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 دا٘ـٍبٜ آصاد اػلأی،دا٘ـىذٜ ػّْٛ صیؼتی،  آدرط4

 ٖایشا ٚاعذ تٙىبثٗ،

 

 

 16/1/33 دريبفت4

 22/4/33 ٍيزايؼ پبيبًی4

 30/4/39 پذيزػ4

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 

 

 چکیدُ

افضایؾ لبثُ ٔلاعظٝ ی دس لبسس ٞب ٔمبٚٔت داسٚیافضایؾ ثٝ د٘جبَ  4سهیٌِ ٍ ّدف       
 ٔغبِؼبت ّٔىِٛی ٔـبٞذٜ ٔی ؿٛد.٘ؼجت ثٝ فّٛوٛ٘بصَٚ آِجیىٙغ ٔمبٚٔت ٌٛ٘ٝ ٞبی وب٘ذیذا 

ٞبی  رذایٝدس ثب افضایؾ ثیبٖ طٖ آ٘ضیٓ ٞبی تِٛیذؿذٜ ٔمبٚٔت داسٚیی ایٗ  ط باستج تؼییٗثشای 
ثیبٖ طٖ  یبفتٗ استجبط د٘جبَٝ ث ایٗ ٔغبِؼٝ .ٔمبْٚ ثٝ داسٚ دس عبَ پیـشفت اػت ییوب٘ذیذا

ثب ٔمبٚٔت  صیغ،بوب٘ذیذیاص ثیٕبساٖ ٔجتلا ثٝ خبسد ػِّٛی وب٘ذیذا آِجیىٙغ رذا ؿذٜ  8ِیپبص
 .ثٛدیبعؼبػیت ثٝ فّٛوٛ٘بصَٚ 

وب٘ذیذ آِجیىٙغ ؿٙبػبیی  ی ثش سٚی ٔخٕشٞبی آصٖٔٛ عؼبػیت داسٚی 4رٍػ بزرعی       
 فّٛوٛ٘بصَٚ رٟت تؼییٗ ٌٛ٘ٝ ٞبی ٔمبْٚ ٚ ٘ؼجت ٚاط٘یصیغ دٞب٘ی ٚ ؿذٜ اص وب٘ذیذیب

دس ٌٛ٘ٝ  ٔمبیؼٝ ای ثیبٖ ایٗ طٖ ثشای ثشسػی كٛست ٌشفت. CLSIٔغبثك ثب سٚؽ عؼبع 
  .ا٘زبْ ؿذ RT real_time PCRٚاوٙؾ ٞبی عؼبع ٚ ٔمبْٚ 

٘یٕٝ  رذایٝ 12، عؼبع  رذایٝ 20ؿذٜ،  رذا وب٘ذیذا آِجیىٙغٔٛسد 46اص يبفتِ ّب4       
٘تبیذ  PCR پغ اص ا٘زبْ ٚاوٙؾ .ؿٙبػبیی ؿذ٘ذٔمبْٚ ثٝ فّٛوٛ٘بصَٚ   رذایٝ 14ٚ عؼبع 

دس  ثٛدٜ دس عبِی وٝ ٞبی عؼبع ثٝ فّٛوٛ٘بصَٚ ٔتٛػظ رذایٝطٖ دس  ایٗ ثیبٖ  ٘ـبٖ داد وٝ
 ، ثبلا ثٛد.ٞبی ٔمبْٚ ثٝ فّٛوٛ٘بصَٚ ثیبٖ ایٗ طٖ رذایٝ

ثیبٖ ثیؾ اص عذ ثؼضی اص طٖ ٘ـبٖ داد وٝ  8ِیپبص ثیبٖ طٖ  ٘تبیذ عبكُ اص 4ًتیجِ گیزی       
٘یض  دس ایزبد ٔمبٚٔت ثٝ فّٛوٛ٘بصَٚ ٕٔىٗ اػت  ،ٞبی آ٘ضیٓ ٞبی ٔؼئَٛ عذت وب٘ذیذا

 ذ.ٙ٘مؾ داؿتٝ ثبؿ

 ،REAL-TIME PCR ص،ثیبٖ طٖ ِیپب، صیغبوب٘ذیذی کلیدی4 ٍاصُ ّبی         
 صَٚفّٛوٛ٘ب
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 33 سهغتبى (5)ؽوبرُ  هجلِ علَم آسهبيؾگبّی، دٍرُ ّؾتن

 هقدهِ
ٞبی لبسصی  وب٘ذیذیبصیغ یىی اص ؿبیغ تشیٗ ػفٛ٘ت      

ثبؿذ وٝ  ایزبد ؿذٜ تٛػظ ٌٛ٘ٝ ٞبی فشكت عّت وب٘ذیذا ٔی

 اػبػی٘مؾ  آٖثٝ عٛس ػٕذٜ وب٘ذیذا آِجیىٙغ دس ایزبد 

ثٝ تؼذاد وٓ دس دٞبٖ ٚرٛد داسد. وب٘ذیذا آِجیىٙغ اغّت 

أب ػٛأُ خبكی ٕٔىٗ اػت ثبػج تىخیش ثیؾ اص عذ  داسد،

اِغیف ٕٔىٗ  ٞبی ٚػیغ آٖ ؿٛ٘ذ. دسٔبٖ ثب آ٘تی ثیٛتیه

ٞب سا دس دٞبٖ ثشٞٓ صدٜ ٚ ثبػج  اػت تؼبدَ عجیؼی اسٌب٘یؼٓ

(. دس ثیٕبسا٘ی 1،2)ؿٛ٘ذٚ ایزبد ثشفه دٞب٘ی  وب٘ذیذاتىخیش 

ٚ وؼب٘ی ٞب خلٛف دیبثتیهٝ ث اختلالات ا٘ذٚوشیٗ ٔجتلا ثٝ

 ،اػتفبدٜ ٔی وٙٙذ ٞبٔذت اص آ٘تی ثیٛتیه وٝ ثٝ ٔذت عٛلا٘ی

ثیـتش  ٚاط٘یوب٘ذیذیبصیغ  ،ٚاطٖفّٛس عجیؼی ثب ثٝ ٞٓ خٛسدٖ 

، ػٛأُ ٞب وٕجٛد ٚیتبٔیٗ، اػتشٚئیذٞب. ٔلشف دیذٜ ٔی ؿٛد

 ٞب ٚ ػبیش، ٔلشف ػبیتٛتٛوؼیٗٙیػبُٔ ػشوٛة وٙٙذٜ ایٕ

 ٚاط٘یتٛا٘ذ ثبػج ثشٚص وب٘ذیذیبصیغ ٔی ٘یضٞب ٚداس

احشات ضذ ٔتبثِٛیه ؿیٕی دسٔب٘ی ٔٛرت اص وبس  .(3،4)ذ٘ؿٛ

ایزبد صخٓ دس دٞبٖ ٚ تٟبرٓ  افتبدٖ دفبع ٔیضثبٖ ٚ دس ٘تیزٝ،

تٛا٘ذ  ٞب ٔی ٞبی ٔٛرٛد دس آٖ ٔی ؿٛد. ایٗ ػفٛ٘تٔیىشٚة 

ِِٛٝ ٌٛاسؽ ٚاسد رشیبٖ خٖٛ ؿذٜ ٚ دس ٟ٘بیت اص ساٜ دٞبٖ ٚ 

ٔیضاٖ . دٛاٖ ؿثیٕبسدس ایٗ ٔٙزش ثٝ ػپتی ػٕی ٚ تٟذیذ عیبت 

 ٔمبْٚ ٚ یدس دٞبٖ افشاد تغت ؿیٕی دسٔب٘ وب٘ذیذاوّٙیضاػیٖٛ 

ثب تٛرٝ ثٝ  وٝ ٘ـبٖ ٔی دٞذ ،داسٚٞبی ضذ لبسصی سایذ ثٝ

 ،ٟبٚ افضایؾ ٔشي ٚ ٔیش ٘بؿی اص آ٘ػفٛ٘ت  ٌؼتشؽ ؿذت

فّٛوٛ٘بصَٚ یىی اص  .(6،5ذ)٘٘یبص ثٝ تٛرٝ ثیـتشی داسایٗ افشاد 

ٞبی لبسصی اػت وٝ  ػفٛ٘تصٙیٗ داسٚٞبی ا٘تخبثی دس دسٔبٖ 

ٔـىلات داسٚ، ایٗ ٔمبْٚ ثٝ ی وب٘ذیذا ؿیٛع افضایؾ ٔیضاٖ 

ٔغبِؼبت  (.7ػذیذٜ ای سا دس ایٗ ثیٕبساٖ ایزبد وشدٜ اػت)

دسٔب٘ی  ٘بٔٙبػت ٚ خٛدلبسصی  ٘ـبٖ ٔی دٞذ وٝ دسٔبٖ ضذ

ٌٛ٘ٝ ٞبی ٔی تٛا٘ذ دِیُ اكّی افضایؾ ٔمبٚٔت داسٚیی دس 

، فّٛوٛ٘بصَٚافضایؾ ٔمبٚٔت دس ثشاثش  (.8ثبؿذ) ییوب٘ذیذا

صٙذ  ػفٛ٘ی ٚ ثذخیٓ ٔی ؿٛد.صیغ وب٘ذیذیبٔب٘غ دسٔبٖ ٔٛحش 

بی ـٞ مبٚٔتـزبد ٔــّىِٛی ایــٞبی ٔ ٓــىب٘یؼــٔٛسد اصٔ

ٜ س وب٘ذیذا آِجیىٙغ ؿٙبػبیی ؿذد ثٝ فّٛوٛ٘بصَٚداسٚیی 

ٞب ؿبُٔ ثیبٖ ثیؾ اص ا٘ذاصٜ تؼذادی  ایٗ ٔىب٘یؼٓیىی اص  اػت.

 ػّٕىشد ایٗ  وٝٞبی پٕپ وٙٙذٜ ٔٛاد ثٝ خبسد ٔی ثبؿذ اص طٖ

 

ٞبی  رذایٝٞبی  دس ػَّٛ ٚٞب ٔٙزش ثٝ وبٞؾ تزٕغ داس طٖ

 ثیبٖدیٍش ٔمبٚٔت ثٝ فّٛوٛ٘بصَٚ دِیُ  ثٝ داسٚ ٔی ؿٛد.ٔمبْٚ 

ذ ٘صایی ٘مؾ داس ثیٕبسی ٞبیی ثبؿذ وٝ دس طٖثیؾ اص عذ 

ٞب ٔؼتٙذات دیٍشی ٘یض ٚرٛد داسد وٝ  ػلاٜٚ ثش ایٗ .(9،10)

ثیؾ اص عذ ثیبٖ  ثبٔمبٚٔت ثٝ فّٛوٛ٘بصَ ساثغٝ ٘ـبٖ دٞٙذٜ 

ی ٞب فؼفِٛیپبص یب ِیپبص یب ثمیٝ آ٘ضیٓٞبی  طٖثؼضی اص 

ٞبی ِیپِٛیتیه  ٌشصٝ تشؿظ آ٘ضیٓا(. 11)ٔی ثبؿذ وب٘ذیذایی

ػٙٛاٖ فبوتٛس ثیٕبسیضایی ٝ صا ث ٞبی ثیٕبسی اص ٔیىشٚاسٌب٘یؼٓ

ثبؿذ ِٚی  غبِت دس دٚسٜ ػفٛ٘ت ٔٛسد ثغج ٔی عٛسٝ ث ثٛدٜ ٚ

ٞب  صایی لبسس ثیٕبسی ٘ؼجت ثٝ آ٘ضیٓ ِیپبص دس یاعلاػبت وٕ

تِٛیذ فؼفِٛیپبصٞب ٚ ٘غٜٛ احش آٟ٘ب دس  تبصٌیثٝ  .ٚرٛد داسد

ایٗ ٔٛسد تٛرٝ لشاسٌشفتٝ ٚ  ٔخٕشایی ایٗ ص ثیٕبسیاستجبط ثب 

. ثب ایٗ اػت ثٝ احجبت سػیذٜٞب  ثشخی پظٚٞؾ استجبط ٘یض دس

تیُ ٔخُ آػپبستشؿغی دیٍشی ٞبی  آ٘ضیٓٞبی  ثیبٖ طٖ ٚرٛد

صایی  ثیٕبسی ػٛأُػٙٛاٖ ٝ ث ییٞیذسٚلاص وب٘ذیذا  ٚپشٚتئیٙبص 

وٝ تشؿظ آ٘ضیٓ ِیپبص  .(13،12) اػت ؿذٌٜضاسؽ ایٗ ٔخٕش 

وذ ثٙذی  (Lip1 -Lip10)ٖ ط 10وٕتش اص  عشیكثیبٖ آٟ٘ب اص 

 دس PCR-RTثب اػتفبدٜ اص ؿٛ٘ذ ٕٞؼٛ ثب ایٗ ثشسػی ٞب  ٔی

ٞذف ایٗ ٔغبِؼٝ  ،وب٘ذیذایی ٔمبْٚ ثٝ فّٛوٛ٘بصَٕٚ٘ٛ٘ٝ ٞبی 

ط باستج ٚ تؼییٗ ّىِٛی ثشای ایٗ پیٍیشیبیپیًٙ ٔت .ثٛدٜ اػت

 رذایٝدس ثیبٖ طٖ ِیپبص ثب  یب عؼبػیت ثٝ فّٛوٛ٘بصَٚٔمبٚٔت 

 ؿذ. ثبوبسی ٘ٛ ٔی اص ثیٕبساٖ فٛق ؿذٜ  ی رذایٞبی وب٘ذیذا

 رٍػ بزرعی

ٔـىٛن ٔمغؼی ٕ٘ٛ٘ٝ ٞبی  -ایٗ ٔغبِؼٝ تغّیّی دس       

 دٞبٖ ٚ ٚاط٘ی صیغٔـىٛن ثٝ وب٘ذیذیب اص افشادٔخٕشی 

ٚ سأؼش  تٙىبثٗ ػتبٖ ٞبیٔشاوض دسٔب٘ی ؿٟش ٔشارؼٝ وٙٙذٜ ثٝ

ٚ ثب تبییذ پضؿه ٔتخلق تٟیٝ ؿذ٘ذ. وـت ٕ٘ٛ٘ٝ ٞب ثب 

ٚی ٔغیظ ػبثٛسٚد دوؼتشٚص آٌبس س شاػتفبدٜ اص ػٛآة ث

(SDA ؿشوتMerck)  ُا٘زبْ عبٚی آ٘تی ثیٛتیه وّشأفٙیى

 ٚا٘ىٛثبػیٖٛ  دس ػبػت 48 ٔذت پّیت ٞب ثٝ ؿذ. ٍٟ٘ذاسی

 ٔـبٞذٜ وّٙیػب٘تیٍشاد كٛست پزیشفت. دسرٝ   35دٔبی 

وب٘ذیذا اص عشیك آصٔبیؾ ٔـىٛن ثٝ ٔخٕشسؿذ یبفتٝ ٞبی 

ٔیىشٚػىٛپی ٚ رذاػبصی آٟ٘ب اص وـت ٔزذد ٚ پبػبطٞبی 

 دس كٛست احجبت ٔخٕشی ثٛدٖ وّٙیٔتٛاِی ا٘زبْ ٌشفت. 
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 33 سهغتبى (5)ؽوبرُ  هجلِ علَم آسهبيؾگبّی، دٍرُ ّؾتن

 رذاوب٘ذیذاٞبی  ٞبی اػتب٘ذاسد، سٚؽ ٔغبثك ثبٞبی سؿذ یبفتٝ 

تـىیُ  ،ِِٛٝ صایب آصٖٔٛ. ثب ا٘زبْ ٘ذذؿٞٛیت  تؼییٗؿذٜ 

دسكذ  1ٔغیظ وٛسٖ ٔیُ آٌبس عبٚی  ذیٛػپٛس دسیولأ

یی ٚ وـت دس ٔغیظ وشْٚ آٌبس ٘یض تـخیق ٟ٘ب 80تٛییٗ 

ایٗ ٔخٕش ثب  افتشاقؿذ. ثشای  ٔخٕش وب٘ذیذا آِجیىٙغ ا٘زبْ

ثتب ٌبلاوتٛصیذاص ا٘زبْ ؿذ. ثشای  آصٌٖٔٛٛ٘ٝ داثّیٙؼیغ 

ػیت عؼب آصٖٔٛ ،ٔخٕشٞبی وب٘ذیذا آِجیىٙغ رذا ؿذٜ فٛق

ثشای ثشسػی ٔمبْٚ یب عؼبع ثٛدٖ آٖ ٘ؼجت ثٝ داسٚی 

ٔغبثك  Broth Microdilutionاػتب٘ذاسد فّٛوٛ٘بصَٚ ثٝ سٚؽ 

ثٝ ٔٙظٛس  (.14ا٘زبْ ؿذ) NCCLS ,M-27-A2 ُدػتٛساِؼٕ

ٔیىشٌٚشْ دسٔیّی  256 (Stock) رخیشٜتٟیٝ ٔغَّٛ 

یّی ٌشْ پٛدس خبِق فّٛوٛ٘بصَٚ 3/1ٔ ٔمذاس ِیتشفّٛوٛ٘بصَٚ،

ٚ تب ٔٛلغ  ٔیّی ِیتش آة ٔمغش اػتشیُ عُ وشدٜ  1/10 سادس

 دسرٝ ػب٘تیٍشاد 20ایٗ ٔغَّٛ سا دس ٔٙفی ،آٖ اػتفبدٜ اص

داسٚیی  رخیشٜػبصی ٔغَّٛ ٞبی  رٟت سلیك .ؿذٍٟ٘ذاسی 

. ثشای تٟیٝ ایٗ ٔغیظ ؿذػتفبدٜ ا RPMI1640اصٔغیظ وـت 

یه ِیتش آة ٔمغش  درRPMI1640 پٛدس ٌشْ اص 4/10وـت، 

) 100دٚ ثبس اػتشیُ سیختٝ ػپغ آ٘تی ثیٛتیه ٞبی پٙی ػیّیٗ 

ٔیىشٌٚشْ ثش ٔیّی 100ٚاعذ ثش ٔیّی ِیتش( ٚ اػتشپتٛٔبیؼیٗ )

. ٔغیظ وـت آٔبدٜ ؿذٜ ثب ؿذثٝ ایٗ ثٝ ٔغیظ اضبفٝ  ِیتش(

اػتشیُ ٔیىشٖٚ دس صیش ٞٛد ثیِٛٛطیىی 4/0ّتش اػتفبدٜ اص فی

 ثب ه ٘شٔبَ ٚی NaOHص اػتفبدٜ ا غیظ ثبٔ PHػپغ  .ؿذ٘ذ

. ٔغیظ ثٝ دػت آٔذٜ ذٜ ؿذسػب٘ 7تش ثٝ ٔ PHاػتفبدٜ اص وبغز 

رٟت ا٘زبْ  .ؿذ بٜ ٍٟ٘ذاسیٔ 1دسرٝ ػب٘تیٍشاد ثٝ ٔذت  4دس 

سلت 10، ٔغبثك ثب سٚؽ اػتب٘ذاسدٔیىشٚدیّٛؿٗ  آصٖٔٛ

ثب رذاَٚ ٔغبثك  .ٌشدیذرخیشٜ اص فّٛوٛ٘بصَٚ  داسٚیی

تٟیٝ ٔیىشٌٚشْ ثش ٔیّی ِیتش  125/0تب  64اػتب٘ذاسد سلت ٞب اص 

سٚی ٔغیظ  ثشسا اثتذا وب٘ذیذاٞبی ٔٛسد ٔغبِؼٝ  (.14)ؿذ

سرٝ ثٝ د 35دس دٔبی  دوؼتشٚص آٌبس وـت دادٜ ٚ ٛسدػبث

یبفتٝ  سؿذ ٔخٕش ػپغ اص .ؿذ ػبػت ٍٟ٘ذاسی 24ٔذت 

پیش داس عبٚی ػشْ فیضیِٛٛطی  ِِٛٝ ی دس ػٛػپب٘ؼیٖٛ دس

 اص اػتفبدٜثب ػٛػپب٘ؼیٖٛ ٔخٕشٞب غّظت  وشدٜ ٚ اػتشیُ تٟیٝ

ثشای ا٘زبْ  .(14) ٜ ؿذػٙزیذ ٘یٓ ٔه فبسِٙذ اػتب٘ذاسد غّظت

ٝ ٘ظش ث داسٚی ٔٛسد صٔیىشِٚیتش ا100 ٗؿٛٔیىشٚ دایّ آصٖٔٛ

ٝ ث افضٚدٜخب٘ٝ ای  96ٞبی  یىشٚپّیتٔ 11تب 2دسٖٚ عفشات 

عفشٜ ی  ثیـتشیٗ غّظت داسٚ ٚ داسایوٝ عفشٜ ی اَٚ  عٛسی

بٚی وٕتشیٗ غّظت داسٚ ثٛد. ػپغ ثٝ ٞشیه اص عفشٜ ع 10

اضبفٝ فٛق  ػٛػپب٘ؼیٖٛ ػِّٛی ٔخٕشی یىشِٚیتش اصٔ 100ٞب 

ثٝ وٝ وٕتشیٗ غّظت داسٚیی سا داؿت دٚاصدٞٓ  عفشٜؿذ. 

ثٝ  اَٚعفشٜ وٙتشَ ٔٙفی)عفشٜ فبلذ اسٌب٘یؼٓ( ٚ عفشٜ ػٙٛاٖ 

تٝ ؿذٜ دس ٘ظش ٌشفوٙتشَ ٔخجت )عفشٜ فبلذ داسٚ( ػٙٛاٖ عفشٜ 

تٟیٝ ػٛػپب٘ؼیٖٛ ثشای . ٔـبثٝ ٔشاعُ روش ؿذٜ فٛق ثٛد

ثشای ػٛؽ اػتب٘ذاسد وب٘ذیذا  آصٖٔٛا٘زبْ  ٔخٕشی تب

ٔیىشٚپّیت ٞب  .یض ا٘زبْ ٌشفت٘  ATCC 10231))آِجیىٙغ

cدٔبی  دس
º35  تشیٗ  پبییٗ ػبػت ا٘ىٛثٝ ٌشدیذ٘ذ. 48ثٝ ٔذت

آٖ سؿذ ٘ذاؿت،  دس ایٗ ٔذتغّظت داسٚیی وٝ لبسس ثؼذ اص 

09MIC فّٛوٛ٘بصَٚ ٚرٛد ثٛد یؼٙی دس آٖ سلت عؼبػیت ث ٝ

ٔمبیؼٝ ثب عفشٜ ی وٙتشَ ٔخجت وٝ فبلذ  . ٔیضاٖ سؿذ دسداسد

ٕٞضٙیٗ ثب عفشٜ ی وٙتشَ ٔٙفی وٝ فبلذ  ٞشٌٛ٘ٝ داسٚ ثٛدٜ ٚ

 ٔیىشٌٚشْ دس 8وٕتش اص  MICاسٌب٘یؼٓ اػت ػٙزیذٜ ؿذ. 

ٔیىشٌٚشْ  32تب  8ثیٗ  MICٔیّی ِیتش ثٝ ػٙٛاٖ ػٛیٝ عؼبع، 

 MICٔیّی ِیتش ثٝ ػٙٛاٖ ػٛیٝ عؼبع ٚاثؼتٝ ثٝ دٚص داسٚ ٚ  دس

ٔیّی ِیتش ثٝ ػٙٛاٖ ػٛیٝ ٔمبْٚ ثٝ  ٔیىشٌٚشْ دس 64ثضسٌتش اص 

ٟت ر RNAرذاػبصیثشای  .(14داسٚ دس ٘ظش ٌشفتٝ ؿذ٘ذ)

 وب٘ذیذا ٔمبْٚ ٞبی عؼبع ٚ اثتذا ٕ٘ٛ٘ٝ ِیپبص، ثیبٖ طٖ

ثشاث  ٔغیظ وـت ػبثٛسٚدوؼتشٚص سسا د آِجیىٙغ

(SDA ؿشوتMerck)ٚ ػبػت دسٖٚ  24ثٝ ٔذت  وـت

سؿذ  ٚ ثؼذ اص ٌزاؿتٝ ػب٘تی ٌشاد سرٝد 37داسا٘ىٛثبتٛس ؿیىش

ثٝ آٖ ٔغیظ وـت تبصٜ  1/1ٔغیظ ثٝ ٘ؼجت  ایٗ دس ٔخٕش

 18ثٝ ٔذت  ؿیىشداس دسٖٚ ا٘ىٛثبتٛس سا ٔزذداً ٖآ افضٚدٜ ٚ

سٚؽ ویت  ثب اػتفبدٜ اص RNAاػتخشاد . دادٜ ؿذ ػبػت لشاس

ٚاوٙؾ  (.13،9)ؿذ ا٘زبINTRONْ) )ؿشوت RNAاػتخشاد 

 RT PCR50 دس عزٓ ٟ٘بیی  µl ُٔپیىَٛٔٛ پشایٕش  20ؿب

ٔیّی  4ٔیّی َٔٛ ٔٙیضیٓ  50 ،ٞبdNTP ٔیّی َٔٛ 3/0،ٔؼىٛع

٘ب٘ٛ  600اٍِٛ 1X،RNAآ٘ضثٓثبفش  ،RT٘ضیٓ یٛ٘یت آ 400،ٔٛلاس

 ٌشدیذ. دسرٝ ثٝ ٔذت یه ػبػت تٟیٝ 42ٌشْ دس دٔبی

 10ؿبُٔ µl ,25 عزٓ ٟ٘بیی دسRT real-time PCR  ٚاوٙؾ

ٚاعذ  5/2، ٞب dNTPٔیّی َٔٛ  2/0، پیىَٛٔٛ اص پشایٕشٞب

 ،Fermentas))شاص ٔمبْٚ ثٝ عشاستــی ٔــپّ DNAضیٓ ــآ٘

 2ٔٙیضیٓ   Cyto9 (Invitrogen compony ),ٚ  ٔیىشٚ َٔٛ 2/0



 33 / ٍ ّوکبراى ًصزالْی عوزاى

 

 33 سهغتبى (5)ؽوبرُ  هجلِ علَم آسهبيؾگبّی، دٍرُ ّؾتن

 دس ؿشایظ RTٚ ٔشعّٝ  cdnaٔیىشٚ ِیتش اص  5ٔیّی ٔٛلاس ٚ 
Cبیی ــدٔ

º95 ػیىُ 35 ػپغ، ٝـمـیـدل 3 ذتـٔ ٝــث ،C
º95 ٝث  

 

 

 

 

 

 يبفتِ ّب
وّیٙیىی ٔـىٛن ثٝ ٚاط٘یت  ٕ٘ٛ٘ٝ 52  وـتثب ثشسػی         

 46 دٞب٘ی، صیغیبوب٘ذیذ ٔـىٛن ثٝ ٕ٘ٛ٘ٝ 20ٔیىشٚثی ٚ 

 غیش ٌٛ٘ٝ ٞبیٔٛسد  5آِجیىٙغ ٚ  ػٙٛاٖ وب٘ذیذاٝ ثٕ٘ٛ٘ٝ 

وب٘ذیذا وشٚصئی  وب٘ذیذا تشٚپیىبِیغ ٚؿبُٔ آِجیىٙغ 

 وب٘ذیذا آِجیىٙغثبِیٙی  رذایٝ 46د تؼذا ؿٙبػبیی ؿذ٘ذ. اص

ٕ٘ٛ٘ٝ  12عؼبع ٚ ٕ٘ٛ٘ٝ  20ٕ٘ٛ٘ٝ ٔمبْٚ،  14ؿٙبػبیی ؿذٜ 

 RT real-timeٚاوٙؾ  ٘یٕٝ عؼبع ثٝ فّٛوٛ٘بصَٚ ثٛد٘ذ.

PCR  ٖثشای طLip8 ٔمبْٚ ٚ  ٞبی وب٘ذیذا آِجیىٙغ رذایٝس د

فّٛسػٙت  سً٘ ٚ probe freeثب اػتفبدٜ اص تىٙیه عؼبع 

CYTO9  ایٗ طٖ ثیبٖ عؼبع ٞبی  رذایٝدس  وٝ٘ـبٖ داد

ٞبی ٔمبْٚ ثٝ فّٛوٛ٘بصَٚ  رذایٝدس عبِی وٝ دس  ثٛدٜ ٔتٛػظ

  ثٛد. ، ثیـتشثیبٖ ایٗ طٖ

 بحث

%( 64)ٔٛسد  46 ثبِیٙیٕ٘ٛ٘ٝ  72اص ٔزٕٛع دس ایٗ ٔغبِؼٝ         

ٕٞىبساٖ  ٚ Akpanآِجیىٙغ ؿٙبػبیی ؿذ٘ذ.  ػٙٛاٖ وب٘ذیذاٝ ث

دس افشاد دٞب٘ی صیغ بوب٘ذیذیٚی س شثیه ثشسػی ارٕبِی دس 

 ٘تیزٝ ٌشفتٙذ پشٚفیلاوؼی ثب داسٚٞبی ضذ لبسصی ٔی ػشعب٘ی

ٚ وب٘ذیذا  ٚ ؿذت ثیٕبسی ؿٛد تٛا٘ذ ٔٙزش ثٝ وبٞؾ ثشٚص

 (. دس ثشسػی1ِجیىٙغ سا اص ایٗ ثیٕبساٖ رذا ٕ٘ٛد٘ذ)آ

 Ramirez-Amador ٌٖٚضاسؽ ٌشدیذ وٝ ٕٞىبسا 

دٞبٖ  وب٘ذیذا دس اػیٖٛتٛا٘ذ ٔٙزش ثٝ وّٙیض سادیٛتشاپی ٔی

ثیٕبس  46 . اصؿٛد دٞب٘ی صیغبوب٘ذیذیایزبد  ٚافشاد ػشعب٘ی 

 وب٘ذیذاسادیٛتشاپی ؿیٛع  ثؼذ اص عیٗ ٚ دس دصبس ػشعبٖ عّك،
 ٚ پغ اصدسكذ  62صٔبٖ سادیٛتشاپی  ، دسدسكذ 43 آِجیىٙغ

 ٚ Gravina (.6ٌضاسؽ ٌشدیذ) دسكذ 75ٌزؿت صٔبٖ 

 C،حب٘یٝ 40 ثٝ ٔذت C º62،حب٘یٝ 40ٔذت
º72 حب٘ی40ٝ ثٝ ٔذت ٚ 

 Cٔشعّٝ ته
º72 ٌشدیذ ٚ  ارشا دلیمٝ دس ا٘تٟب 5 ثٝ ٔذت

 آ٘بِیضRotrogene 6000(Qiugen) ٚاوٙؾ تٛػظ ٘شْ افضاس

 .(16،15ٌشدیذ)

 

 

 

 

 

 

ٞبی  ٕ٘ٛ٘ٝ ثشداسی ٔؼتمیٓ اص صخٓ دس 2007دس ػبَ ٕىبساٖــٞ

 ،دٞب٘ی صیغبوب٘ذیذی ٔجتلا ثٝشعب٘ی ــػ اٖوٛدوبٖ ثیٕبس

ٝ ـــث ٚ ذــدسك 35/69سا غ ــٙـیىــذا آِجــب٘ذیــوعضٛس 

دسكذ، وب٘ذیذا  12/77وب٘ذیذا تشٚپیىبِیغ  بَ آٖــجـــد٘

، دسكذ4/26دسكذ، وب٘ذیذا وشٚصٜ ای  89/14پبساپیّٛصیغ 

سا ٌضاسؽ  دسكذ 13/2وب٘ذیذا ٌلاثشاتب ٚ وب٘ذیذا ِٛصیتب٘یب 

ؿذٜ اص  تٟیٝ ٕ٘ٛ٘ٝ 86اص Abu-Elteen (. دس ثشسػی17وشد٘ذ)

ؿٙبػبیی ٌٛ٘ٝ وب٘ذیذا دسكذ  72ػشعب٘ی، ثیٕبساٖ  95 دٞبٖ

 دسكذ 22، ب٘ذیذا آِجیىٙغدسكذ و  30ٌشدیذ٘ذ وٝ ؿبُٔ 
 دسكذ 12ٚتشٚپیىبِیغ  دسكذ وب٘ذیذا 5ٌلاثشاتب ا وب٘ذیذ
ثب تٛرٝ ثٝ تـبثٝ ٘تبیذ  .(18ثٛد٘ذ) پبسا پؼّیٛصیغ وب٘ذیذا

رذاػبصی ثشسػی  ایٗ اصآٔذٜ  دػتٝ ٘تبیذ ثٔغبِؼبت فٛق ٚ 

 رذایٝؿٙبػبیی  پغ اصلبثُ احجبت اػت. یٗ افشاد ا وب٘ذیذا اص

 ٔٛسد 46 اصعؼبػیت ٔـخق ٌشدیذ وٝ  آصٖٔٛٞب ٚ ثب ا٘زبْ 

عؼبع ثٝ داسٚی  رذایٝ 20،یذاییوب٘ذٞبی  رذایٝ

ٕٛ٘ٝ ٔمبْٚ ٘ 14، ٕٛ٘ٝ عؼبع ٚاثؼتٝ ثٝ دٚص٘ 12 ،فّٛوٛ٘بصَٚ

پغ اص ا٘زبْ  دس تغمیمبت خٛدLee ثٝ فّٛوٛ٘بصَٚ ثٛد٘ذ. 

وب٘ذیذا  رذایٝ 12 اص شای داسٚی فّٛوٛ٘بصَٚث MICسٚؽ 

 2ٕ٘ٛ٘ٝ عؼبع ٚاثؼتٝ ثٝ دٚص ٚ 3ٕٛ٘ٝ سا عؼبع ٘ 7، آِجیىٙغ

 .سدت داثمبغوشد وٝ ثب تغمیك ٔب ٌٔضاسؽ ٕ٘ٛ٘ٝ سا ٔمبْٚ 

Redding ٚ  ٕٝٞىبساٖ ثٝ ثشسػی تٙٛع ػٛیٝ ٞبی ٔمبْٚ ث

دس رٕؼیت ٞبیی ثب ػفٛ٘ت  وب٘ذیذا آِجیىٙغفّٛوٛ٘بصَٚ 

 ٞبی آصٖٔٛا٘زبْ  وب٘ذیذایی دسٔبٖ ؿذٜ ثب فّٛوٛ٘بصَٚ ثب

وٝ دس  ٘ذضذ لبسصی ٘ـبٖ داد ییٚ عؼبػیت داسٚ یّىِٛٔ

تٟٙب دس یه  ٜٔـبثٝ ثٛد ی وب٘ذیذاییاغّت ثیٕبساٖ ػٛیٝ ٞب

ؿیٛع ثبلا ٚرٛد داسدوٝ ثیٕبس، یه ػٛیٝ رذیذ ثب ٔیضاٖ ثبلای 

دس  8ِیپبص  دس ایٗ تغمیك ثیبٖ طٖ (.11وبس ثٛد) ایٗ ٔـبثٝ

                    gene   sequence(5'→3')                                   PCR amplicon size(bp)                                          

                                                                                       Forward Primer : F AGAGTGATACAGACAAAAAATCAG 521                 
  Reverse Primer : R AAGACCATTCAGCATCATGGTG                  

               

 

 RT REAL-TIME PCR(در ٍاکٌؼ 15ؽدُ) اعتفبدُپزايوزّبی  -1جدٍل

 

Lip8 
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 33 سهغتبى (5)ؽوبرُ  هجلِ علَم آسهبيؾگبّی، دٍرُ ّؾتن

عؼبع ثٝ  ٔمبْٚ ٚ آِجیىٙغ وب٘ذیذاٞبی  ذایٝـــر

 بیؼٝ ی ٔیضاٖ ثیبٖ ایٗ طٖــ. ٔمذــؿی ــشسػــثّٛوٛ٘بصَٚ ـــف

ثب اػتفبدٜ اص  عؼبع ثب یىذیٍش ٞبی ٔمبْٚ ٚ رذایٝدس  ٞب

پیـشفتٝ  وٝ سٚؿی ثؼیبس دلیك ٚ Real Time RT-PCR سٚؽ

 real timeدػت آٔذٜ اص ٚاوٙؾٝ ٘تبیذ ث. ذؿا٘زبْ  ،ٔی ثبؿذ

PCR  RT-  ٖثشای ثیبٖ ٔمبیؼٝ ای طLip8 ٞبی  رذایٝس د

اص  پغٝ ــبٖ داد وــ٘ـبْٚ وب٘ذیذا آِجیىٙغ ــمــٔ ؼبع ٚـــع

 ذایٝــرس د Lip8بیذ ثیبٖ طٖ ـــؾ ٘تــٚاوٙٗ ــایبْ ــا٘ز

ثیبٖ  ثبٛوٛ٘بصَٚ ــبی وب٘ذیذا آِجیىٙغ عؼبع ثٝ فّـــٞ

ٞبی وب٘ذیذا آِجیىٙغ  رذایٝوٝ دس  عبِی دسثٛدٜ ٔتٛػغی 

ی ــشسػــدس ثثٛد.  ـتشــ، ثیٞب ٔمبْٚ ثٝ فّٛوٛ٘بصَٚ ثیبٖ ایٗ طٖ

 mRNAشاص ـــتفبٚت دس تـــعٛس ٔٝ ــبص ثــپــطٖ ِی ب٘ٛادٜـــخ

تٛا٘بیی ٘ـبٖ ٘ذ. ؿٛ یبٖ ٔیــبٚت ثـــت ٔتفــدس ٔغیظ ٞبی و

تٛا٘ذ دس  ٔی PCR-RTٞب اص عشیك  طٖ ایٗؼضی اص یبٖ ثدادٖ ث

 ِیپبص دس طٖ ؿشایظ ٔغیغی ٔتفبٚت اِمب ؿٛد. ثشسػی ٔیضاٖ ثیبٖ

صایی وب٘ذیذا آِجیىٙغ دس عبلات ثبِیٙی ٔختّف  ثٝ  ػفٛ٘ت

بٖ ــیضاٖ ثیـــٔضایؾ ــایٗ اػت وٝ افؿىُ تزشثی ٘ـبٖ دٞٙذٜ 

٘مؾ آٖ سا  ٔخٕشٗ ــصایی ای ػفٛ٘ت ّٝــشعــٔ یپبص دســطٖ ِ

ٔـخق  Lanثیـتش ٘ـبٖ ٔی دٞذ. دس تغمیك صایی  ثیٕبسی دس

دس ثیٕبسی صایی ٘مؾ  5ٌشدیذ وٝ ثیبٖ ثیؾ اص عذ طٖ ِیپبص 

 ٕٞىبساٖ دس ثشسػی خٛد ٘مؾ ٔؼتمیٓ طٖ Gallèٚ (. 19داسد)

ثب ٔمبٚٔت ثٝ فّٛوٛ٘بصَٚ  CDR1, CDR2 and MDR1ٞبی 

 (. 20وشد٘ذ) ٌضاسؽ RT-PCR دس وب٘ذیذا سا عشیك سٚؽ

Gygax ٞی ػٙزؾ ـــٞذف تٛػؼٝ وٕ ثب ٕىبساٖــ

بی ــٞٝــضِٚــثشای ای RT-PCRی ــت آصِٚــبػیـــعؼ

فّٛوٛ٘بصَٚ، سٚؽ ٝ ــٔمبْٚ ث بذا ٌلاثشاتــذیــوب٘بَ ــٚاطیٙ

 ٚ ٔٙزش ذــبْ داد٘ــزــىٛع سا ا٘ــٔؼ PCRٕی ــزؾ وــػٙ

ذا ـــر ٌلاثشاتبب٘ذیذاـــوی دس ـــت آصِٚـــمبٚٔـــٔ ٗـــیبفت ثٝ

(. دس 21ذ)ــذ٘ــؿبع ـــذ عؼــدسك 100 ذٚدـــب عــت ٜذـــؿ

 ذٜ ـــیذ ؿــِٛــبص تــپـــیــٛع ِــدٜ ٘بٖ ـــیــث Ga´cser شسػیــث
 

 

 

 

 

 

 ٌضاسؽ ٌشدیذ. RT-PCRسٚؽ  ثٌٝٛ٘ٝ ٞبی وب٘ذیذا  تٛػظ

 ػٙٛاٖ فبوتٛسٝ ٚ ث ؿتٝصایی دا ٘مؾ ٟٕٔی دس ثیٕبسیایٗ آ٘ضیٓ 

ثبلا دس ٔغبِؼبت ثؼیبس ط٘ی ثیبٖ  وب٘ذیذا ثٛدٜ ٚذت ــع

سٚؽ ّٔىِٛی  ثب Leeتغمیك (. دس 22ؿتٝ اػت)دا ّٔىِٛی

PCR based taq man  ٚاػتفبدٜ اص سً٘ فّٛسػٙت  ثبcyto9 

تٛاٖ ، یٗ سٚؽ ثؼیبسػبِیا دِیُ اػتفبدٜ اصٌضاسؽ ٌشدیذ وٝ 

اعلاػبت وشدٖ  ٞیجشیذ تٛاِی یبثی ٚ دس ثبلا ػّٕیبتی ثؼیبس

 (. 4ٔی ثبؿذ) اختلبكیت ثبلا عؼبػیت ٚٚ ثب  رٚة ؿذٜ

Stehrِیپبص دس خب٘ٛادٜٞبی  ثب ثشسػی ثیبٖ طٖ 2003ػبَ  دس 

 صایی ٔشعّٝ ػفٛ٘ت ثٝثیبٖ ایٗ طٖ سا ٚاثؼتٝ ، ػفٛ٘ت تزشثی

ٚ Lyon .(15)دا٘ؼتدٞب٘ی  صیغبوب٘ذیدس ٔذَ تزشثی 

ثشسػی استجبط ثیٗ تِٛیذ آ٘ضیٓ ٚ عؼبػیت ثٝ دس  ٕٞىبساٖ

افشاد اػتفبدٜ وٙٙذٜ  رذا ؿذٜوب٘ذیذا آِجیىٙغ فّٛوٛ٘بصَٚ دس 

٘ذ ٘ـبٖ دادثیٕبس ػشعب٘ی  95دس عفشٜ دٞب٘ی اص پشٚتض دٞب٘ی 

 ثٝ ػَّٛ وب٘ذیذا آِجیىٙغعضٛس فّٛوٛ٘بصَٚ، اتلبَ وٝ دس 

 .)23(ٔی یبثذٞبی اپیتّیبَ وبٞؾ 

  ًتیجِ گیزی
ٔمبٚٔت ثٝ فّٛوٛ٘بصَٚ ٔی تٛا٘ذ دس ٘تیزٝ افضایؾ ثیبٖ          

دسٌٛ٘ٝ ٞبی وب٘ذیذایی ٔمبْٚ ثٝ  8طٖ وذ وٙٙذٜ آ٘ضیٓ ِیپبص 

 .فّٛوٛ٘بصَٚ ٔی ثبؿذ

 تؾکز ٍ قدرداًی

ا٘ـٍبٜ آصاد اػلأی شط پظٚٞـی دـبضش عــغبِؼٝ عــٔ         

ٔغبثك  ی ا٘زبْــبی ٔبِــٝ ٞــثٛدٜ ٚ ٞضیٙذ تٙىبثٗ ــٚاع

تٛػظ ٔؼبٚ٘ت  11/4/1391ٔٛسػ  7569لشاسداد ؿٕبسٜ 

ٔؼئَٛ ایٗ ٔمبِٝ تبٔیٗ ٌشدیذ. ٘ٛیؼٙذٜ دا٘ـٍبٜ پظٚٞـی ایٗ 

ثذیٗ ٚػیّٝ ٔزشی ٚ ٕٞىبساٖ ٔشاتت ٔزشی عشط ثٛدٜ ٚ 

 ٕٞىبساٖ ٚوبسوٙبٖ سا ٘ؼجت ثٝ وّیٝاعتشاْ ٚ لذسدا٘ی خٛد 

دا٘ـٍبٞی ثٝ عذ ایٗ ٚا آصٔبیـٍبٜ ٔیىشٚة ؿٙبػی ٚ ط٘تیه

ثب ارشای ایٗ تغمیك سا اػلاْ  دِیُ ٕٞىبسی ٞبی ا٘زبْ یبفتٝ

 .ٔی داس٘ذ
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Lipase Gene Expression of Resistant and Sensitive Candida Albicans to Fluconazole 

Isolated from Patients Suffering from Oral Candidiasis and Vaginal Candidiasis 

 

Abstract 
 

Background and Objective: With the development of drug resistance 

in strains of fungi, there is a considerable resistance of Candida 

albicans strains to fluconazole. Molecular studies are developing to 

determine the relationship of such a drug resistance with the increased 

gene expression of enzymes produced in drug-resistant Candida 

isolates. We aimed to evaluate the relationship between extracellular 

lipase gene (LIP8) expression of Candida albicans isolated from 

candidiasis and sensitivity or resistance to fluconazole. 
 

Material and Methods: Drug susceptibility of Candida albicans was 

performed in oral and vaginal candidiasis to determine the proportion 

of strains sensitive or resistant to fluconazole using NCCLS method. 

To evaluate and compare the expression of these genes in the 

susceptible and resistant strains, RT real-time PCR reaction was used. 
 

Results: Of 46 Candida albicans, 20 were   susceptible, 12 were semi-

susceptible and 14 were resistant to fluconazole. By using PCR 

reaction, the results showed that the expression of this gene in 

fluconazole-susceptible isolates was moderate, while it was high in the 

isolates resistant to fluconazole.  
 

Conclusion: The results of lipase gene (LIP8) expression showed that  

the additional expression of some genes of the enzymes responsible for 

virulence of Candida may also play a role in resistance to fluconazole. 
 

Keywords: Candidiasis, Lipase Gene Expression, RT real-time PCR, 

Fluconazole 
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