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 چكيده

ترين عوامل ويژه قارچ كانديدا آلبيكنس ازجمله شايعطلب بههاي فرصتامروزه قارچ :هدف مقدمه و

 آلبيكنسهاي كانديدا افزون سويهافزايش روز. هستندمخاطره انگيز در بيماران نقص سيستم ايمني 

ژن  بررسي ،هدف از اين مطالعه. استمقاوم به داروهاي آزولي مشكل اصلي بيماران مبتلا به ايدز 

ERG11 لبيكنس مقاوم به فلوكونازول در بيماران آلوده به آهاي كانديدا در سويهHIV  مبتلا به

  . استاي پليمراز معكوس كانديديازيس دهاني حلقي به روش واكنش زنجيره

  

هاي سويه .شددر دانشگاه تربيت مدرس انجام 1388اين مطالعه تجربي در سال  :ها مواد و روش

هاي استاندارد مانند تشكيل جرم تيوب، شده از بيماران ايدزي با استفاده از روشنس جداكانديدا آلبيك

هاي ابتدا ميزان حساسيت سويه. شدندكلاميدوسپور و رنگ كلني روي محيط كروم آگاركانديدا شناسايي

به  سپس افزايش بيان ژن مقاومت ؛شدكانديدا آلبيكنس مطابق روش استاندارد انتشار ديسك بررسي

 باهاي شاهد ارزيابي و ميزان بيان ژن ، در مقايسه با نمونه RT-PCRبا روش ERG11فلوكونازول 

  .شدتعيين UVItecافزار نرم

  

ها حساس، سويه درصد 6/62داد كه سويه كانديدا آلبيكنس نشان 66آزمايش حساسيت دارويي  :نتايج

 RT-PCRارزيابي محصول . هستندنازول مقاوم به فلوكو درصد 7/28 وابسته به دوز و درصد 6/8

  . هستند ERG11بيماران داراي افزايش بيان ژن مقاومت  درصد 9كرد كه مشخص

  

، نتايج حاصل داردتوجه قابل يشيوع ،در ايران  HIVكانديديازيس دهاني در مبتلايان به :گيرينتيجه

استفاده از روش . دهدميا آلبيكنس نشانهاي كانديدنمونه مياندرصد بالاي مقاومت را در  ،از اين مطالعه

كه امكان مطالعه روي مكانيسم  RT-PCRهايي مانند مقرون به صرفه انتشار ديسك به همراه روش

  .شودميپيشنهاد ،آوردميهاي دخيل در مقاومت را فراهممقاومت دارويي و ژن

  

 RT-PCR، روش ERG11كانديدا آلبيكنس، ايدز، ژن  :واژگان كليدي
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  مقدمه 

 از جملهطلب زاي فرصتي بيماريها امروزه قارچ 

نقص  مبتلا به كننده زندگي در بيماراني تهديدها عفونت

ي ها س آنها گونهأمخمرها و در ر  .هستندسيستم ايمني 

ي ها يي هستند كه از عفونتها ترين قارچمعمول ،كانديدا

زياد در ي ها رغم پيشرفتبه ).1( شوند ميانساني جدا 

ي درماني، وقوع ها ي بهداشتي و روشها زمينه مراقبت

توجهي رو به طور قابلهكانديديازيس سيستميك مهاجم ب

 ،ي قارچي در بيماران ايدزيها بيماري ).2( افزايش است

 صورت كانديديازيس دهاني حلقياغلب به

)Oropharyngeal Candidiasis OPC ( د و از شو ميظاهر

ي مخمري ها گونه قارچ ،كننده آنادجمله عوامل ايج

ترين آنها كانديدا آلبيكنس كه شايع هستندكانديدايي 

 Highly( ويروسيبا وجود اينكه درمان فعال ضد. است

Active Anti Retroviral Therapy HAART( ، كاهش

-طلب از جمله كانديديازيس را سببي فرصتها عفونت

به افزايش وقوع ، ظهور كانديداي مقاوم به درمان شده

كانديديازيس . استشدهمنجراين بيماري در افراد ايدزي 

ي شايع در بيماران مبتلا به ويروس ها دهاني از عفونت

درصد اين  90نقص سيستم ايمني است و در بيش از 

ويژه در بيماران در طي عفونت با اين ويروس و به

از درمان و مراحل پيشرفته بيماري  پيشمراحل اوليه 

عوامل  با استفاده ازدرمان ). 3-5( شود مييدز ديدها

عنوان راهكاري ويژه فلوكونازول بههقارچي آزولي بضد

ي از مخمر كانديدا ي ناشها درمان عفونت براي مؤثر

 ،ي داروييها اما بروز مقاومت ؛شود ميآلبيكنس معرفي

 استهكردان را با مشكلات جدي روبرواين روش درم

-مقاوم به عوامل ضدي ها ناسايي گونهلذا ش ؛)7و 6(

جلوگيري از مصرف  درمان كارآمد و منظوربهقارچي 

ي ها مكانيسم. دنماي ميرويه داروها بسيار ضروري بي

مولكولي متفاوتي در پيدايش مقاومت كانديدا آلبيكنس 

كه اين  )8(ند اشدهدر برابر فلوكونازول شناخته

داخل سلول، تغييرات كاهش انتقال دارو به « ها مكانيسم

ي مسير بيوسنتز ارگوسترول، تغييرات در ها در آنزيم

تغيير  و اي، افزايش بياني نقطهها جهش(آنزيم هدف 

ي ها و افزايش انتشار دارو به خارج توسط پمپ) ژن

تغييرات در آنزيم . شوندرا شامل مي »انتشار غشايي

 -  α -14هدف داروي فلوكونازول لانوسترول 

اي ي نقطهها شامل جهش) ERG11محصول ژن (ديمتيلاز 

افزايش بيان بيش از حد به كاهش پذيرش  بوده،

همچنين ممكن است  شود؛ ميمنجرداروهاي آزولي 

- رابر ساير مشتقات آزول را نيز درمقاومت متقاطع در ب

تواند از طريق بيان بيش  ميزا قارچ بيماري. باشدداشتهپي

. كندغلبه ها بر اثر بازدارندگي آزول ERG11د ژن از ح

به افزايش هدف دارو  ERG11بيان بيش از حد ژن 

-ميبه دنبال آن غلظت بيشتري از دارو نياز  شده،منجر

موجود در درون   ميي آنزيها تا با كليه مولكول شود

  ). 14-9( دهدواكنش ها سلول

مت بررسي ميزان مقاو ،هدف از انجام اين مطالعه

شده از بيماران جدا  ميي كانديدا آلبيكنس بوها ايزوله

آيا «ي فنوتيپي و ژنوتيپي بود و اينكه ها ايدزي با روش

از   شدههاي مقاوم به فلوكونازول جدا كنسكانديدا آلبي

و  ؟ندهستERG11 ژن  افزايش بيان افراد ايدزي داراي

ي كانديدا ها نتايج حاصل از بررسي مقاومت ايزوله

ديسك  و انتشار فنوتيپي يها روشبا استفاده از يكنس آلب

 اي پليمراز معكوسروش مولكولي واكنش زنجيره با

)Reverse transcriptionPCR RT-PCR (همخواني -

  .»؟دندار

  ها مواد و روش

- 1388 يها تجربي است كه طي سال اياين مطالعه

اجراي اين . شددر دانشگاه تربيت مدرس انجام 1389

تحقيق به تصويب كميته ايمني زيستي و اخلاق پزشكي 
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نمونه  68در اين مطالعه، . اه تربيت مدرس رسيددانشگ

باليني و دو گونه كانديدا آلبيكنس  ايزوله 66شامل 

 .شدنداستاندارد حساس و مقاوم به فلوكونازول بررسي

- عهصورت تصادفي از بيماران ايدزي مراجبرداري بهنمونه

كننده به مركز تحقيقات ايدز ايران واقع در بيمارستان امام 

انجام اين مطالعه،  منظوربه. گرفتصورت هرانخميني ت

شدند كه وجود ران مورد بررسي از افرادي انتخاببيما

- ي الايزا و بلاتينگ بهها بيماري ايدز در آنها با روش

از ضايعات دهاني افراد  باليني يها نمونه. بودرسيدهاثبات

خشك اسفنجي استريل از نواحي با سوآب ايدزي 

برداري از دهان، پس از نمونه نظر گرفته و مورد

وي ر ،طور مستقيمي آغشته به ترشحات دهاني بهها سوآب

گونه . شددادهمحيط سابورو دكستروز آگار كشت

از )  10231ATCC(استاندارد حساس به فلوكونازول 

دانشكده دامپزشكي دانشگاه تهران و گونه استاندارد مقاوم 

ارويي دانشگاه از مركز د) 76615ATCC( به فلوكونازول

ي ها ي استاندارد و سويهها گونه. شدشانگهاي چين تهيه

 Merck باليني روي محيط كشت سابورو دكستروز آگار

 50(نتي بيوتيك كلرامفنينكل حاوي آ) گرم در ليتر 65(

شد و به مدت دادهكشت) ليتر الكل ميلي 10گرم در  ميلي

. گرفتقراردرجه سانتيگراد  30ر ساعت در انكوباتو 48

انجام  برايي مخمري حاصل از كشت تازه ها كلنيتك

از . گرفتيپي و مولكولي مورد استفاده قراري فنوتها آزمون

 ي فنوتيپي، كشت در محيط كروم آگار كانديداها روش

Company Paris Franceآزمايش ، ، آزمايش ايجاد لوله زايا

- تفادهاس ها منظور شناسايي نمونهبه توليد كلاميدوكونيدي

ي ها تشخيص گونه براي ها آزمون جذب كربوهيدرات .شد

 USA)، (remel Rap IDTMمخمري با استفاده از كيت 

 هايشده، حاوي يك پانل از تركيبيادكيت . شدانجام

شود و دو معرف  مياست كه جذب آنها بررسيشيميايي 

A  حاوي هيدروكسيد پتاسيم و معرفB  حاوي دي متيل

و  Cacl2و  Kclيئيد و يك مايع تلقيح حاوي امينو سينامالد

ي استريل در خود كيت ها كه درون لولهاست آب مقطر 

ي واكنشي است ها حاوي چاهك ،هر پانل اند؛شدهتعبيه

كه پس از آن. داردكه درون آنها تركيب واكنشگر قرار

اساس رنگي كه ، برشدندبا سوسپانسيون تلقيح ها چاهك

 مثبت يا منفي ،اي مندرج در كيتكردند طبق راهنمايجاد

امتياز عددي  ،راهنماي كيت هر تركيب طبق. شدندتلقي

 ميرق ششمخصوص دارد و از مجموع امتيازها يك كد 

افزار موجود ، وقتي به نرماز نتايج حاصلكد  آمد؛دستهب 

آزمايش تعيين . شدهنوع گونه مشخص  ،شددر كيت داده

استاندارد انتشار  حساسيت به فلوكونازول توسط روش

 Clinical and Laboratory Standars Institute ديسك

(CLSI M44 –A (گرم  34بدين منظور ابتدا  ؛فتگرصورت

از پودر محيط مولر هينتون آگار در يك ليتر آب مقطر حل 

گرم از ميلي 5/0گرم از پودر گلوكز و  20سپس  و

 برايسوسپانسيون قارچي . پودرمتيلن بلو به آن افزوده شد

 10 6تلقيح به محيط كشت مولر هينتون آگار با غلظت 

در  از كشت تازه مخمر) cfu/ml( ليتردر هر ميلي سلول

پس از . شداستريل حاوي سرم فيزيولوژي تهيه يها لوله

 25ي ها انتقال سوسپانسيون به محيط كشت ديسك

در  MASTشده از شركت تهيه فلوكونازول  ميميكروگر

درجه سانتيگراد  35شدند و در دماي دادهمركز پليت قرار

گرفتند و ساعت مورد بررسي قرار 48و  24ي ها در زمان

). 15( شدمتر ثبتحسب ميليقطر ممانعت از رشد بر

 شدند؛تحليلوتجزيه SPSS version 20افزار با نرم ها داده

طرفه براي اين كار از آزمون آماري آناليز واريانس يك

One-Way ANOVA  استفاده و آزمون آماري در سطح

  .دشانجام 05/0داري معني

         Glass( اي با استفاده از پرل شيشه RNAستخراج ا

bead(ايزوآميل الكل  - كلروفرم -فنل تركيب ، در حضور

 منظوربه). 16( گرفتصورت 25: 24: 1به نسبت 

از كشت تازه مخمر كانديدا آلبيكنس در  RNAاستخراج 

و  ها همچنين ميكروتيوب ؛شداستفاده  ميفاز لگاريت



 

4 

 ...هاي باليني كانديدا آلبيكنسنمونه در ERG11 فلوكونازول به مقاومت ژن شناسايي

ي
لم

 ع
مه

نا
اه

وم
د

 - 
ي

شك
پز

ر 
شو

دان
ي 

ش
وه

پژ
 /

د
اه

ش
ه 

گا
ش

دان
 /

ي 
د

9
0

 /
ل 

سا
م

ده
وز

ن
 /

ره
ما

ش
 

9
6

  

  

 RNA. رفتندكاربه Free  RNase- DNaseسرسمپلرهاي

و كيفي با دو روش   ميشده از نظر كاستخراج

شده آميزيروي ژل رنگ ،اسپكتروفتومتري و الكتروفورز

پس از . گرفتبا اتيديوم برومايد مورد بررسي قرار

شده بر ژل آگارز، تفاوت بارگذاري RNAمشاهده تصوير 

دين ب .شداز شدت باند آنها مشخص  ها RNAغلظت 

 ميتما ،شرايط، جذب نوريكردن يكسان براي منظور

 ندقرائت شد Eppendorf توسط دستگاه بيوفتومتر ها نمونه 

 Diethylpyrocarbonate و سپس با دي اتيل پيروكربنات

(DEPC)  غلظت ميزان RNA قبل از سنتزcDNA  و استفاده

تصوير  .دشاي پليمراز يكسان در واكنش زنجيره

RNA وجود  ،شده روي ژل آگارزراجي استخهاDNA  را

ي ها نمونه  ميتما سبب،به همين  ؛دادنشان ها در نمونه

RNA رفتن بينبراي ازDNA آنزيم  باDNase دشتيمار.  

  

  
  DNaseشده توسط آنزيم ي استخراجها RNAتيمار . 1شكل 

  

از  cDNA، ساخت RNAاز خلوص  يافتناطمينان با

ساخت شركت  K1621 وسيله كيتهروي آن ب

Fermentas بدين  ؛گرفتالعمل آن انجاماساس دستورو بر

 1 ،شدهاستخراج RNAميكروگرم  2ترتيب كه به 

حجم . اضافه شدprimer   Random hexamerميكروليتر

 12به  DEPCشده با نهايي اين مرحله با آب تيمار

ي حاوي مقادير ها ميكروتيوب ؛شددهيميكروليتر رسان

درجه سانتيگراد  65دقيقه در دماي  5ه مدت ب مذكور

در  شدند؛به يخ منتقل  درنگبيسپس  ه،شددادهقرار

-ميلي 10ميكروليتر مخلوط  X 5 ,2ميكروليتر بافر 4ادامه 

ميكروليتر  1ميكروليتر ريبونوكلئاز و  dNTP ,1مولار 

واحد در  Reverse Transcriptase M-MuLV  200   آنزيم

سپس محلول واكنش  ؛كروتيوب اضافه شدليتر به ميميلي

 60درجه سانتيگراد و به مدت  25دقيقه در  5به مدت 

دادن با قرار. گرفتدرجه سانتيگراد قرار 42دقيقه در 

درجه سانتيگراد،  70دقيقه در  10ميكروتيوب به مدت 

حاصل تا زمان انجام واكنش  cDNA. واكنش متوقف شد

درجه سانتيگراد  -20اي پليمراز در فريزر زنجيره

ژن عامل مقاومت به  بررسيمنظور به. شدنگهداري

ي كانديدا آلبيكنس از ها فلوكونازول در جدايه

 Cinnagen  ساخت شركت ACT1و  ERG11ي ها پرايمر

  House Keeping يها ژن ةدر زمر ACT1ژن . شداستفاده

-ميميزان بيان آن در شرايط مختلف يكسان  است كه

. شدنوان كنترل داخلي در اين مطالعه استفادهعبه و نمايد

صحت عملكرد پرايمرهاي مورد استفاده، پرايمرها  براي

) BLAST Basic Local Alignement Search Tool( با انجام
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 National Center for Biotechnology( در سايت

Information (NCBIافزار و با استفاده از نرمGene 

Runner  ايمرهاي توالي اسيد نوكلئيك پر. شدندكنترل

  :ندمورد استفاده به شرح زير
ERG11/F 

( 35 ′−−′ GTAGACATATTTGGTGGTG ) 
ERG11/R 

( 35 ′−−′ CAGGGTCAGGGAACTATAAT ) 
ACT1/F 

( 35 ′−−′ ACGTTTCCCCAGCTTTCT ) 
ACT1/R 

( 35 ′−−′ GTTCAGACCTGTAACCAC ) 
ميكروليتر با  5/12 حجم نهايي در RT-PCRواكنش 

ميكروليتر از  1. شدانجام Bio Radاستفاده از ترموسايكلر 

cDNA يك از مول از هرپيكو 10شده، مقدار ساخته

ساخت   PCR Master mixميكروليتر از  25/6پرايمرها، 

وكلئوتيدها با غلظت حاوي مخلوط نFermentas  شركت

مولار و ميلي 4مولار، كلريد منيزيم با غلظت ميلي/. 4

به  ،./U/ µl 05با غلظت Taq DNA polymeraseآنزيم 

ميكروتيوب واكنش اضافه شد و حجم نهايي با آب 

 ؛شدميكروليتر رسانده 5/12مقطر ديونيزه استريل به 

و برنامه  شدهدادهمخلوط بالا در دستگاه ترموسايكلر قرار

دماي واسرشتگي اوليه الگو  .شدحرارتي براي آن اعمال

دماي واسرشتگي  دقيقه، 5درجه سانتيگراد به مدت  94

ثانيه، دماي  50درجه سانتيگراد به مدت  94ثانويه الگو 

درجه سانتيگراد به مدت  60اتصال پرايمر به رشته الگو 

اد گردرجه سانتي 72ي گسترش رشته جديد ثانيه، دما 45

 چهارمتا  دومسيكل از مرحله  34ثانيه و  50به مدت 

گراد به مدت درجه سانتي 72دماي بسط نهايي . دشتكرار

محصولات واكنش  ،در آخر ؛شدگرفتهنظردقيقه در 10

/. 5درصد حاوي  8/1اي پليمراز روي ژل آگارز زنجيره

ليتر ژل ازاي هر ميليميكروگرم اتيديوم برومايد به

روي  ها پس از اتمام الكتروفورز ژل ؛دشز الكتروفور

نظر  منتيشن از نظر وجود باند ژن مورددستگاه ژل داكيو

ي ها در اين مطالعه براي كليه نمونه. شدشده بررسيتكثير

cDNA  واكنشRT-PCR ي ها با پرايمرERG11  وACT1 

ي هر نمونه ها شد و دادهانجام) House Keepingعنوان به(

ي استاندارد ها همان نمونه و نمونه House Keepingبا ژن 

بررسي ميزان بيان  برايحساس و مقاوم به فلوكونازول 

  .شدسنجش UVItec Analyze  افزارنرم با  ERG11ژن 

  ها يافته

اساس رنگ نمونه كانديدا آلبيكنس مورد مطالعه بر 66

، كشت )2شكل( ويژه كلني در محيط كروم آگار كانديدا

آزمايش  ،80ميل آگار حاوي توئين  روي محيط كورن

 ؛ندشدييدأتو همچنين آزمون جذب قند  توليد لوله زايا

به از سويه استاندارد مقاوم  ،در اين روش فنوتيپي

عنوان شاهد مثبت و كانديدا آلبيكنس بهفلوكونازول 

  .شدعنوان شاهد منفي استفادهكانديدا كروزئي به

  

  
  .كند ميكروم آگار رنگ سبز روشن ايجاد يدا آلبيكنس كه رويي كاندها ايزوله. 2شماره  شكل
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جهت ارزيابي  انتشار ديسكنتايج حاصل از آزمون 

حساسيت ايزوله هاي باليني كانديدا آلبيكنس نسبت به 

درجه سانتي  35داروي فلوكونازول در شرايط دمايي 

. دست آمده ب) 1نمودار (ساعت  24گراد و پس از 

نتايج بدست آمده با اين روش از ايزوله جهت تاييد 

استاندارد مقاوم به فلوكونازول كانديدا آلبيكنس و ايزوله 

 استاندارد حساس به فلوكونازول كانديدا آلبيكنس

نشان داد كه در حالت  ANOVAآزمون استفاده گرديد و 

هاي حساس، وابسته به دوز و  كلي بين سه گروه ايزوله

ز نظر قطر نواحي مهار رشد دار ا مقاوم تفاوت معني

هاي مقاوم با وابسته  وجود دارد و همچنين مقايسه نمونه

به دوز، حساس با وابسته به دوز و حساس با مقاوم  

 )P < 0.05(.تفاوت معني دار را نشان داد
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حساس                       

19 ميليمتر يا بيشتر

مقاوم                        

14 ميليمتر يا كمتر

بينابيني                      

18- 15 ميليمتر

  
  ديسك انتشار ط روشبه فلوكونازول توسي باليني كانديدا آلبيكنس نسبتها درصد ميزان حساسيت ايزوله. 1شماره  نمودار

RNAي كانديدا آلبيكنس ها شده از ايزولههاي استخراج

. گرفتقرار تأييدپس از الكتروفورز روي ژل آگارز مورد 

مخمرهاي كانديدا آلبيكنس توسط  RNAنتيجه استخراج 

ايزو آميل  - كلروفرم - تايي فنلاي و تركيب سهپرل شيشه

پس از  .بود آميزالكل با افزايش زمان ورتكس موفقيت

شده بر ژل آگارز، تفاوت بارگذاري RNAمشاهده تصوير 

به همين  از شدت باند آنها مشخص بود؛ ها RNAغلظت 

، جذب نوري PCRشرايط  كردنيكسان منظوربهدليل 

و سپس با  ندشددستگاه بيوفتومتر قرائت با ها نمونه  ميتما

DEPC  ميزان غلظتRNA سنتز  برايcDNA و استفاده در 

 RNAي ها نمونه  ميدر ادامه تما. ديكسان ش PCRواكنش 

- تيمار DNaseبا استفاده از آنزيم  DNAرفتن بينبراي از

  .شدند

مقاومت به داروهاي ضدقارچي با افزايش بيان و يا 
جهش نقطه اي و همچنين تغييرات در مسير بيوسنتز 

منجر به  ERG11بيان بالاي ژن . ارگوسترول مرتبط است

 α-14تعداد كپي هاي آنزيم لانوسترول  افزايش
ديمتيلاز مي شود كه نتيجه آن افزايش سنتز ارگوسترول 
است و در نهايت از بين رفتن توانايي داروي ضدقارچي 

با استفاده از  RT-PCRواكنش ). 2شكل(مي باشد
در سويه هاي  ACT1و  ERG11پرايمرهاي اختصاصي 

و مقاوم به فلوكونازول و همچنين  استاندارد حساس
نمونه هاي باليني ايزوله شده از افراد ايدزي انجام شد و 
نتايج مورد قبولي در مورد افزايش بيان ژن مورد بررسي 

و مشاهده  PCRپس از الكتروفوزر محصول . بدست آمد
تصوير ژل در دستگاه ژل داكيومنتيشن مشخص گرديد 

براي %) 9(ايزوله 6بررسي، ايزوله باليني مورد  66كه از 
افزايش ). 3شكل (افزايش بيان داشته اند  ERG11ژن 

موجب ايجاد مقاومت نمونه هاي مورد  ERG11بيان ژن 
مطالعه به داروي فلوكونازول شده بود كه اين نتايج با 
نتايج حاصل از روش انتشار ديسك همخواني داشت و 

بودند در  ERG11  ايزوله كه داراي افزايش بيان ژن 6هر 
روش انتشار ديسك در گروه نمونه هاي مقاوم به 

 UVItecبا استفاده از نرم افزار . فلوكونازول قرار گرفتند
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Analyze  بررسي كمي شدت باندهاي حاصل از
با استفاده از اين . انجام شد PCRالكتروفوررز محصول 

 Houseنسبت به ژن  ERG11نرم افزار ميزان بيان ژن 

keeping ACT1   سبب بدست آمدن اعداد دقيق ميزان
  .گرديد ERG11بيان ژن 

  
  ACT1و ERG11 يها ژن RT-PCRنتايج حاصل از الكتروفورز محصول . 3شكل 

  

)M (ماركر bp50 ،)1(  ژنERG11  كانديدا آلبيكنس
كانديدا  ERG11ژن  )3( استاندارد مقاوم به فلوكونازول،

- 11-9-7-5 (آلبيكنس استاندارد حساس به فلوكونازل،
ايزوله هاي باليني  ERG11افزايش بيان ژن  )13-15

ژن  )16-14-12-10-8-6- 4-2(مقاوم به فلوكونازول، 
House Keeping ACT1 ،)17(  كنترل منفي ژنERG11 ،

  ACT1كنترل منفي ژن  )18(

  بحث 

آزول به ويژه فلوكونازول از جمله  داروهاي گروه
درمان عفونت هاي موثرترين داروهاي مورد استفاده در 

ناشي از كانديدا آلبيكنس بوده و همچنين رايج ترين و 
. پرمصرف ترين عامل ضد قارچي شناخته شده مي باشند

خاصيت درماني بالا به  دارا بودنفلوكونازول به علت 
طور معمول جهت درمان عفونت هاي ناشي از كانديدا 

 مقاومت در برابر عوامل ضد ).17(استفاده مي شود
بسيار نادر بود اما در دهه  1980چي آزولي تا دهه قار

قارچي  مقاومت نسبت به اين عوامل ضدتاكنون  1990
شيوع  )18(ه استافزايش چشمگيري يافت) آزول ها(

عفونت هاي قارچي منجر به افزايش استفاده از داروهاي 
قارچي و افزايش قابل ملاحظه مقاومت گونه هاي  ضد

 .مورد استفاده شده است كانديدا نسبت به تركيبات
شيوع عفونت هاي حاد و سيستميك كانديدايي و 

قارچي به ويژه  متعاقب آن درمان با داروهاي ضد
تركيبات آزولي و مقاومت نسبت به اين تركيبات، 

هاي تعيين حساسيت دارويي  ضرورت استفاده از روش 
تعيين . عوامل قارچي را بيش از پيش آشكار ساخته است

مل ايجاد بيماري قبل از شروع درمان جهت حساسيت عا
درمان مناسب و ريشه كني و حذف عوامل قارچي روش 
بسيار سودمندي مي باشد تا بدين ترتيب از مصرف بي 
رويه داروها و بالطبع ايجاد مقاومت هاي دارويي ثانويه 

  .و ناخواسته جلوگيري شود

، CDR1 ،CDR2 ي مقاومتي متعددي مانندها تاكنون ژن

MDR1 ،ERG3 ،ERG6 ،ERG9 ،ERG11 ،RTA2 ،NAG2 

از يك اند كه هرشدهدر كانديدا آلبيكنس شناسايي... و 

مقاومت  ،ي مولكولي متفاوتيها با مكانيسم ها اين ژن

آنزيم . شوندميرا سببارگانيسم به داروهاي ضدقارچي 

ديمتيلاز  α-14هدف داروهاي آزولي لانوسترول 

 ERG11 ها قارچ  ميكننده اين آنزيم در تماست؛ ژن كدا

ويژه ومت به داروهاي ضدقارچي آزولي بهمقا. است

اي و همچنين ونازول با افزايش بيان، جهش نقطهفلوك

 در مسير بيوسنتز ارگوسترول مرتبط است ايجاد تغييرها

به افزايش تعداد  ERG11بيان بيش از اندازه ژن ). 19(

شود  ميمنجرديمتيلاز  α-14لانوسترول  ي آنزيمها كپي
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رفتن بين، افزايش سنتز ارگوسترول و ازكه نتيجه آن

  .توانايي داروي فلوكونازول است

ديسك ميزان مقاومت به  انتشار با استفاده از روش
 جداكانديدا آلبيكنس  سويه 66داروي فلوكونازول در 
اين امر . درصد بدست آمد 3/24شده از بيماران ايدزي، 

نشان مي دهد ميانگين ميزان مقاومت به اين دارو در 
بيماران مبتلا به كانديديازيس دهاني علي رغم جذب 

در مجموع، تحقيق حاضر . مناسب گوارشي بالا مي باشد
نشان داد كه آزمايش حساسيت دارويي گام اول و 

ع ضروري جهت انتخاب داروي مناسب براي درمان انوا
كانديديازيس است تا بدين ترتيب از مصرف بي رويه 
داروها و ايجاد مقاومت دارويي ناخواسته جلوگيري 

ايزوله داراي بيان بيش از اندازه  6در اين مطالعه . شود
ايزوله باليني مورد بررسي با  6بودند، هر ERG11ژن 

داراي واكنش  RT-PCRكه در فرآيند  ERG11پرايمر ژن 
مثبت بودند، در روش ديسك ديفيوژن نيز به عنوان 

در . ايزوله هاي مقاوم به فلوكونازول گزارش شدند
 16ايزوله مورد بررسي  66روش ديسك ديفيوژن از 

ايزوله مقاوم بودند، كه اين نشان دهنده عوامل مختلف و 
نقش ساير ژن ها با مكانيسم هاي مولكولي متفاوت در 

  .اومت مي باشدايجاد مق

اختصاصيت و  دليلي مولكولي به ها روشامروزه 

و بيولوژي اند  گرفتهبالا بسيار مورد توجه قرارحساسيت 

- شناسي را همانند ساير علوم متحولمولكولي علم قارچ

عنوان روشي براي بهPCR روش گسترش . استساخته

و تشخيص مقادير كم نمونه  ها بررسي الگوي بيان ژن

-را متحول ها ي بررسي بيان ژنها حساسيت روشالگو، 

بر آن شديم روش واكنش  در اين مطالعه. استكرده

مراز معكوس را براي ارزيابي مقاومت اي پليزنجيره

  .كنيماندازيي مخمري كانديدا آلبيكنس راهها سويه

 107حساسيت  ،Salehشده توسط در مطالعه انجام

 فلوكونازول با روشايزوله كانديدا آلبيكنس به داروي 

 1/26كه گرفت ديسك ديفيوژن مورد ارزيابي قرار

به داروي فلوكونازول  ي مورد بررسيها درصد از ايزوله

، در مطالعه خود افزايش بيان Yan). 20( دمقاوم بودن

را از  CDR1، ERG11 ،MDR1مانند  ي متعدديها ژن

عوامل ايجادكننده مقاومت در سويه استاندارد كانديدا 

به ، Joao). 21( كردمطرحلبيكنس مقاوم به فلوكونازول آ

هاي مقاومت به تشخيص سريع بيان بيش از اندازه ژن

ي كانديدا آلبيكنس با ها داروي فلوكونازول در ايزوله

 Reverse Transcriptase Light Cyclerاستفاده از روش 

PCR  موفق شدند؛ اين و هيبريداسيون پروب نشاندار

هاي مقاومتي بررسي ژن كردند كه برايبيانن محققا

و هيبريداسيون پروب  PT-PCRحساسيت و اختصاصيت 

 ،Perea). 22(بيشتر است  Northern blotنشاندار از 

ي مولكولي مقاومت به آزول را در كانديدا ها مكانيسم

شده از افراد دچار نقص سيستم ايمني ي جداها آلبيكنس

)HIV)نازول كه مقاومت بالايي به فلوكو

)ml
gµ≥ 64، MIC (افزايش . كردندبررسي ،داشتند

ديمتيلاز  α- 14هاي كدكننده لانوسترول سطح بيان ژن

)ERG11 (ي انتشار ها و پمپ)MDR ,CDR ( دلالت بر

-تكثير PCR با ERG11هاي ژن. دارد ها مقاومت به آزول

ي ها دهاي آنها، موتاسيونشد و تعيين توالي نوكلئوتي

، شود ميمنجر ها اي را كه به كاهش تمايل به آزولنقطه

  ).23( دادنشان

چنين از نتايج حاصل از اين مطالعه اينمجموع در

- رفت كه روش مولكولي واكنش زنجيرهگتوان نتيجه مي

توانايي شناسايي سريع، صحيح و  ،مراز معكوساي پلي

قارچي را وم به عوامل ضدي مقاها قابل اعتماد ايزوله

آن است كه از روش فنوتيپي  ،مطلوب ،وجودايناب دارد؛

امكان شناسايي تعداد  هزينه كمتر و انتشار ديسك با

 ،ي ژنوتيپيها نمونه در هر آزمايش همراه با روش زيادي

امكان بررسي  بااي پليمراز معكوس مانند واكنش زنجيره

هاي دخيل در آن  ي مقاومت دارويي و ژنها مكانيسم
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به ي باعث مقاومت نسبتها بررسي ژن .شوداستفاده

ي ها فلوكونازول و ساير عوامل ضدقارچي در انواع گونه

 ي مفيدتواند اطلاعات ميكانديدا آلبيكنس در ايران   ميبو

-؛ لذا پيشنهاددهدارائهبه ما   ميبراي يك ارزيابي دائ

در بيماران و  مند به اين زمينهشود كه محققان علاقه مي

ي بيشتر، اين روند ها ي مختلف و تعداد جدايهها جمعيت

از  يدهند تا پس از مدتي به ارزيابي جامعدامهرا ا

در ) كانديدا آلبيكنس(زا ي بيماريها وضعيت ارگانيسم

   .يابيمكشورمان دست

  تقدير و تشكر

 دانشكده پژوهشي معاونت مالي حمايت با تحقيق اين

 مةناپايان عنوان با مدرس تربيت گاهدانش علوم پزشكي

 شده انجام پزشكي قارچ شناسي رشته كارشناسي ارشد

  .است
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Abstract 
 

Background and Objective: Nowadays opportunistic fungi especially C. 
albicans are the most common cause of life-threating 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 the evaluation of ERG11 gene in C. 
albicans Azole resistant strains that were isolated from AIDS patients 
with oropharyngeal candidiasis by RT-PCR method.  
Materials and Methods: The present experimental study was conducted 
at Tarbiat Modares University during the years 2009-2011. C.albicans 
isolates from HIV-infected patients were identified by standard 
procedures including germ tube formation, clamydoconidia and color of 
colonies on CHROM agar. At first, susceptibility of C. albicans isolates 
was assessed by disk diffusion agar technique. Then, overexpression 
of fluconazole resistance gene ERG11 using RT-PCR was 
compared with control samples and gene expression levels were 
determined by UVItec software. 
Results: The results of drug sensitivity for 66 C. albicans isolated from 
AIDS patients showed that 62.6% were susceptible, 8.6% were 
susceptible-dose dependent (SDD) and 28.7% were resistant. Product 
evaluation of RT-PCR showed that 9% of patients have increased 
expression of ERG11 gene resistance. 
Conclusion: Oral candidiasis is a frequent complication among Iranian 
HIV individuals. The results of this study showed the high percentage 
of resistant strains among samples of C. albicans. However, the use 
of phenotypic methods like disk diffusion agar which has lower costs 
together with genotypic methods like RT-PCR which provide the 
possibility of studying the mechanism of drug resistance and genes 
involved is highly recommended. 
Key words: Candida albicans, AIDS, ERG11 gene, RT-PCR method 
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