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چکیده 

زمینه و هدف: در بین فاکتورهای بیماري  زايي کانديدا آلبیکنس مي  توان از ژن  ALS) Agglutinin Like Sequence( نام 
برد که در کدکردن دسته  ی بزرگي از گلیکوپروتئین  ها که عامل اصلی چسبندگي قارچ به میزبان است، نقش دارد. اين مطالعه، 
بررسی اثر سینرژيک کتوکونازول و ترکیب پروبیوتیک بیفیدوباکتريوم بیفیدوم بر بیان بیوفیلم ژن ALS کانديدا آلبیکنس جدا شده 

از نمونه  های دهانی می  باشد.

به  که  بیمارانی  دهانی  پريودنتال  عفونت  از  آلبیکنس  کانديدا  بالینی  جدايه   12 مقطعی  مطالعه  ی  اين  در  بررسی:  روش   
غلظت  حداقل  و  رشد  مهارکننده  ی  غلظت  حداقل  میزان  شد.  جمع  آوری  بودند،  کرده  مراجعه  کرمان  دندانپزشکی  کلینیک 
دو  هر  از  ترکیبی  و  به  تنهايی  هرکدام  پروبیوتیک  کتوکونازول،  تیمارها)داروی  از  هرکدام  برای  قارچی  رشد  از  ممانعت کننده 
 کتوکونازول+پروبیوتیک( با استفاده از روش میکرودايلوشن به  دست آمد. در نهايت آزمون واکنش زنجیری پلیمراز در زمان واقعی 
)Real-Time Polymerase Chain Reaction( به  منظور بررسی سطح بیان ژن ALS در سويه  ها انجام گرديد و نتايج با 

استفاده از روش ct∆∆-2  آنالیز شد.

یافته  ها: نتايج نشان داد که ترکیب کتوکونازول و بیفیدوباکتريوم بیفیدوم اثر سینرژی دارند. نتايج مطالعه  ی حاضر نشان داد که 
اثر کتوکونازول )Ketoconazole(، باکتری پروبیوتیک )Probiotic( بیفیدوباکتريوم بیفیدوم به  تنهايی و اثر توام کتوکونازول 
و بیفیدوباکتريوم )Keto+Pro( به  ترتیب توانستند 1/47، 1/29 و 1/61 برابر بیان ژن ALS را در ايزوله  های کانديدا آلبیکنس 

کاهش دهند.
نتیجه گیری: نتیجه  ی اين مطالعه، نشان داد که اثر سینرژيستی بین کتوکونازول و پروبیوتیک بیفیدوباکتريوم بیفیدوم در کاهش بیان 
ژن ALS )تولید بیوفیلم( وجود دارد. پیشنهاد می  شود که در درمان عفونت  های کانديدايی مکمل پروبیوتیک به همراه کتوکونازول 

تجويز گردد.
بیفیدوم، بیفیدوباکتريوم  کتوکونازول،   ،)ALS) Agglutinin Like Sequence ژن  آلبیکنس،  کانديدا  کلیدی:   واژه  های 

واکنش زنجیری پلیمراز در زمان واقعی
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پلیمر  های  تولید  و  سطح  به  اتصال  از  پس  ارگانیسم  ها  که  می  شود  ایجاد 

خارج سلولی با ایجاد یک ساختار پوششی، اتصال بیشتر میکروارگانیسم  ها 

رفتار  قارچی،  بیوفیلم  های  در  حاضر  ارگانیسم  های  شوند.  موجب  را 

این  که  می  دهند  نشان  خود  از  میکروبی  سوسپانسیون  به  نسبت  متفاوتی 

امر نشان  دهنده  ی شکست نسبی درمان  های پزشکی و افزایش مقاومت به 

خصوصیات  مسئول  ژن   300 از  بیش  می  باشد)7(.  ضدقارچی  داروهای 

 Gcn4p ژن  هستند.  رشد  متفاوت  شرایط  در  شده  تشکیل  بیوفیلم  های 

بیوفیلم  تشکیل  برای  و  بوده  آمینه  اسید  بیوسنتز  کلیدی  تنظیم  کننده  ی 

ضروری است)8(. 

بیشتر گونه  های مخمری کاندیدا قادر به تشکیل بیوفیلم می  باشند اما 

کاندیدا پاراپسیلوزیس، کاندیدا سودوترپیکالیس و کاندیدا گلابراتا اساساً 

تمایل کمتری نسبت به تشکیل بیوفیلم بر روی سطوح در مقایسه با کاندیدا 

به  نسبت  آلبیکنس  کاندیدا  بیوفیلم  میکروسکوپی  شکل  دارند.  آلبیکنس 

کاندیدا پاراپسیلوزیس پیچیده  تر بوده و از خوشه  های بلاستوسپور تشکیل 

شده است)9(. 

)als( agglutinin like sequence ژنی  خانواده  ی  اعضای 

رمزکننده  ی گلیکوپروتئین سطحی سلول می  باشند. میزان بیان ژن های این 

خانواده در هنگام رشد بیوفیلم به  طور چشم  گیری افزایش می  یابد و نقش 

،eap1 ،csa1 ،als9 ،als7 ،als5 ،als4 ،als3 ،als2 ،als1 مهم این ژن ها 

،rbt1 ،pmt6 ،pmt4 ،pmt2 ،pmt1 ،pga10 ،pga1 ،och1 ،hwp1 ،fks1  

sun41 ،rbt5 و hwp2 در تشکیل بیوفیلم به اثبات رسیده است. از مهمترین 

ژن  های مؤثر در تشکیل بیوفیلم، ژن als بیوفیلم در مخمر کاندیدا آلبیکنس 

موارد  این  به  می  توان  بیوفیلم  تشکیل  در  دخیل  ژن  های  از  است)10(. 

،eap1،csa1،als9،als7،als5 ،als4 ،als3 ،als2 ،als1 که  :  کرد   اشاره 

،rbt1 ،pmt6 ،pmt4 ،pmt2 ،pmt1 ،pga10 ،pga1 ،och1 ،hwp1 ،fks1  

sun41 ،rbt5 و hwp2 می  باشد)11(.

خانواده  ی ژنی als حداقل دارای 8 عضو als1-als7 و als9 است. 

ژن   ،SC5314 سویه  آلبیکنس  کاندیدا  در  که  است  داده  نشان  بررسی  ها 

als1 در کنار ژن  های als2 ،als5 ،als9 و als4 روی کروموزوم 6 واقع 

شده است. یکی دیگر از ژن  های مهم در اتصال مخمر کاندیدا آلبیکنس ژن 

قارچ  های  برای  که  است   hyr1 هیفی،  تنظیم  کننده  ی  ژن  می  باشد.   hwp1

دی مورفیک و پلی مورفیک مسئول تبدیل فرم فاز مخمری به هیفی است. 

مقدمه
پریودنتال بیماري التهابي بافت  هاي حمایت  کننده  ی دندان است که 

ایجاد  میکروارگانیسم  ها  از  گروهي  یا  خاص  میکروارگانیسم  هاي  توسط 

مي  شود و با تخریب وسیع لیگامان پریودنتال و استخوان آلوئولار به  همراه 

تشکیل پاکت پریودنتال دندانی، انحلال لثه و یا هر دو مشخص مي  شود)1(. 

از  مي  شود،  ژنژیویت  از  بیماري  این  شناسایي  باعث  که  کلینیکي  نماي 

به همراه تشکیل  دست  رفتن چسبندگي کلینیکي است. این حالت معمولاً 

پاکت و تغییرات در دانسیته و ارتفاع استخوان آلوئولار مجاور است)2(.

از  بعد  دندان  و  دهان  شایع  بیماري  دومین  پریودنتال،  بیماري 

مزمن  التهاب  که  مي  دهد  نشان  اپیدمیولوژیک  مطالعات  است.  پوسیدگي 

جمعیت  از  درصد   10 حدود  مي  شود.  یافت  جهان  جمعیت  اکثر  در  لثه 

بزرگسال از بیماري پریودنتال شدید رنج مي برند. این بیماری یکي از علل 

عمده  ی از دست  رفتن دندان در سراسر جهان است. در سال 2007 میزان 

شیوع بیماری پریودنتال در مردان 62/7% گزارش شد. بررسی شیوع بیماری 

پریودنتال در ایران به  طور گسترده انجام نگرفته است ولی شیوع پریودنتال 

مهاجم در دانش  آموزان 16-14 ساله در تبریز 0/5% گزارش شد. در افراد 

دیابتی و دارای بیماری آرتریت روماتویید شیوع بیماری پریودنتال بالاتر 

است)4و3(.

کاندیدا، مخمر شایع در بیماری  های قارچی فرصت طلب در سراسر 

دنیا می  باشد و همچنین به فراوانی روي سطح پوست و غشاهاي مخاطی 

کلونیزه می  شود. کاندیدا یکی از اعضای فلور نرمال پوست، دهان، واژن و 

مدفوع است و به همان میزان که پاتوژن است فرصت طلب نیز هست)5(.

با مصرف مواد غذایی و  باکتریهای فلور طبیعی  در حالت طبیعی 

ترشح مواد ضدقارچی یکی از مهمترین عوامل کنترل تکثیر میکروارگانیسم 

کاندیداها  جمعیت  افزایش  باعث  استروئید  ها  تجویز  می  شوند.  محسوب 

پیری،  مانند  پاتولوژیک  و  فیزیولوژیک  وضعیت  به  هم  خوردن  می  شود. 

جراحی،  اعمال  تروما،  دیابت،  چون  اندوکرینی  اختلالات  حاملگی، 

عوامل  آویتامینوز،  مخدر،  مواد  به  اعتیاد  وریدی،  داخل  تزریقات  چاقی، 

عوامل  از  سیتوکاینها  و  ایمنی  نقایص  ژنتیکی،  اختلالات  ایمونوساپرسیو، 

مستعد  کننده  ی بیماری به  شمار می  روند)6(.

بیوفیلم  های قارچی نیز همچون بیوفیلم باکتریایی متشکل از اجتماع 

بیوفیلم هنگامی  بیماری  زایی خاص هستند.  با ویژگی  های  پیچیده  سلولی 
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فعال شدن این ژن باعث طویل شدن فاز مخمری کاندیدا آلبیکنس به فرم 

میسلیال)هیفی( می  شود)12(.

یا مکمل  های  میکروبی و  از عوامل مکمل  پروبیوتیک  های غذایی 

بهبود  میزبان توسط  بر  مفیدی  اثرات  دام  ها هستند که  غذایی در خوراک 

نرمال  فلور  اینکه  بر  علاوه  آنها  می  گذارند.  روده  ای  میکروب  های  توازن 

و  شده  حیوان  یا  انسان  بدن  وارد  تغذیه  طریق  از  می توانند  هستند  روده 

این  شوند.  استفاده  بیماریها  از  بسیاری  در  پیشگیری  یا  درمان  به  عنوان 

میکروارگانیسمها در محیطهای غذایی خصوصاً محصولات لبنی قابل کشت 

هستند. برخی از باکتریها و مخمرهای پروبیوتیکی شامل سویه های اشریشیا 

کلی، بیفیدوباکتریوم و لاکتوباسیل می باشند)13(.

ماست، معمول  ترین ماده لبنی حاوی پروبیوتیک  هاست و از موارد 

دیگری مانند پنیر، شیرهای تخمیر شده و غیرتخمیری، آب میوه نیز می توان 

می توانند  نیز  غذایی  مکملهای  عموماً  کرد.  استفاده  پروبیوتیک  به  عنوان 

تاثیر  بررسی  مطالعه،  این  انجام  از  هدف  باشند)14(.  پروبیوتیکها  حاوی 

هم افزایی ترکیب کتوکونازول به  همراه پروبیوتیک بیفیدوباکتریوم بیفیدوم 

بر بیان ژن als در جهت تولید فاکتور بیوفیلم کاندیدا آلبیکنس جداشده از 

نمونه  های دهانی می  باشد.

روش بررسی

نوع مطالعه  ی این تحقیق، مطالعه  ی توصیفی-مقطعی است. سویه 

مورد  کیفیت  کنترل  به  عنوان   ATCC 14053 آلبیکنس  کاندیدا  استاندارد 

استفاده قرارگرفت. محاسبه  ی حجم نمونه با ضریب اطمینان 95 درصدی 

و سطح خطای 0/04 انجام گرفت و با استفاده از روش  های مرفولوژی و 

ماکروسکوپی،  و  میکروسکوپی  مرفولوژی  قبیل  از  استاندارد  بیوشیمیایی 

لوله زایا، هیدرولیز اوره و کشت بر روی محیط کشت کروم آگار  تولید 

)CHROMagar( کاندیدا  شناسایی گردید. 

از  آلبیکنس  کاندیدا  بالینی  جدایه   12 مقطعی،  مطالعه  ی  این  در 

عفونت پریودنتال دهانی بیماران که به کلینیک دندانپزشکی کرمان مراجعه 

کرده بودند، جدا شد و در ظرف استریل و درپوش  دار مخصوص در شرایط 

4 درجه سانتی  گراد به آزمایشگاه میکروب  شناسی منتقل شد. همه  ی جدایه  ها 

در سابورو دکستروز مایع حاوی 300 میکروگرم/میلی لیتر کلرامفنیکل در 

دمای منهای 80 درجه سلسیوس ذخیره شدند.

جهت ایزوله  سازی گونه  های کاندیدا از عفونت پریودنتال، نمونه  ها 

 )SDAc( کلرامفنیکل  حاوی  آگار  دکستروز  سابورو  محیط  روی  بر 

تازه  بر روی محیط کشت  آلبیکنس  کاندیدا  از  کلنی  دو  داده شد.  کشت 

سابورودکستروز آگار )SDA, Merck, Germany( حاوی کلرامفنیکل دو 

بار کشت مجدد داده و در دمای 35 درجه سلسیوس به مدت 24 ساعت 

اطمینان حاصل  لگاریتمی مخمر  فاز  از رشد در  گرمخانه  گذاری شدند و 

شد.

مناسب  میکروبی  سوسپانسیون  یک  فارلند:  مک  نیم  استاندارد 

به  منظور تعیین حساسیت آنتی  بیوتیکی است، تا تعداد باکتري هاي موجود 

روش  انجام  براي  تعداد  این  باشد.  مناسبی  میزان  تلقیحی  نمونه  ی  در 

میلی  لیتر  هر  در  باکتري  سلول   1/5  ×108 قرارداري  طور  به    آنتی  بیوگرام 

تلقیح است. به  منظور آماده  سازي تعداد باکتري براي تلقیح، لوله  ی شماره  ی 

0/5 مک فارلند انتخاب می  شود.

برای   ،1 پرایمر جدول  از  تحقیق  این  برای  آغازگرها)پرایمر  ها(: 

تکثیر قسمت هدف از ژنوم باکتری استفاده شد. 

جدول 1: مشخصات پرایمر های استفاده شده در این مطالعه)15(

)bp( نام ژنتوالی نوکلئوتیدیطول قطعه
122F-5ʹ- ATGAAGTCTACCATCTTCTCCG -3ʹals2

R=5ʹ-TCCGCTTCTGTCGGTCA-3ʹ

تهیه  Gene runner و جهت  افزار  نرم  پرایمر ذیل توسط  پرایمر به شرکت سیناژن سفارش داده شد.جفت 

جدول 2: برنامه PCR مطالعه حاضر

مدت زمان واکنشدمای انجام واکنشمراحل انجام واکنش

)Predenaturation( 3 دقیقه95 درجه سانتی گرادشروع

)Denaturation( 30 ثانیه95 درجه سانتی گرادواسرشت

)Annealing( 30 ثانیه58 درجه سانتی گراداتصال
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)Extension( 30 ثانیه72 درجه سانتی گرادطويل شدن

)Final( 10 دقیقه72 درجه سانتی گرادپايان

:)Cycle( 35 سیکلتعداد سیکل

برای اجرای آزمون PCR( Polymerase Chain Reaction( از 

تهیه نموده و در مخلوط واکنش  به 10 رقت  به نسبت 1  محلول ذخیره 

PCR استفاده گردید. 

جزییات واکنش PCR در این مطالعه: برای این مطالعه واکنش 

 200 شامل:   PCR واکنش  هر  شد.  انجام  میکرولیتر   25 در حجم   PCR

لیتر  در  مول  میلی   1/5 پرایمر،  هر  از  پیکومول   10  ،  dNTPمیکرومول

MgCl2، 0/5 واحد آنزیم Taq و 50 نانوگرم DNA الگو میبود. واکنش 

PCR در دستگاه ترموسایکلر طبق جدول 2 انجام شد.

تهیه  ی  برای  فارلند:  مک  نیم  معادل  قارچی  سوسپانسیون 

سوسپانسیون قارچی، تعداد 4 تا 5 کلنی تازه)18 تا 24 ساعته(، خالص و 

مشابه قارچ  های رشد کرده بر روی محیط جامد با لوپ استریل برداشت 

شد و در لوله  ی حاوی 5 میلی  لیتر محیط مایع و یا سرم فیزیولوژی استریل 

حل شد و در حدود 15 تا 20 ثانیه ورتکس شد تا کاملًا حل شود. این 

سوسپانسیون به کمک لوله  ی 0/5 مک فارلند به غلظت مناسب رسانده شد.

تهیه کتوکونازول: پودر ضدقارچ کتوکونازول و از شرکت سیگما 

سولفوکسید  متیل  دی  در  و  خریداری   )St. Louis, MO, Germany(

)DMSO( حل شد. طیف رقت کتوکونازول مطابق دستورالعمل موسسه 

استاندارد آزمایشگاهی و بالینی CISI تهیه گردید)16(.

پروبیوتیک  بیفیدیوم:  بیفیدیوباکتریوم  پروبیوتیک  تهیه 

پژوهش  های  مرکز  از   PTCC 1644 شماره  با  بیفیدوم  بیفیدیوباکتریوم 
صنعتی ایران خریداری گردید. باکتری در محیط MRS Broth رشد داده 

شد، سپس روی آن مخلوط وازپار)مخلوط وازلین پارافین( استریل جهت 

ایجاد شرایط بی  هوازی ریخته شد. پس از گذشت 24 ساعت از روی آن 

وازپار برداشته و از باکتری استفاده گردید. از غلظت نیم مک فارلند جهت 

پروبیوتیک   )MIC( Minimum inhibitory concentration تعیین 

استفاده شد.

 100 به   SDB کشت  محیط  در  تیمار  دو  هر  از  میکرولیتر   100

چاهکی   96 میکروپلیت  های  چاهک  در  قارچی  سوسپانسیون  میکرولیتر 

به مدت  و  بسته  میکروپلیت  ها  درِ  به خوبی مخلوط شد. سپس  و  اضافه 

دمای  در  ساعت   24 به مدت  شد.  نگهداری  یخچال  دمای  در  ساعت   2

بدون  کشت  محیط  از  و  گردید  گرمخانه  گذاری  سلسیوس  درجه   35

به  عنوان  قارچی  سوسپانسیون  و  پروبیوتیک  بدون  و  ضدقارچی  عوامل 

کنترل مثبت)+con( و برای کنترل منفی)-con( فقط عوامل ضدقارچی و 

پروبیوتیک و محیط کشت استفاده شد. پس از 24 ساعت گرمخانه  گذاری، 

پایانی  نقطه  و  مخلوط  به  خوبی  میکروپیپت  توسط  چاهک  هر  محتویات 

برای تاثیر عوامل ضدقارچی و پروبیوتیکی بر مخمر به  عنوان کمترین رقت 

هر ترکیب که از 50 و 90 درصد رشد در مقایسه با کنترل ممانعت نماید، 

ارزیابی شد.

بیفیدوباکتریوم   پروبیوتیک  و  کتوکونازول  با  قارچ  تیمار 

واقعی  زمان  در  پلیمراز  زنجیری  واکنش  انجام  از  قبل   بیفیدوم: 
و  تیمار  لوله  دو   ،)Real-Time Polymerase Chain Reaction( 

غیرتیمار از غلظت subMIC جهت استخراج RNA تهیه شد که لوله تیمار 

حاوی محیط کشت SDB و تیمار)یک بار کتوکونازول، یک بار پروبیوتیک 

 SDB و یک بار ترکیبی از هر دو( و مخمر و لوله  ی غیرتیمار، حاوی محیط

انکوباتور قرار گرفت. جهت استخراج  تهیه شد و 8 ساعت در  و مخمر 

RNA  آماده شد.  برای حذف DNA ژنومی از کیت )DNase I( استفاده   

)Cat. No: PR891620/EX6031) Cinna Pure RNA از کیت ،RNA شد. برای استخراج 

شرکت سینا کلون استفاده گردید.

2-Steps RT- PCR از کیت   cDNA برای سنتز   :cDNA  سنتز 

)Cat. No: RTPL12(  شرکت ویوانتیس استفاده شد. همانند مسیر انجام 

واکنش PCR  انجام شد.

تجزیه آماری: تحلیل آماری پس از نرمال نمودن داده  ها با استفاده 

 SPSS آماری  افزار  نرم  به کمک  آزمون تحلیل واریانس یک طرفه و  از 

انجام گردید.

یافته  ها
به  پریودنتال  به  مشکوک  مراجعان  از  مقطعی  مطالعه  ی  این  در 

کلینیک دندانپزشکی کرمان، 12 جدایه بالینی کاندیدا آلبیکنس از عفونت 

پریودنتال دهانی بیماران جمع  آوری شد. 

نتایج تعیین کمترین غلظت مهاری به روش میکروپلیت

کمترین غلظت مهاری کتوکونازول: در این مطالعه کمترین غلظت 

مهاری دارو با روش میکروبراث دایلوشن به  دست آمد. نتایج حداقل غلظت 

مهار  کننده  ی رشد )MIC( کتوکونازول بر سویه  های کاندیدا آلبیکنس 12/5 

میکروگرم بر میلی  لیتر نشان داده شد. 
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شکل 1: نتیجه PCR ایزوله  های حامل ژن M :als؛ )dna size ladder (100 bp فرمنتاز، کنترل مثبت و کنترل منفی؛ 
چاهک  های 12-1 نمونه  های پریودنتال حاوی کاندیدا آلبیکنس

در  بیفیدوم:  بیفیدوباکتریوم  پروبیوتیک  مهاری  غلظت  کمترین 

این مطالعه، کمترین غلظت مهاری پروبیوتیک بیفیدوباکتریوم بر سویه  های 

کاندیدا آلبیکنس برابر 256 میکروگرم بر میلی لیتر نشان داده شده است.
 :Fungal inhibit Concentration (FIC( میزان شاخص غلظت مهاری نسبی

تعیین میزان غلظت مهاری FICI )کتوکونازول و بیفیدوباکتریوم بیفیدوم( 

برابر 62/5 میکروگرم بر میلی  لیتر بود. 

در   PCR آزمون  نتایج   :als ژن  حامل  ایزوله  های   PCR نتیجه 

ایزوله  های مطالعه نشان داد که تمامی ایزوله  ها دارای ژن als بود و در نتیجه 

حامل قطعه  ی bp 122 بودند)شکل 1(.

مختلفی  افزارهای  نرم   :  Real–Time PCR محصولات  نتایج 

برای بررسی اختلاف بین بیان ژن نمونه و مرجع وجود دارد. درصورتی  که 

تعداد نمونه  ها زیاد باشد)تا 100 نمونه( می  توان از نرم افزارهای REST و 

REST-XL استفاده کرد. 

جدول 3: میزان RNA استخراج شده نمونه   کاندیدای تحت مطالعه

میزان توتال RNA )بر حسب نانوگرم بر میلی لیتر(میزان RNA استخراج شده

510سويه شاهد

496تیمار شده با کتوکونازول

521تیمار شده با بیفیدوباکتريوم

473تیمار ترکیبی)کتوکونازول+بیفیدوباکتريوم(

برای  استخراج شده،   RNA استخراج شده:   RNA ارزیابی  نتایج 

اطمینان از صحت استخراج نمونه  ی موردنظر، مورد ارزیابی کمی و کیفی 

قرارگرفت. برای بررسی کمی RNA استخراج شده از روش جذب نوری 

260/280 نانومتر استفاده شد. در این روش 2 میکرولیتر از RNA استخراج 

شده در دستگاه اسپکتروفتومتر قرار داده شد و جذب طول موج  های 260 

و 280 نانومتر و نسبت بین این دو طول موج و همچنین نسبت 230/260 

هم بررسی گردید. در جدول 3 قابل مشاهده است.

نمودار 1: منحنی ذوب بدست آمده از تکثیر ژن als در ایزوله  ی کاندیدا آلبیکنس
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آنالیز  نتایج  آلبیکنس:  کاندیدا  ایزوله  ی  در   als ژن  بیان  نتایج 

 als، نشان داد که بهترین دمای منحنی ذوب برای ژن Real–Time PCR

86/79 درجه  ی سانتیگراد می  باشد)نمودار 1(. نتایج به  دست آمده حاکی از 

آن است که بیان ژن als در ایزوله  ی کاندیدا آلبیکنس تیمار شده نسبت به 

ایزوله  ی تیمار نشده پایین تر بود که بیانگر نقش مثبت دارو در کاهش بیان 

ژن als در ایزوله  ی تحت مطالعه است)نمودار 2(.

نمودار 2: نتایج Real–Time PCR برای ژن als در ایزوله ی کاندیدا البیکنس

از  این تحقیق  Real–Time PCR: در  روش محاسبه   داده  های 

روش CT∆∆ برای محاسبه استفاده شد. در این روش با فرض اینکه بازده 

ژن مورد نظر و ژن مرجع با هم برابر هستند، می  توان تغییراتی را در فرمول 

ایجاد کرد. در این حالت نسبت ژن مورد نظر و ژن مرجع قبل و بعد از 

تیمار به  دست آورده و بر هم تقسیم شد. 

محاسبه  ی بیان ژن als در ایزوله کاندیدا آلبیکنس: در ابتدا تفاوت

CT هر دو ژن قبل از تیمار به  دست آورده شد

جدول 4: نتایج fold change در سویه های تحت مطالعه

treat Fold change P.value
keto -1/47 0/01

Keto+pro -1/61 0/050
pro -1/29 0/008

نتايج محاسبه  ی fold change نشان داد که ترکیب کتوکونازول و 

پروبیوتیک توانست 1/61 درصد بیان ژن als را کاهش دهد)جدول 4(.

بحث

و  خونگرم  حیوان  های  ساکن  طبیعی  قارچ  يک  آلبیکنس  کانديدا 
انسان  هاست. اين قارچ، بسته به طبیعت میزبان، دو گروه عفونت را به  وجود 

کانديديازيس  و  مهبلی  دهانی،  می  آورد شامل: عفونت  های سطحی)مانند: 

جلدی( که در افراد سالم هم ديده می  شود، عفونت  های عمق)مانند: ريوی، 

رخ  ايمنی  شديد  اختلال  با  افراد  در  که  کانديدمی(  و  ادراری  گوارشی، 

می  دهد. مخمرها ارگانیسم  های فرصت  طلب هستند و عوامل مهارکننده  ی 

سیستم ايمنی مثل: شیمی  درمانی در بیماران سرطانی، پرتودرمانی، استفاده 

از آنتی بیوتیک  های وسیع الطیف، ايدز، ديابت شیرين و ... موجب مهاجم 

شدن اين قارچ  ها می شود)17(. 

کانديديازيس مهاجم يکی از عوارض شايع و بالقوه کشنده  ی ناشی 

از سرطان و شیمی درمانی مرتبط با آن است. اکثر عفونت  های کانديدايی 

توسط کانديدا آلبیکنس به  وجود می  آيند تقريباً در نیمی از بیماران سرطانی 

که تحت پرتودرمانی سر و گردن قرار می  گیرند، گونه  های کانديدايی تجمع 

می  يابند و تولید عفونت می  کنند که اگر عفونت توسعه  ی موضعی يا عمومی 

پیدا کند، به مرگ بیمار منتهی می  شود. کانديدا آلبیکنس به  عنوان قوی  ترين 

 als گونه  ی کانديدايی مهم پزشکی شناخته می شود)18(. در نتیجه برای ژن

برابر 1/47- که بیانگر اين است که اين ژن در گروه تیمارشده نسبت به 

گروه غیرتیمارشده 1/47 برابر کاهش يافته است.

با  مطالعه  ای  در   2018 سال  در  همکاران  و   Belmadani  

عنوان»فعالیت ضدقارچی و سینرژيسم آزول  ها با زعفران لهستانی« دريافتند 
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که عصاره  ی اتانولی پروپیل )EEP( در غلظت  های زير MIC، تبديل فاز 

اثر  می  کنند.  مهار  را  مايع  محیط  در  آلبیکنس  کانديدا  میسلیوم  به  مخمر 

سینرژيک برای اثر EEP در ترکیب با فلوکونازول )FLU( و وريکونازول 

در   EEP حضور  در  شد.  مشاهده  آلبیکنس  کانديدا  برابر  در   )VOR(

 256 به  ترتیب    VOR و   FLU های   MIC  ،%0/02 پايین  غلظت  های 

که  کردند  بیان  محققان  اين  بود.  تنهايی  به  داروهای  از  کمتر  برابر   32 و 

احتمالا غشای سلولی قارچی به  عنوان هدف احتمالی EEP می  باشد)19(. 

و   Gucwa موجود  نتايج  با  موافق  تحقیق حاضر همچنین،  با  مقايسه  در 

بیوورسین  با  سینرژيسم  اثر  دارای  کتوکونازول  که  دريافتند  همکاران 

)BEA( می  باشد)20(.

با  مطالعه  ای  در  و   2015 سال  در  همکاران  و   Yenisehirli

عنوان»حساسیت ضدقارچی ايزوله  های کانديدا آلبیکنس در توکات« ترکیه 

دريافتند که تمامی سويه  ها به آمفوتريسین و آنیدولافونگین حساس بودند. 

اگرچه هیچ  يک از جدايه  ها مقاومت به کاسپوفانژين نداشتند اما 15 درصد 

شدند.  طبقه  بندی  واسط  حد  مقاومت  نشان  دهنده  ی  به  عنوان  جدايه  ها  از 

ايتراکونازول،  فلوکونازول،  کتوکونازول،  به  آلبیکنس  کانديدا  مقاومت 

 %14 و   %14  ،%21  ،%34  ،%32 به  ترتیب  پسوکونازول  و  ويريکونازول 

بود)21(.

فاکتورهای  ژن  شناسايی  به   2010 سال  در  همکاران  و   Nailis

 Real-Time-PCR ويرولانس بیوفیلم بالقوه در کانديدا آلبیکنس با روش

و  PLB ،SAP ،ALS ،WP1 به مربوط  بیوفیلم  ژن  های  بیان  پرداختند. 

LIP در کانديدا آلبیکانس مشاهده شد. ALS1 -5 در تمام ايزوله  های مورد 

 ALS9 بررسی بیان بیشتری داشت درحالی  که کمترين بیان ژن مربوط به

که   -1/47 برابر   als ژن  برای   Fold Change میزان  شد)22(.  مشاهده 

بیانگر اين است که اين ژن در گروه تیمار شده نسبت به گروه غیرتیمار 

شده 1/47 برابر کاهش يافته است.

عنوان با  مطالعه  ای  در  و   2018 سال  در  همکاران  و   Marc 

آلبیکنس  کانديدا  بیوفیلم  علیه  تیازولیدنیون  متیل(  »N-)اکسازولیل 

نقش  به  توجه  با  که  دريافتند   »Als پروتئین  های  بالقوه  کننده  های  مهار 

مستندشده  ی Als1 و Als3 در تشکیل بیوفیلم، کلاس جديدی از ترکیبات 

در  جديد  روش  يک  می  تواند  می  دهد،  قرار  هدف  را  پروتئین  ها  اين  که 

پیشگیری و مديريت عفونت  های کانديدا آلبیکانس باشد)23(. بنابراين در 

اين تحقیق، میزان Fold Change برای ژن als برابر 1/47- است که بیانگر 

اين است که اين ژن در گروه تیمار شده نسبت به گروه غیرتیمار شده 1/47 

برابر کاهش يافته است.

حقیقی و همکاران)1390( به ارزيابی اثر کاتچین بر تشکیل بیوفیلم 

قارچی سويه  های استاندارد حساس و مقاوم کانديدا آلبیکنس پرداختند. در 

اين مطالعه  ی تجربی که در سال 1389 در دانشگاه تربیت مدرس انجام شد، 

رقت های سريالی از محلول کاتچین در میکروپلیت های 96 خانه ای تهیه 

شد. حداقل غلظت مهارکنندگی با روش رقت سازی در محیط کشت مايع 

ارزيابی گرديد. بیوفیلم کانديدا آلبیکنس در پلیت های 96 خانه ای تشکیل و 

اثر ضدکانديدايی کاتچین بر روی آن بررسی شد. درحالی  که در اين تحقیق 

میزان Fold Change برای ژن Als برابر 1/47- که بیانگر اين است که 

اين ژن در گروه تیمارشده نسبت به گروه غیرتیمارشده 1/47 برابر کاهش 

يافته است. داده ها با آزمون آماری تی تست تجزيه و تحلیل شدند. حداقل 

حداقل  و  میلی لیتر  در  میکروگرم   5/77 کاتچین،   50 مهارکنندگی  غلظت 

غلظت  حداقل  و  میلی  لیتر  در  میکروگرم   8/33  ،90 مهارکنندگی  غلظت 

کشندگی آن 9/47 میکروگرم در میلی لیتر تعیین گرديد. غلظت مهار کنندگی 

فلوکونازول  به  حساس  سويه  ی  برای  فلوکونازول  و  کاتچین  بیوفیلم 

به  ترتیب 19/35 و 4 میکروگرم در میلی لیتر و هم چنین برای سويه مقاوم به 

فلوکونازول به  ترتیب 23/53 و 8 میکروگرم در میلی لیتر بود)24(.

hwp1 در  و   als1 به شناسايی دو ژن  پاکدل و همکاران)1392( 

ايزوله  های کانديدا آلبیکنس جداشده از عفونت واژينال پرداختند. در اين 

مراکز  از  واژينال  عفونت  به  مبتلا  زنان  از  آمده  به  دست  جدايه   7 مطالعه 

مختلف پزشکی تهران در سال  های 1390 و 1391 انتخاب شد. استخراج 

سپس گرفت.  صورت  الکل  فنل-کلروفرم-ايزوآمیل  روش  به   DNA

Multiplex PCR با پرايمرهای اختصاصی انجام شد. نتايج حاصل، حضور 

با فراوانی 57% و 28% در جدايه های  دو ژن als1 و hwp1 را به  ترتیب 

از   %50 که  دارد  اين  بر  دلالت  مطالعه  اين  نتايج  داد.  نشان  موردمطالعه 

جدايه  های واجد ژن als1 دارای ژن hwp1 نیز هست)25(. درحالی  که در 

اين تحقیق میزان ct∆∆- بیانگر آنست که برای ژن  ها در گروه تیمارنشده 

نیز   Fold change نسبت به گروه تیمارشده قابل ارزيابی بوده و رديف

تیمارشده  گروه  به  نسبت  تیمارنشده  گروه   Fold change میزان  بیانگر 

می  باشد. میزان Fold Change برای ژن Als برابر 1/47- که بیانگر اين 

است که اين ژن در گروه تیمار شده نسبت به گروه غیرتیمار شده 1/47 

برابر کاهش يافته است.

گونه  بیوفیلم  شناسايی  به   ،2008 سال  در  همکاران  و   Urzua

کانديدا و تعیین پلی مورفیسم ALS3 در ايزوله  های بالینی کانديدا آلبیکنس 

ترشحات  ادرار،  نمونه  های خون،  از  کانديدا  مختلف  گونه  های  پرداختند. 

وولوواژينال و مايع ديالیز صفاقی جدا شدند. تولید بیوفیلم در 327 کانديدا 
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بررسی شد. از 198 کل ايزوله کانديدا با بیوفیلم مثبت، 72 و 126 سويه 

بیوفیلم  تولید  شد.  گرفته  نظر  در  بالا  و  پايین  به  صورت  بیوفیلم  تشکیل 

توسط کانديدا آلبیکنس به  طور قابل توجهی پايین  تر از ايزوله غیر آلبیکانس 

تیمارنشده  گروه  در  برای ژن  ها  که  آنست  بیانگر   -∆∆ct میزان  بود)26(. 

نیز   Fold change ارزيابی بوده و رديف  قابل  تیمارشده  به گروه  نسبت 

تیمارشده  گروه  به  نسبت  تیمارنشده  گروه   Fold change میزان  بیانگر 

می  باشد. میزان Fold Change برای ژن Als برابر 1/47- که بیانگر اين 

است که اين ژن در گروه تیمارشده نسبت به گروه غیرتیمارشده 1/47 برابر 

کاهش يافته است.

Barros و همکاران)2016( به بررسی تاثیر کانديدا کروزئی و کانديدا 

گلابراتا بر بیان ژن بیوفیلم در کانديدا آلبیکنس شرايط آزمايشگاهی پرداختند. 

،plb2  ،sap5 ،tec1 ،efg1 ،bcr1 ،hwp1 ،als3 ،als1 ژن  های مطالعه شامل 

،als3 ژن  های  بیان  کروزئی،  کانديدا  حضور  در  بود.   lip9  و 

شد،  مهار  کامل  به  طور  آلبیکنس  کانديدا   tec1 و   efg1 ،bcr1 ،hwp1

نشان  دهنده  ی تفاوت در رونوشت و تضاد فنوتیپی موجود بین اين دو گونه 

است؛ اما ژن  های مربوط به ترشح آنزيم  های تحريک افزايش يافته بود. در 

حضور کانديدا گلابراتا، کانديدا آلبیکنس نشان داد يک پروفايل بیان ژن 

مشابه که به  دست آمده در ارتباط با کانديدا کروزئی، هر چند دامنه تغییرات 

میزانش کمتر بود)27(. میزان ct∆∆- بیانگر آن است که برای ژن  ها در گروه 

 Fold ارزيابی بوده و رديف  قابل  تیمار شده  به گروه  تیمار نشده نسبت 

change نیز بیانگر میزان Fold change گروه تیمارنشده نسبت به گروه 

تیمارشده می  باشد. میزان Fold Change برای ژن Als برابر 1/47- بود 

که بیانگر اين است که اين ژن در گروه تیمارشده نسبت به گروه غیرتیمار 

شده 1/47 برابر کاهش نشان داد.

نتیجه  گیری

اولین  مطالعه  اين  پژوهش،  اين  تحقیقات  و  بررسی  ها  با  مطابق 

پروبیوتیک  يک  و  ضدقارچ)کتوکونازول(  آزول  يک  ترکیبی  اثر  بررسی 

 )als( بیوفیلم  کدکننده  ی  ژن  بیان  بر  بیفیدوم(  بی  هوازی)بیفیدوباکتريوم 

در ايزوله  های بالینی کانديدا آلبیکنس می باشد. نتايج مطالعه نشان داد که 

در  بیفیدوم  بیفیدوباکتريوم  پروبیوتیک  و  کتوکونازول  بین  سینرژيستی  اثر 

کاهش بیان ژن als )تولید بیوفیلم( وجود دارد. در نتیجه از اين خاصیت 

تقويت  کنندگی می  توان در بهبود عملکرد دارو استفاده نمود.

تشکر و قدردانی 

از  و  است  میکروبیولوژی  زمینه  در  مطالعه  ای  حاضر  پژوهش 

پايان نامه کارشناسی  ارشد با کد 9700256380812 اقتباس شده است.لازم 

بیماران  از  با رضايت آگاهانه به صورت شفاهی  به ذکر است نمونه برداری 

انجام گرديد. بدين  وسیله از آزمايشگاه میکروبی پاسارگاد و به  ويژه جناب 

فعالیت  اين  انجام  در  که  عزيزانی  کلیه  و  صادق  پور  مجید  مهندس  آقای 

علمی راهنمايی مفید و ارزنده داشتند، قدردانی و تشکر می  گردد. 
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The Synergistic Effect of Ketoconazole and Probiotic  
Bifidobacterium Bifidum on  Isolated Composition of  

Expression of Candida Albicans Als Gene Biofilm from Oral Samples

Mina Rezaei1 (M.S.( - Sedigheh Mehrabian2 (Ph.D.( - Kiumars 

Amini3 (Ph.D.(

Background and Aim: Candida albicans has numerous virulence factors such as 
the agglutinin-like sequence)ALS) genes which code the large glycoprotein family 
that has a role in the adherence of Candida. The present study was to observe the 
synergistic effect of ketoconazole and probiotic composition of Bifidobacterium 
bifidum on expression of C. albicans als gene biofilm isolated from oral samples.
Materials and Methods: In this cross-sectional study, 12 clinical isolates of C. 
albicans were collected from oral periodontal infection in patients referred to dental 
clinic in Kerman. The MIC and FIC values for each treatment)keto and probiotic 
alone and keto-probiotic composition) were obtained using micro broth dilution 
method. Finally, a real-time PCR test was performed to evaluate the level of ASL 
gene expression in the strains and the results were analyzed using the 2-ΔΔct  method.
Results: The results showed that the combination of ketoconazole and  
bifidobacterium bifidum had synergistic effects. The results of this study showed 
that the effect of Ketoconazole(keto), B. bifidum(probiotic) alone and the effects of  
ketoconazole+Bifidobacterium(keto+pro) were 1.47, 1.61 and 1.29 times, reduced 
the als gene, respectively.
Conclusion: The results of this study showed that synergistic effects between 
ketoconazole and probiotic B. bifidum have been shown to reduce als gene  
expression(biofilm production). Therefore, it is recommended to administer 
probiotic supplementation with ketoconazole in the treatment of candidal infections.
keywords: Candida Albicans, Agglutinin Like Sequence)ALS) Gene, 
Ketoconazole, Bifidobacterium Bifidum, Real-Time Polymerase Chain Reaction 
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