتاز و بر اسـاس دسـتور العمـل آن انجـام           شركت فر 

 استخراج  RNA ميكروگرم   ۲بدين ترتيب كه به     . گرفت

.  ميكروليتر پرايمر رندوم هگزامـر اضـافه شـد      ۱ ،شده

ــده بــا        ــار ش ــا آب تيم ــه ب ــن مرحل ــايي اي ــم نه حج

.  ميكروليتـر رسـانده شـد   ۱۲ بـه    )۲(روکربناتيپ ليات يد

 دقيقـه   ۵  به مدت  هاي حاوي مقادير مذكور    ميكروتيوب

گراد قرار داده شد و سـپس         درجه سانتي  ۶۵در دماي   

 ميكروليتـر   ۴در ادامـه    . دي ـگردبلافاصله به يخ منتقـل      

 dNTP، ۱ ميلي مولار ۱۰ ميكروليتر مخلوط  X۵، ۲بافر

ورس ي ـ ميكروليتر آنـزيم ر    ۱ميكروليتر ريبونوكلئاز و    

ــازيتـــرانس کر ــد در م۲۰۰ )۳(پتـ ــه يل يلـــي واحـ ــر بـ تـ

سپس محلول واكنش به مـدت      . ه شد ميكروتيوب اضاف 

 دقيقـه   ۶۰گراد و به مـدت        درجه سانتي  ۲۵ دقيقه در    ۵

بـا قـرار دادن   . گـراد قـرار گرفـت     درجه سـانتي   ۴۲در  

گراد،   درجه سانتي۷۰ دقيقه در ۱۰ميكروتيوب به مدت 

 حاصـل تـا زمـان انجـام      cDNA. واكنش متوقـف شـد    

ه ــدرج ـ۲۰زر  ـــ در فري  رازـــم  پلياي   واكنش زنجيره 

بـه منظـور بيـان ژن عامـل         . گراد نگهداري شـد    سانتي

هاي كانديدا آلبيكـنس    سويهمقاومت به فلوكونازول در   

 ســــاخت شــــركت ACT1  وCDR2از پرايمرهــــاي 

هـاي    در زمـره ژن    ACT1ژن  . سيناژن استفاده گرديد  

اســت كـه بــه عنـوان كنتــرل داخلـي در ايــن     )۴(يخـانگ 

 يمرهـا يکـرد پرا  جهت صحت عمل  . مطالعه استفاده شد  

ــتفاده، پرا ــام  يمــورد اس ــا انج ــا ب  در )BLAST )۵مره

 )۷( و با استفاده از نرم افـزار ژن رانـر          )NCBI)۶ت  يسا

توالي اسـيد نوكلئيـك پرايمرهـاي مـورد         . شدندکنترل  

   .بودند؛شرح  به اين استفاده

CDR2F: (5'-CACGTCTTTGTCGCAACAGC-3')   

CDR2R:(5'-ATGTTGTGACTTGCAGTAGC-3') 

ACT1F:(5'-CCAGCTTTCTACGTTTCC-3' )   

ACT1R:(5'-CTGTAACCACGTTCAGAC-3')  
  

  حجـم  اي پلي مراز معكـوس در      واكنش زنجيره 

 ميكروليتـر بـا اســتفاده از ترموسـايكلر بــايو رد    ۵/۱۲

 ساخته شده، مقـدار     cDNA ميكروليتر از    ۱. انجام شد 

 ميكروليتر از ۲۵/۶ پيكومول از هر يك از پرايمرها،      ۱۰

/. ۴تر ميكس حاوي مخلوط نوكلئوتيدها بـا غلظـت           مس

مـولار و     ميلـي  ۴مولار، كلريـد منيـزيم بـا غلظـت           ميلي

 ، به ميكروتيـوب واكـنش اضـافه      )۸(آنزيم تگ پلي مراز   

شد و حجم نهـايي بـا آب مقطـر ديـونيزه اسـتريل بـه               

مخلوط بـالا در دسـتگاه      .  ميكروليتر رسانده شد   ۵/۱۲

برنامه حرارتي بـراي آن      و    شد ترموسايكلر قرار داده  

 درجـه  ۹۴ دمـاي واسرشـتگي اوليـه الگـو        .اعمال شـد  

دماي واسرشـتگي ثانويـه     دقيقه،۵گراد به مدت   سانتي

 ثانيـه، دمـاي   ۵۰گـراد بـه مـدت       درجه سـانتي   ۹۴الگو  

                                                
1-Treatment 
2-Diethylpyrocarbonate (DEPC) 
3- Reverse Transcriptase M-MuLV  
4- House Keeping  
5- Basic Local Alignment Search Tool (BLAST) 
6-National Center for Biotechnology Information (NCBI) 
7-Gene Runner 
8- Taq Polymerase 
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گـراد بـه     درجه سـانتي ۶۰اتصال پرايمر به رشته الگو      

 درجـه   ۷۲ ثانيه، دماي گسترش رشـته جديـد         ۴۵مدت  

 تا ۲ سيكل از مرحله ۳۴ ثانيه و ۵۰گراد به مدت     سانتي

گراد به   درجه سانتي۷۲دماي بسط نهايي .  تكرار شد۴

در آخر محـصولات    .  دقيقه در نظر گرفته شد     ۱۰مدت  

 ۸/۱مـراز بـر روي ژل آگـارز          اي پلـي   واكنش زنجيـره  

 ميكروگرم اتيديوم برومايد بـه ازاي   ۵/۰درصد حاوي   

پــس از اتمــام . ز گرديــدليتــر ژل الكتروفــور هــر ميلــي

ها بر روي دستگاه ژل داكيومنتيشن از        الكتروفورز ژل 

 بررسـي   ،نظر وجود باند ژن مـورد نظـر تكثيـر شـده           

و بـا بانـد حاصـله از نمونـه اسـتاندارد كانديـدا             ندشد

   .شدندآلبيكنس مقاوم به فلوكونازول مقايسه 

آوري شـــده بـــا اســـتفاده از  هــاي جمـــع  داده

   . تجزيه و تحليل شدند)SPSS)۱افزار  نرم

  

  يافته ها

 نمونه كانديدا آلبيكنس مـورد مطالعـه        ۶۶تعداد  

بــر اســاس رنــگ ويــژه كلنــي در محــيط كــروم آگــار  

آگـار حـاوي     كانديدا، كشت بر روي محيط كورن ميـل       

در . ندييد شـد  أ ت )۲( و آزمايش توليد لوله زايا     ۸۰توئين  

ــو  ــوتيپي از س ــن روش فن ــاوم  ياي ــتاندارد مق ــه ه اس ب

كانديدا آلبيكنس به عنوان شـاهد مثبـت و         وکونازول  فل

  .شدندكانديدا كروزئي به عنوان شاهد منفي استفاده 

 جهـت   انتـشار ديـسك   ج حاصل از آزمـون      ينتا

کـنس  يدا آلب ي ـ کاند يني بال يها زولهيت ا ي حساس يابيارز

 ۳۵ ييط دمــاي فلوکونــازول در شــراينـسبت بــه دارو 

. دسـت آمـد    ه ساعت ب ـ  ۲۴گراد و پس از      يدرجه سانت 

ها نسبت به   درصد سويه۱۸/۶۸اين نتايج نشان داد كه 

ــساس،  ــازول ح ــاوم و  ۲۴/۲۴فلوكون ــد مق  ۵۸/۷ درص

ج يد نتاييأجهت ت). ۱نمودار(درصد حالت بينابيني دارند 

زوله استاندارد مقـاوم    ين روش از ا   يدست آمده با ا   ه  ب

زولـه اسـتاندارد    يکـنس و ا   يدا آلب ي ـبه فلوکونازول کاند  

ــه  ــازول کاندحــساس ب ــفلوکون کــنس اســتفاده يدا آلبي

  .ديگرد

RNA هاي کانديدا  هاي استخراج شده از ايزوله

آلبيکنس پس از الکتروفورز بر روي ژل آگـارز مـورد           

 مخمرهـاي   RNAنتيجـه اسـتخراج     . نـد ييد قرار گرفت  أت

اي و ترکيب سـه      پرل شيشه به وسيله   کانديدا آلبيکنس   

ل بـا افـزايش زمـان     ايزو آميل الک و  کلروفرم ،تايي فنل 

   ..آميز بود ورتکس موفقيت

 معكـوس بـا     مـراز   پلياي   انجام واكنش زنجيره  

 ACT1  وCDR2اســتفاده از پرايمرهــاي اختــصاصي 

هـــاي اســـتاندارد حـــساس و مقـــاوم بـــه   در ســـويه

هاي باليني جدا شـده از افـراد        فلوکونازول و نيز نمونه   

ينـه  دست آمدن نتايج قابل قبولي در زم ه  ايدزي سبب ب  

. بررسي نسخه بـرداري از ژن مـورد بررسـي گرديـد           

 معكـوس و    مـراز   پلـي اي   پس از انجام واكنش زنجيـره     

، مــراز پلــياي  الکتروفــورز محــصول واكــنش زنجيــره

 ايزوله باليني مورد بررسـي،      ۶۶مشخص گرديد که از     

 CDR2داراي ژن مقــــاومتي )  درصــــد۶( ايزولــــه۴

  ). ۱تصوير (هستند

                                                
1-Statistical Package for Social Sciences 
2-Germ Tube  
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صــل از واكــنش   پــس از بررســي نتــايج حا  

 روش انتـشار ديـسك     معكـوس و     مـراز   پلياي   زنجيره

 نمونه داراي واکنش مثبـت در       ۴نشان داده شد که هر      

انتـشار   بـا روش  ، معكـوس مراز  پلياي   واكنش زنجيره 

مراحـل انجـام      ميدر تمـا  . باشـند  مي نيز مقاوم    ديسك

 بـه   ACT1 معكـوس از ژن      مراز  پلياي   واكنش زنجيره 

 cDNAي و حصول اطمينان از سنتز عنوان کنترل داخل

  .شداستفاده 
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  سک يدانتشار روش با کنس نسبت به فلوکونازول يدا آلبي کانديني باليزوله هايت ايزان حساسيدرصد ممقايسه  :۱نمودار

  

  

  
 ACT1  وCDR2 ي معكوس ژن هامراز پليج حاصل از الکتروفورز محصول واكنش زنجيره اي ي نتا:۱ تصوير

     Mژن  ؛  ۱،  جفت باز  ۵۰ مارکر   ؛CDR2ژن ؛۳کنس استاندارد مقاوم به فلوکونازول، يدا آلبي کاند CDR2کنس استاندارد حـساس بـه   يدا آلبي کاند
 ژن يکنتـرل منف ـ ؛ ATC1 ،۱۳ يهـا خـانگ    ژن؛۲، ۴، ۶، ۸، ۱۰و ۱۲  مقـاوم بـه فلوکونـازول،   يني بـال يزوله هاي اCDR2ژن ؛ ۵،  ۷،  ۹و۱۱فلوکونازل،

CDR2، ۱۴ژن ي کنترل منف؛ ACT1   
  



 کانديدا آلبيکنس   داروييژن مقاومت

۲۰۷ )۶۳شماره پي در پي (۱۳۹۰ ـ مرداد و شهريور۳ ـ شماره ۱۶دانش ـ دوره مجله ارمغان 

  گيري بحث و نتيجه

              آزول بــه ويــژه فلوكونــازول   گــروهيداروهــا

ــه مــ ـ ــاي مـــورد اســـتفاده   ؤاز جملـ                   ثرترين داروهـ

ــت ــان عفون ــنس    در درم ــدا آلبيك ــي از كاندي ــاي ناش              ه

ــم  ــوده و ه ــجيچنــ ب ــصرف  ن راي                تــرين  تــرين و پرم

ــد قـــارچ ــناخته شـــده يعامـــل ضـ ــند مـــي شـ              . باشـ

 خاصيت درماني بالا به     دارا بودن فلوكونازول به علت    

ــت   ــان عفون ــت درم ــول جه ــور معم ــي از   ط ــاي ناش              ه

مقاومت در برابر عوامـل  ). ۱۶(شود ميكانديدا استفاده   

 امـا  ، بسيار نـادر بـود  ۱۹۸۰قارچي آزولي تا دهه   ضد

مقاومـت نـسبت بـه ايـن عوامـل      تاکنون  ۱۹۹۰در دهه   

ــگ افــزايش چــشم) آزول هــا(قــارچي  ضــد ــي يري ه افت

 شيوع عفونت هاي قارچي منجر به افـزايش          .)۱۷(است

ــد  ــاي ض ــزا اســتفاده از داروه ــارچي و اف ــل يق ش قاب

 هاي  هاي كانديدا نسبت به تركيب     ملاحظه مقاومت گونه  

هـاي حـاد و     شـيوع عفونـت  .مورد استفاده شده اسـت  

يستميك كانديدايي و متعاقب آن درمان با داروهـاي         س

 آزولـي و مقاومـت      هـاي   ژه تركيـب  ي ـقارچي بـه و    ضد

هاي   ، ضرورت استفاده از روش    ها  نسبت به اين تركيب   

تعيين حساسيت دارويي عوامل قارچي را بيش از پيش 

تعيـين حـساسيت عامـل ايجـاد        . آشكار سـاخته اسـت    

ن مناسـب و  بيماري قبل از شروع درمـان جهـت درمـا     

ــشه ــسيار     ري ــارچي روش ب ــل ق ــذف عوام ــي و ح كن

باشد تا بدين ترتيب از مصرف بي رويه         ميسودمندي  

هاي دارويي ثانويه و   ايجاد مقاومت از داروها و بالطبع  

  .)۹ و ۱۴(ناخواسته جلوگيري شود

 بــا توجــه بــه نتــايج بــه دســت آمــده از روش 

ثـر  توان ادعا نمـود كـه در ارزيـابي ا    مي ديسك   انتشار

بخشي داروهاي ضد قـارچي، در صـورت اسـتفاده از      

ييــد اســتانداردهاي بــين المللــي، أهــاي مــورد ت ديــسك

ــ ــل اطميروشـ ــاني قابـ ــم هزنـ ــهي و کـ ــه نـ  در كليـ

هـدف ايـن     .باشـد  مـي  يص طب ـ ي تـشخ  يها آزمايشگاه

هــاي کانديــدا  در ســويهCDR2مطالعــه بررســي ژن 

تلا آلبيکنس مقاوم به فلوکونازول در بيماران ايدزي مب       

نش ــ ـه روش واکـــبـ حلقي    دهانيه کانديديازيس   ـــب

  .بودمراز معکوس  اي پليزنجيره

 بـا اسـتفاده از روش     اين مطالعه نشان داد كـه       

 ديسك ميزان مقاومـت بـه داروي فلوكونـازول          انتشار

 شـده از بيمـاران   جـدا  كانديـدا آلبيكـنس   هيسـو  ۶۶در 

دهد ميانگين  مياين امر نشان . بوددرصد  ۳/۲۴ايدزي، 

ــه    ــتلا ب ــاران مب ــن دارو در بيم ــه اي ــزان مقاومــت ب مي

 رغم جذب مناسـب گوارشـي       يكانديديازيس دهاني عل  

در مجموع، تحقيق حاضـر نـشان داد كـه      .باشد ميبالا  

آزمايش حساسيت دارويي گام اول و ضروري جهـت         

انتخاب داروي مناسب براي درمان انواع كانديديازيس       

ز مـصرف بـي رويـه داروهـا و      تا بدين ترتيـب ا    ،است

  . ايجاد مقاومت دارويي ناخواسته جلوگيري شود

هـــاي مولكـــولي بـــه علـــت   امـــروزه تكنيـــك

اختصاصيت و حساسيت بالا بسيار مورد توجه قـرار          

 را يشناس ـ  علـم قـارچ    ي مولکـول  يولـوژ يانـد و ب    گرفته

گــسترش . ر علــوم متحـول ســاخته اســت يهماننـد ســا 

 عنـوان روشـي بـراي       مـراز بـه    اي پلـي   واكنش زنجيره 

ها و تشخيص مقادير كم نمونه       بررسي الگوي بيان ژن   
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ــان ژن  الگــو، حــساسيت روش ــا را  هــاي بررســي بي ه

ت ي حـساس )۲۰۰۹(همکارانبادي و . متحول كرده است 

کنس را نسبت به فلوکونازول با يدا آلبيزوله کاندي ا۱۷۲

 تعــداد .نمودنـد  يابي ـلوشـن بـراث ارز  يکرودايروش ما

 عـدد گـزارش    ۹کنس مقاوم به دارو     يدا آلب يدزوله کان يا

ــد ــالح).۱۸ (ش ــه ص ــساس)۲۰۰۸( در مطالع  ۱۰۷ت ي ح

 فلوکونازول با روش    يکنس به دارو  يدا آلب يزوله کاند يا

ــفيسک ديــد  درصــد از ۱/۲۶کــه  شــد، يابيــوژن ارزي

 فلوکونازول مقاوم   ي به دارو  ي مورد بررسي  ها زولهيا

 مطالعـه خـود     در) ۲۰۰۸()۱(ن و همکاران  يا  ).۱۹(دبودن

  را CDR2 ،ERG11 ،MDR1  ماننـد  ي متعـدد  يها ژن

دا يه استاندارد کانديکننده مقاومت در سو   جاديعوامل ا 

 فـراد ). ۲۰(کنس مقاوم به فلوکونازول عنوان کردند     يآلب

ــاران ــتند) ۲۰۰۴()۲(و همک ــار داش ــ،اظه  ي جهــت بررس

ــا ژن ــاومتيهــ ــد ي مقــ ــساسCDR2 ماننــ ت و ي حــ

مـراز   اي پلـي   زنجيـره واكـنش    يهـا  ت روش ياختصاص

روش   از)۳(ون پــروب نــشانداريداســيبري و همعكــوس

  ).۲۱(شتر استي ب)۴(نورترن بلات

ــق ــن تحقي ــو در اي ــدا  ياز س ــتاندارد كاندي ه اس

ــازول كــه داراي ژن  ــه فلوكون هــاي  آلبيكــنس مقــاوم ب

چنـين   باشد و هم   مي CDR2مقاومتي متعددي از جمله     

ــو  ــ ياز س ــنس ح ــدا آلبيك ــتاندارد كاندي ــه ه اس ساس ب

جهـت شناسـايي و ارزيـابي       . شدفلوكونازول استفاده   

ــويه ــوي     س ــازول، الگ ــه فلوكون ــاوم ب ــاليني مق ــاي ب ه

هـاي بــاليني بــا الگــوي   الكتروفـورزي بانــدهاي ســويه 

هاي استاندارد حـساس و      هيسوالكتروفورزي باندهاي   

در مجموع از نتايج حاصـل از ايـن         . مقاوم مقايسه شد  

فت كه روش مولكولي واكنش  توان نتيجه گر   ميمطالعه  

مراز معكوس توانايي شناسـايي سـريع،       اي پلي  زنجيره

 هاي مقاوم به عوامل ضـد      صحيح و قابل اعتماد ايزوله    

 مطلوب آن اسـت      اين وجود اب. باشد ميقارچي را دارا    

  هزينـه كمتـر و   انتشار ديـسك بـا    كه از روش فنوتيپي     

ش  نمونـه در هـر آزمـاي       يادي ـزامكان شناسايي تعداد    

اي  هاي ژنوتيپي ماننـد واكـنش زنجيـره        همراه با روش  

هــاي   امكــان بررســي مكانيــسمبــا معكــوس مــراز پلــي

  . هاي دخيل در آن استفاده شود مقاومت دارويي و ژن

  

  تقدير و تشكر

 پژوهـشي  معاونت مالي حمايت با تحقيق اين

 تحـت  مـدرس  تربيت دانشگاه علوم پزشكي دانشكده

 شناسي قارچ رشته سي ارشدكارشنا نامه پايان عنوان

  .است شده انجام پزشكي
.

                                                
1-Yan et al 
2-Frade et al 
3-Fluorescent Probe Hybridization  
4-Northern Blot  
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ABSTRACT:  
 
    

Introduction & Objective: Nowadays, opportunistic fungi 
especially Candida albicans are the most common cause of life-
threatening infections in immunodeficiency patients. Increasing 
Azole-resistant strains of C.albicans are a main problem in human 
immunodeficiency virus-infected patients. The aim of this study 
was to evaluate the CDR2 gene in C.albicans azole resistant 
strains, isolated from AIDS patients with oropharyngeal candidiasis 
by RT-PCR method.  
 
Materials & Methods: The present experimental study was 
conducted at Tarbiat Modares University of Medical Sciences in 
2009. C. albicans isolates from HIV infected patients were 
identified by standard procedures, including germ tube formation, 
clamidospor and color of colonies on CHROM agar. At first, 
susceptibility of C. albicans isolates was assessed by disk diffusion 
agar technique. Then, CDR2 resistance gene was analyzed by RT-
PCR   and electrophoresis of the PCR products. Finally, patterns of 
the resulted bands were compared with standard fluconazole 
resistant strains. The collected data was analyzed using the SPSS 
software.  
 
Results: The results of drug sensitivity of 66 C. albicans isolates 
from AIDS patients revealed that 62.6% were susceptible, 8.6% 
were susceptible-dose dependent (SDD) and 28.7% were 
resistant. In RT-PCR analysis, 6% of patients had the CDR2 gene.  
 
Conclusion: The use of phenotypic methods like disk diffusion 
agar, which is cheaper, along with genotypic methods, like RT-
PCR, which provide the possibility of studying the mechanism of 
drug resistance, is recommended. 
 
Key words: Candida albicans, CDR2 gene, RT-PCR 
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