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  ) In vitro(و میزان غلظت گلوکز برمیزان تولید لوله زایا درشرایط برون تنی pH نقش دما، 
توسط قارچ کاندیداآلبیکنس

  
 
  

 

 
 چکیده

توانایی کاندیدا آلبیکنس برای تولید لوله زایا در مجاورت با سـرم انـسان از مهمتـرین                 : زمینه و هدف  
ییر حالت این قارچ از شکل مخمری به شـکل رشـته ای محـسوب               مکانیسمهای بیماریزاست و شروعی برای تغ     

هدف از این مطالعه بررسی تاثیربعضی عوامل محیطـی         . می شود که تحت تاثیر بعضی عوامل محیطی می باشد         
 ومیزان غلظت گلوکز بر میزان تولید لوله زایا توسط گونه کاندیداآلبیکنس درشرایط برون تنی               pHمانند دما،   
  .بوده است

 ATCC(با سوش اسـتاندارد کاندیـدا آلبیکـنس    )Germ tube(تست تولیدلوله زایا :  بررسیروش

،وغلظتهای مختلف گلوکز در آزمایـشگاه      pHبا استفاده از سرم انسان دارای قند نرمال در حرارت،           ) 10231
لهای واجـد لولـۀ   انجام یافت و شروع تولید اولین سلولهای تولید کننده لوله زایا و همچنین میانگین درصد سلو               

میانگین درصد سلولهای واجد لوله زایا در شرایط مختلف یا بـه عبـارتی   . زایا پس از دو ساعت محاسبه گردید     
) (One-way ANOVAمیزان تحریک قارچ بـرای تبـدیل از حالـت مخمـری بـه رشـته ای از نظـر آمـاری         

  .مقایسه شدند
گلـوکز دارای   mg/ml 30و در غلظـت  5/6بـر  براpH درجـه،  37تولید لوله زایا در حرارت : یافته ها

همچنین این شـرایط منجـر بـه      ). =0001/0P(بالاترین میزان در مقایسه با سایر شرایط محیطی و تغذیه ای بود             
  . کوتاهترین زمان برای مشاهده اولین سلولهای مخمری کاندیدا واجد لوله زایا در شرایط برون تنی شده بود

د که در بدن میزبان هم همین شرایط باعث تحریک قـارچ بـه تولیـد لولـه             به نظر می رس   : نتیجه گیری 
زایا در بدن، بخصوص در افراد دیابتی و در نتیجه باعث تشدید قدرت تهاجمی قارچ مشابه شـرایط بـرون تنـی             

  .شود
  ، گلوکزpH برون تنی، دما،  لوله زایا،کاندیدا آلبیکنس،: واژه های کلیدی
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وب رشدخارج سلولی بلاستوکونیدیها    برعکس جرم تی   .می شود 

ست که به وسیله رشدراسی یک سلول وبه دنبال آن تشکیل دیـواره             
درحقیقـت لولـه    . عرضی درپشت نوک روینده آن به وجودمی آیـد        

زایا مقدمه و شروع تشکیل میسلیوم حقیقی اسـت کـه دارای دیـواره           
 In vivoدرشـرایط  ). 13و 12و 11و 10و 9(هـای مـوازی مـی باشـد    

ییرمورفولوژیک مخمری به میسلیال وازجمله جرم تیوب به وسـیله          تغ
ــه ای   ــرایط محیطــی ویاتغذی ــدحرارت ، (ش ــربن pHمانن ــع ک )  ومنب

  ). 14 و2 و1(تقویت می شود
 pHدرمطالعــه حاضــر تاثیربعــضی عوامــل محیطــی ماننــد دمــا، 

توسـط  ) لولـه زایـا   (ومیزان غلظت گلوکز بر میزان تولید جرم تیوب         
 بررسـی شـده   )In vitro(آلبیکنس درشرایط برون تنی گونه کاندیدا

  .است
  رو ش بررسی

این مطالعه از نوع آزمایشگاهی مداخله ای بوده که بـر اسـاس             
در )Germ tube test(تـــست اســـتاندارد تولیـــد لولـــه زایـــا     

 اجرا گردیده است و در حقیقت برای )In vitro(شرایطĤزمایشگاهی
سـایرگونه هــای کاندیــدا در  تـشخیص افتراقــی کاندیــداآلبیکنس از  

ایـن  ). 7(رود کـار مـی   ه   درجه  ب   37مجاورت با سرم انسان، حرارت      
و همچنـین اهمیـت     pHتست برای بررسی نقش عوامل محیطی دمـا،         

غلظت گلوکز بر میزان تحریک تولیـد لولـه زایـا در شـرایط کنتـرل                
بـرای ایـن منظـور سـوش اسـتاندارد      .  تکرار انجام یافـت 5شده و در   
 بـــــــرروی محـــــــیط (ATCC 10231)اآلبیکنس کاندیـــــــد

ــستروزآگار ــپس  )Merck, Germany(سابورودک ــه وس  کــشت تهی
کلنیهای تازه آن با اسـتفاده ازیـک لـوپ اسـتریل داخـل لولـه هـای                  

ند خـون   ـسرم فردی با ق ـ   ( میلی لیتر سرم انسان      5/0آزمایش محتوی   
یون ــانـس ـپــوسـس) تاـاشـ ن 90mg/dlوکزـلـیزان گـادل مـعـال مـرمـن

 CFU/ml)105×1(  برای بررسی نقـش عوامـل مـذکور         . تهیه گردید
  تـاعـس 2شده به مدت  ترلـلف کنـمخت درشرایط این سوسپانسیون

 شــــامل درجــــه ایــــن شــــرایط .وآزمــــایش شــــدند گهــــدارین
، 6, 5/5 هـای برابـر  pH سـانتیگراد،  درجه 42 و37، 27،32حرارتهای

 گلـوکز mg/ml30 و 20, 10, ودرمجاورت با غلظتهـای صـفر     7،  5/6
 ازاســید pHبــرای تنظــیم  .اســتبــوده )Merck, Germany(خــالص

  در موارد .استفاده شد میکروپیپت کمک  نرمال و با1/0کلریدریک 
  

  
  مقدمه 

, کمـوتراپی , پیشرفتهای جدید تکنولوژی پزشکی مانند رادیـوتراپی      
, پیوند اعضا وهمچنین افزایش میزان بقاو جمعیت بیماران ایمنوساپرس        

افراد مبتلا به بدخیمیها وایدزیها منجر به گـسترش و شـیوع بیماریهـای              
). 2 و 1(قارچی فرصـت طلـب در طـول چنددهـه گذشـته شـده اسـت                 

کاندیدیازیس ازجمله بیماریهای قارچی فرصت طلب و دارای علایـم          
بالینی بسیار متنوع است که می تواند از پوست و ناخن گرفته تا مخاط              

را درگیـر   ) کاندیدیازیس سیستمیک (های داخلی   دهان ، واژن و ارگان    
عامل این بیماری یعنی گونه های مختلـف کاندیـدا ، چهـارمین             . نماید

گونــه هــای ). 3(عامــل شــایع از عوامــل عفــونتزای بیمارســتانی اســت  
ــال      ــدا آلبیکــنس بخــشی ازفلورنرم ــه کاندی ــدااز جمل ــف کاندی مختل

، پوسـت،   میکروبی بدن انـسان اسـت کـه درسـطوح جلـدی ومخـاطی             
ــال و      ــور نرم ــه صــورت فل ــسان ب ــوارش و واژن ان ــتگاه گ ــان، دس ده

به علاوه گونه های مختلـف کاندیـدا ازجملـه          . . همزیست وجود دارد  
کاندیداآلبیکنس به طور طبیعی زمانی که سیستم ایمنـی بـدن ضـعیف             
شود و یا تعادل میکروبی فلورنرمال بدن به هم می خورد، تغییر حالـت              

بعـلاوه  . فرم فرصت طلب بیمـاریزا و مهـاجم مـی شـود           داده ،تبدیل به    
کاندیدا یکی ازعوامل بیماریزای مهاجم قارچی در دیابتیها، بدخیمیها،         

  ).7و6و5و4(نوزادان نارس وافراد مبتلا به ایدز می باشد 
) ویرولانـت (کاندیـداآلبیکنس مهمتـرین گونـه تهـاجمی          گونه

 ــ   ــل ویـ ــدادی ازعوامـ ــت و تعـ ــدیازیس اسـ ــاری کاندیـ رولانس بیمـ
درکاندیداآلبیکنس وجودداردکـه بـه صـورت تجربـی نیزاثبـات شـده           

درمیان این عوامـل توانـایی تغییـر مورفولـوژی کاندیـدا      ). 9و 8(است 
بـه فـرم میـسلیال بـا        ) فـرم مخمـری   (آلبیکنس ازحالت بلاسـتوکونیدیا     

شروع تولید لوله زایا توسـط ایـن قـارچ موضـوع بـسیاری ازتحقیقـات                
جـنس کاندیـدا تنهـا دو گونـه کاندیـدا آلبیکـنس             از). 7(گسترده ست 

وکاندیدا دابلینسیس علاوه بر توانـایی تولیـد میـسلیوم کـاذب توانـایی              
تولید لوله زایا یاجرم تیوب نیزدارند که دربیماریزایی این قارچها مهـم            

ــه اولـــی از ش  ـــایـاســـت کـ ـــرین و مـعتـ ـــترین عـهمـ ــدا ل ـامـ کاندیـ
جدا شده از دهان بیماران مبتلا به       گونه های    کاندیدیازیس و دومی از   

  ).7(ایدزاست که اخیرا شناخته شده است
تشکیل  میسیلیوم کاذب مشابه بلاستوکونیدی باعمل جوانه زدن       
  لـطوی ه، ودـادربـبه سلول م لـدکه سلول جدید متصـهرچن ود،ـمی ش
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    .نظر آماری معنی دار در نظر گرفته شد از ≥05/0Pو مقدار
  یافته ها 

و 5/6برابر pH ,  درجه سانتیگراد37ید لوله زایا در حرارت تول
تا 1جداول شماره (گلوکز بالاترین میزان بوده mg/ml 30در غلظت 

بـرای  ) قـه یبـه دق  (و همچنین در ایـن شـرایط کوتـا هتـرین زمـان              ) 3
جـدول  (مشاهده اولـین مخمرهـای دارای لولـه زایـا مـورد نیـاز بـود                 

  ). 4شماره 
 تفـاوت بـین میـانگین    One-way ANOVAبا آزمون آمـاری  

ــف،    ــا در دماهــای مختل ــه زای  هــایpHدرصــد ســلولهای دارای لول
آمـاری معنـی دار      مختلف و غلظتهای مختلف مورد بررسـی از نظـر         

  .P )=/0001(بود 
 مقایــسه دو بــه دو هرکــدام از بــرای Tukeyبــا آزمــون آمــاری 

یـانگین  پارامترهای مختلف موردآزمایش، به اسـتثنای تفـاوت بـین م          
 میلیگـرم گلـوکز   10سلولهای داری لولـه زایـادر دو غلظـت صـفر و        

)394/0 P=(،پارامترهادارای تفـاوت    در سایر موارد مقایسه دو به دو
  .)=P 001/0(آماری معنی دار بود

  
  
  

  
  
  
  
  
  

  
  
  

  
  
  

  
  

  

ــ ـــافزای ـــم احـش حج ــدادـتمال ــلولهای  ی تع ــایی س ــدا نه در  کاندی
در این آزمایشها سعی شدکه بـا       . سوسپانسیون سلولی اصلاح گردید   

. رد بررسی سایر پارامترهـا ثابـت نگهداشـته شـود          تغییر هر پارامتر مو   
با شرایط فـوق  ) CFU/ml105×1 (پس از تهیه سوسپانسیون مخمری 

ــل  ــا  10درفواصـ ــداکثر تـ ــه ای وحـ ــره  2 دقیقـ ــاعت یـــک قطـ  سـ
) تومــا(ازسوسپانــسیون تــست را بــر روی یــک لام هموســیتومتر     

زیرمیکروسکوپ قرارداده ، باپوشـاندن بـا یـک لامـل تمیـز در زیـر                
کوتـاهترین  .  بررسـی شـدند    10 و   40کروسکوپ باعدسی شـماره     می

) لولــه زایــا(زمــانی کــه رشــته هــای ظریــف مشخــصه جــرم تیــوب  
دراطراف سلولهای مخمری مشاهده مـی شـددر هـر آزمـایش ثبـت              

 ســاعت میــانگین درصدســلولهای مخمــری    2ودرنهایــت پــس از 
 میدان دید برای هر شـرایط آزمـایش شـمارش و            5زایادر   واجدلوله

  .میانگین و انحراف معیار آنها محاسبه گردید
) فـتلـخ منیـ کل5از(کرار ـ ت5ش ـبرای هرشرایط موردآزمای

  سلولهای واجدلوله درصد آلبیکنس آزمایش شده و میانگین کاندیدا
   مقایسه One-way ANOVAباتست آماری  زایارادرشرایط مختلف

  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  

  انحراف معیار میانگین سلولهای واجد لوله زایا  )درجه سانتیگراد(دما

27  1  0  
32  6/7  14/1  
37  45  1/4  
42  8/32  8/2  

pH انحراف معیار میانگین سلولهای واجد لوله زایا  
  صفر  صفر  5/5

6  22  4/1  
5/6  60  6/1  

7  8/34  9/1  

/35  

   بررسی واجد لوله زایا پس از دو ساعت در حرارتهای مختلف موردC. albicansمیانگین و انحراف معیار درصد سلولهای. 1جدول 

 مختلف مورد بررسیpH لوله زایا پس از دو ساعت در واجدC. albicans میانگین و انحراف معیار درصد سلولهای:  2جدول شماره 
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  ).15( خوار شودگانهی سلول ببیباعث تخر
عـدادی از عوامـل محیطـی و     نـشان داد کـه ت   نتایج مطالعه حاضـر   

 ، حرارت و غلظت گلوکز مـی توانـد در شـرایط             PHتغذیه ای مانند    
 میزان تولید لوله زایا یـا در حقیقـت میـزان        رب) برون تنی (آزمایشگاهی

در مطالعه حاضـر تـاثیر      . قدرت تهاجمی و بیماریزایی قارچ موثر باشد      
میـزان   و درجه حرارت و یک عامل تغذیه ای یعنی PHعامل محیطی 

  شرایط برون تنی درقارچ نیاز مورد منبع کربن غلظت گلوکز به عنوان
  . آزمایش و ارزیابی شد

  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  

  
  

  بحث
تولیـد  (توانایی تغییرحالت قارچ ازفرم مخمری به فرم میسلیال         

درحقیقت نوعی مکانیسم تهاجمی قـارچ دربـدن میزبـان          ) لوله زایا 
ماریزایی گونه هـای کاندیـدا آلبیکـنس        محسوب می شودکه دربی   

به علاوه مطالعات جدیدبیانگراین است کـه        ).2 و 1(موثر می باشد  
یکی ازمکانیسمهای فرار قارچ کاندیـدا      ) تولیدلوله زایا (این پدیده   

 بــه رایــ زآلبیکــنس ازسیــستم ایمنــی ســلولی محــسوب مــی شــود،
  و مهار را ی خوارگانهیب تواند ی مقارچ  اینسمـیانـ مکنیمک اـک

  لهای واجدمیانگین سلو  )mg/ml(غلظت گلوکز 
   لوله زایا

  انحراف معیار

  6/1  21  صفر
10  25  6/1  
20  2/57  6/5  
30  6/88  8/4  

  دما
میانگین سلولهای واجد   درجه سانتیگراد

  لوله زایا
  انحراف معیار

27  90  8/15  
32  70  1/7  
37  32  8/14  
42  46  4/11 

PH 

pHمیانگین سلولهای واجد   میزان
  لوله زایا

  انحراف معیار

5/5  66  4/11  
6  20  1/7  
5/6  12  5/4  

7  30  1/7  
  غلظت گلوکز

  
(Mg/ml)میانگین سلولهای واجد   غلظت

 لوله زایا
  انحراف معیار

  4/11  36  صفر
10  30  1/7  
20  18  5/4  
30  12  7/4  

  ر غلظتهای مختلف گلوکز مورد بررسی واجد لوله زایا پس از دو ساعت دC. albicansمیانگین و انحراف معیار درصد سلولهای:  3جدول شماره 

  در شرایط مختلف مورد بررسی توسط کاندیدا آلبیکنس)دقیقه(میانگین و انحراف معیار زمان شروع تولید لوله زایا:  4جدول شماره 
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غلظـت  (بعلاوه میزان تولیـد لولـه زایـا در شـرایط بـی هـوازی                

CO2درمقایسه باشرایط هوازی بیشتربوده است%) 10 برابر.  
Chengهمکــاران در مطالعــه ای بــر روی واکــنش کاندیــدا   و

آلبیکنس در مجاورت بامیزان بالای استروژن میزبـان نـشان دادنـد            
ث تـشدید درسـرعت تولیـد       که تیتر بالای استروژن می توانـد باع ـ       

آنهـا نـشان    . لوله زایا و افزایش طول لوله زایـا در ایـن قـارچ شـود              
باعث تحریک این قارچ به      دادند که تیتر بالای استروژن می تواند      

   ).21(ایچاد واژینیت کاندیدایی در خانمها شود 
  نتیجه گیری

 با توجه به نتایج به دسـت آمـده از مطالعـه حاضـربه نظـر مـی                  
 pHه در بدن میزبان هـم غلظـت بـالای گلـوکز و کـاهش                رسد ک 
قارچ به تولید لولـه زایـا در بـدن، بـه خـصوص در                تحریک باعث

افراد دیابتی و در نتیجه باعـث تـشدید ویـرولانس قـارچ مـشابه بـا                 
ترل قنــد خــون ـبــه همــین دلیــل کنــ. شــرایط بــرون تنــی مــی شــود

دیازیس بـه طـور     ی در جلوگیری از ابتلا به کاندی      ـماران دیابت ـدربی
   .مؤثر کمک می کند

  تشکر و قدردانی
ازآقایان حسین زرینفر و علی جبالی که در انجام این تحقیق با            

  .بنده همکاری داشته اند تقدیر و تشکر بعمل می آید
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  

  
 ت ـظ ــ وغل5/6 برابـر  pHی گـراد،  ــ ـتـه سانـ درج ـ37حـرارت  

mg/ml30 زایــا توســط کاندیــدا  گلــوکز باعــث تحریــک تولیدلولــه
آلبیکنس شد که این افزایش میزان تولید لوله زایا در مقایسه با سـایر               

  P )/=0001(شرایط از نظر آماری معنی دار بود 
 درجـه   37 وحـرارت    5/6 برابـر    pHتحریک تولید لوله زایـا در        

بوده ، تاثیرغلظت   ) 17و  16(سانتی گراد مشابه بانتایج مطالعات دیگر       
 Casanovaین مطالعه بررسی شده است، مشابه مطالعه        گلوکز که درا  

 و acetyl-D-glucose amine-3وهمکاران است که درمطالعه آنهااز 
Hemin             به عنوان منبع کربن برای تحریک تولیدلوله زایا بـه کاررفتـه 

غلظــت بــالای گلوکزدرتحریــک تولیــد لولــه زایــا درایــن ). 18(بــود
بیمـاریزایی بـالای ایـن قـارچ      مطالعه ممکن است نشان دهنده اهمیت       

  . دربیماران دیابتی باشد
در این مطالعه غلظت صفر گلوکز در لوله آزمایش معادل غلظت           

سرم فرد نرمـال بـرای تـست اسـتفاده     (خون فرد با میزان گلوکز طبیعی     
 میلی گرم در هر میلی لیتر در لوله آزمایش          30و20, 10 غلظت    ,)شده

و 300 ,200می گلوکز فردی با میزان      به ترتیب معادل میزان غلظت سر     
  .یلیگرم در هر دسی لیتر سرم می باشد م400

افزایش سرعت در تولید و میزان تولید لوله زایا در غظتهای بالای            
 گلوکزدر مطالعه حاضر ممکن است نـشان دهنـده بیمـاریزا شـدن ایـن           

بیمـاری  . قارچ و افزایش قدرت تهاجمی آن در بیمـاران دیـابتی باشـد            
 ی ازجمله عوامل مستعد کننده و زمینـه سـاز بـرای بیمـاریزا شـدن               دیابت

قارچها از جمله کاندیدا بوده و ممکن است باعث بـروز علایـم بـالینی               
مخــاطی و منتــشره کاندیــدیازیس در دیابتیهــا شــود  -جلــدی، جلــدی

)7،15.(  
درمطالعات مشابهی تاثیرتحریک کننـده وافزاینـده میـزان تولیـد           

 )Hemin(داآلبیکنس بر عوامل مختلفی مانند همـین        لوله زایا  با کاندی    
ویـک  ) 8(، بعـضی آمینواسـیدها      ) 19(، دارو های ضـد قـارچی      ) 18(

درشرایط برون تنی آزمایش شـده و       ) 20(عامل گرفته شده ازپلاکت     
  در  زایاتولید لولهی مطالعه برای آزمایشها ایندر .نشان داده شده است

  .ان استفاده شداز سرم انس آزمایشگاهی شرایط
Isibok   درمطالعـه ای نـشان دادندکـه اسـتفاده         ) 14( وهمکاران

ازسرم انسان برای تـست لولـه زایـا درمقایـسه باسـرم گـاو وگوسـفند              
  .مفیدتراست
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