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 كجلبثير عصاره أي پريودنتال و تهابررسي مولكولي كانديدا آلبيكنس جدا شده از عفونت
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Background and Aims: Candida is an opportunistic pathogen that causes illness in people with a defective or 
weakened condition. Infectious diseases (periodontal diseases) are inflammatory and malignant inflammation of the 
dental-gum complex, in which the growth of biofilms caused by Candida glabrata, Parapseilosis and Tropikalis is 
less than Candida albicans. Brown algae Sargasum is more compatible with human medicines due to having a 
natural origin than chemical drugs and has less side effects. The aim of the present study was to investigate the 
molecular characteristics of Candida species isolated from periodontal infections and the effect of Sargassum 
glaucescens extract on biofilm gene expression using Real-Time-PCR. 
Materials and Methods: Oral samples of periodontal infection were collected from the referred patients. To isolate 
the candidate species, the specimens were cultured on a Sabouraud dextrose agar containing chloramphenicol 
(SDAc). The extracted DNA was extracted from colonies grown from Kit and Glass pearl. Grown chickens were 
identified by specific primers by PCR-RFLP method. In order to detect the expression of ALS genes in Candida 
isolates, RNA extraction was performed using Phenol-Chloroform and Pearl glass, and the CLSI-M27-A2 method 
was used to evaluate the effect of Sargasum glaucescens extract of algae. 
Results: The results showed that the expression of ALS gene in periodontal infection is higher than other genes. 
Another role is ALS in the formation of Candida albicans biofilm. The minimum inhibitory concentration of fungal 
growth was 256 μg/ml by algae extract. Sargasum glaucescens reduced the expression of ALS gene expression by 
about 62% in the sample. 
Conclusion: Sargasum glaucescens algae possesses specific pharmacological properties and antimicrobial and 
antimicrobial effects. The results of the study using Real Time PCR showed that expression of ALS gene in isolated 
studied with Sargasum algae extract was lower than untreated isolates. Thus, this indicated the positive role of 
treatment by sargasum glaucescens extract in reducing the expression of biofilm gene in isolates. 
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  ...                         پونه محمودي و همكارانسارگاسوم  جلبكثير عصاره أپريودنتال و تهاي بررسي مولكولي كانديدا آلبيكنس جدا شده از عفونت

١٢  

  چكيده
التهابي و  حالت، پريودنتالهاي بيماري كند.مي ايجاد بيماري شده تضعيف و ايمني نقصسيستم  با افراد در كه است فرصت طلبي پاتوژن كانديدا، :زمينه و هدف

 .است كمتر آن در آلبيكنس كانديدا به نسبت و تروپيكاليس پاراپسيلوزيس گلابراتا، كانديدا يهاگونه ناشي از بيوفيلم كه رشد استاي لثه -مخرب كمپلكس دنداني
كند. هدف مي ايجاد كمتري جانبي عوارض و دارد انسان با بيشتري سازگاري داروهاي شيميايي به نسبت طبيعي منشاء داشتن علت سارگاسوم به ايجلبك قهوه

بر بيان ژن تشكيل  Sargassum glaucescensاي قهوه ثير عصاره جلبكأت هاي پريودنتال وعفونت شده از هاي كانديدا جدامولكولي گونه بررسي حاضر مطالعه
  . بود Real-Time-PCRدهنده بيوفيلم با روش 

ها روي محيط سابورو نمونه هاي كانديدا ازگونهسيون جهت ايزولاجمع آوري شد. عفونت پريودنتال از بيماران مراجعه كننده  هاي دهانينمونه :روش بررسي
هاي رشد يافته با كلني .شدانجام   DNAاي استخراجپرل شيشه روش كيت و يافته با هاي رشد. از كلنيشدكشت  (SDAc) دكستروز آگار حاوي كلرامفنيكل

كلروفرم  -روش فنل با RNAي كانديدا استخراج هادر ايزوله ALSي هاژن . به منظور شناسايي بيانگرديدشناسايي  PCR-RFLPروش به پرايمرهاي اختصاصي 
  . شداستفاده  CLSI-M27-A2ثير عصاره سارگاسوم گلسيسنس از دستورالعمل أبراي ارزيابي ت واي پرل شيشه و

تشكيل  ردALS  ديگر است. نقش بيشترها ساير ژن نسبت به مختلف سنين در عفونت پريودنتال در ALSژن  بيان ميزان كه نشان داد حاصل نتايج ها:يافته
بيان ژن  %٦٢حدود  گلوسنس سارگاسومميكروگرم بر ميلي ليتر بود.  ٢٥٦است. حداقل غلظت مهاركنندگي رشد قارچ توسط عصاره جلبك  آلبيكنس كانديدا بيوفيلم
ALS داداهش ك بررسي مورد يهانمونه را در.  

  روش نتايج بابررسي . استميكروبي قابل توجهي  ضد اثرات ضد قارچي و وهاي خاص فارماكولوژيك داراي ويژگيسارگاسوم گلوسنس  گيري:نتيجه
Real Time PCR كه بيان ژن  نشان دادALS وتر بوده هاي تيمار نشده پايينسارگاسوم نسبت به ايزوله جلبكعصاره  ي تحت مطالعه تيمار شده باهادر ايزوله   

  .بود هادر ايزوله كاهش بيان ژن مولد بيوفيلم در عصارهنشان دهنده نقش مثبت 

  Real time PCR ،سارگاسوم گلوسنسكانديدا آلبيكنس، بيوفيلم،  ها:كليد واژه

  ٢٥/٠١/٩٨تأييد چاپ:  ١٩/٠١/٩٨اصلاح نهايي:  ١٠/٠٥/٩٧وصول:
  

  مقدمه
پريودنتال يك عفونت باكتريايي است كه بافت لثه را آلوده، قرمز، 

تواند يك دندان يا مي و بردمتورم و استخوان اطراف لثه را از بين مي

اي از مجموعهبيماري پريودنتال . چندين دندان را تحت تأثير قرار دهد

  در فك و هاهاي پيراموني دندانشرايط التهابي است كه استخوان

كنند كمك مي جاي خود دندان دراستحكام اظتي را كه به بافت نرم حف

دهد شروع مي يك نشاندهند. شواهد اپيدميولوژثير قرار ميرا تحت تأ

جمع هاي بيماري پريودنتال از باكتري. بيماري پريودنتال چند عاملي است

 به اسم يبيوفيلم كه افزايش يافتهو  شروع شده متصل به دندان شده

 ها در دهان بماند، بافت لثهدهند. اگر اين پلاكپلاك دندان را شكل مي

در نتيجه ورم لثه، يك نوع بيماري و  شدهمجاور ممكن است ملتهب 

  .)١( نمايدزودرس لثه ايجاد 

 سراسر در فرصت طلب قارچي يهابيماري در شايع مخمر كانديدا

 كلونيزه مخاطي غشاهاي و پوست سطح روي به فراواني و باشدمي دنيا

مخاط دستگاه گوارش و  دهان، واژن پوست ونرمال  فلور شود. كانديدامي

 و دباشمينيز  فرصت طلب است پاتوژن كه ميزان همان به و بودهانسان 

بسياري  .شوديافت مي خاك و گياهان، آب برگ روي ويژه به طبيعت در

ي كانديدا مي توانند عامل بيماري باشند، ولي در اكثريت موارد، هااز گونه

  .)٢( استآلبيكنس از نوع ارگانيسم جداشده از موارد باليني 

ي هاي كانديدا ميكروارگانيسمهاديگر گونه آلبيكنس و كانديدا

ديگر مانند  هاكه در شرايط طبيعي، تعداد آن بودهساپروفيت 

حركات و  IgAتوسط شرايط حاكم بر محيط مقادير  ،هاميكروارگانيسم

چنداني براي ميزبان خود ندارند.  يزايو بيماري شدهدودي روده كنترل 

يا تضعيف سيستم ايمني ميزبان  چون تغيير شرايط محيطي وهمدلايلي 

 هابافتبه و در اين حالت  دهدميافزايش  را هاتعداد اين ميكروارگانيسم

. در واقع بيماري در اثر تغييراتي كنندميايجاد بيماري  ور گشته وحمله

ترين عامل . شايعدهدروي ميدو  در شرايط ميكروارگانيسم، ميزبان يا هر

ي هاآنتي بيوتيك طولاني مدتميزبان، مصرف مرتبط با مستعد كننده 

  . )٣( باشدمي و ديابت وسيع الطيف

كانديدا آلبيكنس داراي دو آنزيم با فعاليت ضد ي مخمري هاسلول

 . آنزيم فسفوليپازهستندليزوفسفوليپاز  و A ي فسفوليپازهايكديگر به نام

A  ليزوفسفوليپاز خود مخمر را از اثر  و دهددر تهاجم ياري ميرا كانديدا

كند. اين آنزيم نقش مهمي در نفوذ تخريبي آنزيم اول محافظت مي

 .)٤،٥( نمايدميرگانيسم به داخل مخاط ايفا كاذب و حقيقي اي هاميسليوم
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١٣ 

اثر آن  كهبوده ي آلبيكنس هاگونهدر نقش مهاري هاي فوق داراي آنزيم

فعاليت بيشتر در ارتباط با  واست  Th1ي هاعمدتاً برروي لنفوسيت

باشد. تأثير ايمونوساپرسيو كانديدا آلبيكنس در سيستم ايمني ميزبان مي

  .)٦( در ارتباط با مانان است ويژهه بي آزمايشگاهي ديده شده كه هامدل

باشند اما ي مخمري كانديدا قادر به تشكيل بيوفيلم ميهابيشتر گونه

كانديدا پاراپسيلوزيس، كانديدا سودوترپيكاليس، و كانديدا گلابراتا اساساً 

ا تمايل كمتري به تشكيل بيوفيلم بر روي سطوح در مقايسه با كانديد

هاي ژن مسئول خصوصيات بيوفيلم ٣٠٠. بيش از )٧( آلبيكنس دارند

تنظيم كننده  Gcn4pژن  .تشكيل شده در شرايط متفاوت رشد هستند

 استبراي تشكيل بيوفيلم ضروري  بوده وكليدي بيوسنتز اسيد آمينه 

 ي وحشي و نوعهادرموتانت ها. تفاوت گسترش بيوفيلم و بيان ژن)٨(

 باشدمي cph1p و efg1pيفي رشد يافته بدليل فقدان فاكتور رونويسي ها

)٩( .  

شود و اين از تشكيل بيوفيلم جلوگيري مي bcr1با از بين رفتن ژن 

 هاي اتصال دهنده سلولهايفي و ژنها يهاژن مانع از بيان انواع ژن

كه توسعه  يفي متوقف نشده در حاليها گسترش bcr1شود. با حذف مي

يف براي توسعه بيوفيلم لازم بوده اما ها شود. تشكيلبيوفيلم متوقف مي

كافي نيست. از اين رو عامل كليدي در تشكيل بيوفيلم قارچي بيان دقيق 

و  nup85 ،mds3 ،kem1ي هابا حذف ژن .)١٠( باشدمي bcr1ژن 

suv3 تشكيل بيوفيلم در مراحل اوليه متوقف شده هادر موتانت بيوفيلم ،

شود. گسترش بيوفيلم در مراحل مياني متوقف مي kem1ي با حضور ول

پيرووات دهيدروژناز، اينوزيتول، فسفات  ،hsp70پروتئين شوك حرارتي 

ي تنظيم هامونوفسفات دهيدروژناز پروتئين ٥سنتتاز، انولاز و اينوزين 

 (ALS)ژني  خانوادة . اعضاي)٤،١١-١٣( كننده بيوفيلم هستند

sequence agglutinin like سطحي سلول گليكوپروتئين كننده رمز 

 به طور بيوفيلم رشد هنگام در خانواده اين يهاژن بيان باشند. ميزانمي

 بيوفيلم در تشكيل هاژن اين مهم نقش و يابد مي افزايش گيري چشم

 بيوفيلم ALSژن  ،بيوفيلم تشكيل در مؤثر يهاژن است. رسيده اثبات به

تشكيل بيوفيلم كه در ي يها. ژن)١٤( است آلبيكنس كانديدا مخمر در

 ,ALS1, ALS2, ALS3, ALS4, ALS5, ALS7 :نقش دارند

ALS9, csa1, eap1, fks1, hwp1 och1, pga1, pga10, pmt1, 

pmt2, pmt4, pmt6, rbt1, rbt5, sun41  وhwp2 ١٥( باشدمي(.  

بسيار خوبي بر كاهش  ثيرأگياهي ت يهاو عصاره هاامروزه جلبك

. )١٦( دندار هاو قارچ هاي مقاومت به آنتي بيوتيك در باكتريهابيان ژن

 به هاباشد. جلبكاي رده سارگاسوم مييكي از عناصر فعال جلبك قهوه

 يك منبع عنوان به فعال زيستي از تركيبات وسيعي طيف داشتن واسطه

 داشتن علت اين داروها بهد. دارويي جديد مورد توجه ويژه هستن بالقوه

 با بيشتري سازگاري داراي داروهاي شيميايي به نسبت طبيعي منشاء

 كمتري جانبي عوارض و بوده انسان بدن از جمله زنده يهاارگانيسم

يك جنس  (Sargassum) م. جلبك دريايي سارگاسو)١٧( كنندمي ايجاد

ست كه در راسته ا از دسته بندي ماكروالگاو اي ي قهوههااز گروه جلبك

ي گرمسيري و معتدل ها. توزيع آن در قسمتداردفوكالس قرار 

ي شناور در نزديكي هابه صورت توده معمولاً  بوده ودر جهان  هااقيانوس

ها ها بيشتر بر روي مرجانخواستگاه آن د.نآيخواستگاه خود، به ساحل مي

  .)١٨( باشددر درياهاي مناطق گرمسيري مي هاو صخره

ي زيست بسياري از آبزيان ي جنوبي كشور بستر مناسبي براهاآب

و از  ديده شدهي دريايي ها، خواص زيستي بسياري در جلبكباشدمي

 جلبك دريايي فعال زيست خواص مطالعاتي روي ايران آنجاكه در

Sargassum glaucescensت، اس نگرفته انجام ارزشمند منبع ، اين

باشد. از دير زمان، مي ضروري زمينه اين در فناوري زيست متعدد طالعاتم

اند و تحقيق و گياهان دارويي در زندگي بشر كاربردهاي زيادي داشته

 .)١٩( داراي اهميت است هابر روي قارچ هاپژوهش در مورد تأثير جلبك

ي ها، منابع غني از متابوليتهاي دريايي، از جمله جلبكهاانواع ارگانيسم

توانند خواص ها ميي آنهاهستند كه انواع متابوليتفعال بيولوژيك 

. هدف از انجام اين مطالعه شناسايي مولكولي )٢٠( دارويي داشته باشند

ثير عصاره أي پريودنتال و تهاجدا شده از عفونت يي كانديداهاگونه

ي هابر روي بيان ژن Sargassum glaucescensاي جلبك قهوه

 كانديدا باليني يهاجدايه در ALS9و  ALS2تشكيل دهنده بيوفيلم 

-Real-Timeبا روش يت به پريودنت آلبيكنس در عوامل اتيولوژيك مبتلا

PCR بود.  

  

  روش بررسي
اي مقطعي اين تحقيق مطالعه :نوع مطالعه و جمع آوري نمونه

كه به روش توصيفي تحليلي طراحي و اجرا گرديد. ميانگين سني  بود

(انجام نمونه برداري  بود ٢٩±٣/٥افراد تحت مطالعه مبتلا به پريودنتال 

 . دربا رضايت كتبي و حفظ محرمانگي اطلاعات بيماران صورت گرفت)
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  ونه محمودي و همكارانپ                       ...  سارگاسوم  جلبكثير عصاره أپريودنتال و تهاي بررسي مولكولي كانديدا آلبيكنس جدا شده از عفونت

١٤  

نمونه پريودنتال از افراد مراجعه كننده به درمانگاه  ١٠٠اين تحقيق تعداد 

سوآپ  باتخصص مپزشك دندان) توسط كرمانبيمارستان شريعتي (

ظرف استريل درپوش دار مخصوص در در  وبرداري انجام نمونه استريل 

حاوي  و در لوله استريل محتوي سرم فيزيولوژياستريل  شرايط

 تا جمع آوري شد گرادسانتيدرجه  ٤ در دماي و گرفتكلرامفنيكل قرار 

  د. يبه آزمايشگاه ميكروب شناسي منتقل گرد

اي ي جلبك قهوههانمونه جمع آوري جلبك سارگاسوم:

هاي از منطقه جزر و مددي آب glaucescens Sargassum دريايي

اي با شيب كم داراي وسعت چابهار كه به دليل دارا بودن سواحل صخره

 هاشد. نمونه جمع آوريماه  هاي آبان تا آذربيشتري است در طي ماه

در آزمايشگاه ابتدا  به آزمايشگاه منتقل شدند. پس از جمع آوري سريعاً

بار با آب دريا و سپس با آب شيرين به خوبي شسته شدند تا از نمك،  چند

هاي پوسيده و شن، ماسه و ساير موارد تميز شوند، سپس سمت قسمت

روز  ١٠ها به مدت نكروز شده از بدنه جلبك جداسازي و جلبك

ساعت) روي پارچه تميز و استريل در سايه و دماي اتاق خشك ٢٤٠(

آسياب برقي به صورت پودر در  شدند. پس از اتمام خشك شدن توسط

  .)٢١( آمد

به منظور جلوگيري از  عصاره گيري از جلبك سارگاسوم:

ثر موجود در جلبك قرمز تهيه شده ؤتغيير در ساختار شيميايي مواد م

بلافاصله پس از جمع آوري تحت شرايط مناسب و دور از نور و رطوبت 

گرم از جلبك خشك  ٥٠براي تهيه عصاره در دو ارلن مقدار خشك شد. 

ميلي ليتر اتر دوپترول (پتروليوم) و دي اتيل اتر مخلوط  ٢٠٠شده با 

 شداتمن شماره يك صاف محتويات ارلن به وسيله كاغذ صافي و گرديد.

و فعاليت عصاره گيري از مايع صاف شده توسط دستگاه روتاري در دماي 

طور مشابهي ه بصورت گرفت.  ءدرجه سيلسيوس و تحت شرايط خلا ٥٠

و  %٨٠عصاره هيدروالكلي نيز طي فرآيند سوكسله و با استفاده از اتانول 

  .)٢١( دست آمده دي اتيل اتر ب

 جداسازي و كشت براي :كانديدا جداسازي براي كشت

 (SDA) دكستروزآگار مخاطي سابرو -جلدي يهاعفونت در كانديدا

اي، تروپيكاليس ي كانديدا مثل كروزههاولي برخي گونه بوده محيط رايج

 براي .نيستند (SCC) و پاراپسيلوزيس قادر به رشد روي اين محيط

   هانمونه ساپروفيت، به يهاقارچ يا ميكروبي آلودگي از جلوگيري

 سيكلوهگزاميد و تتراسايكلين آنتي بيوتيك كلرامفنيكل، جنتامايسين يا

 سيكلوهگزاميد به كانديدا يهابعضي گونه كه آنجايي از شد. اضافه

ند دش كشت سيكلوهگزاميد هم فاقد محيط در هاهستند، نمونه حساس

)٢٢( . 

 تشخيصجمعيت  :كانديداها آزمايشگاهي تشخيص

 نمونه مستقيم آزمايش از يمخاط -جلدي هاينمونه انواع آزمايشگاهي

 شناسايي جهت كشتاز قارچ  جداسازي و قارچي عناصر حضور مشاهده و

بوده  دقيق و جديد، انتخابي كشت محيط كانديدا آگار . كرومشد استفاده

 كلينيكي يهاطبقه بندي گونه و مستقيم سازي، تشخيص جدا براي كه

 محيط روي مخمر تشخيص، كشت . اساسبرده شد كار به كانديدا مهم

 با و ساعت ٤٨مدت  به گرادسانتيدرجه  ٣٠انكوباسيون در  و آگار كروم

  . )٢٢-٢٤( بودمشاهده  قابل مختلف رنگي يهاكلني توليد

 تشخيصي يهاروش تريناز ابتدايي يكي :تست جرم تيوب

 ميكروسكوپ زير در را زايا لوله فقدان يا وجود كه است آلبيكنس كانديدا

ي كانديدا هاجهت ايزوله سازي گونه ).٢٥،٢٦( دهدنشان مي بررسي قابل

بر روي محيط سابوروي دكستروز آگار  هانمونه از ،از عفونت پريودنتال

 ند. دش كشت داده (SDAc)حاوي كلرامفنيكل 

كيت  ر با روشكوي رشد يافته بر روي محيط كشت مذهااز كلني

بعد از مدت  انجام شد.  DNAاستخراج ،استخراج شركت پيشگامان ژن

 ي رشد يافته با استفاده از پرايمر مخصوصهاساعت انكوباسيون كلني ٧٢

. براي بررسي نتايج ندشناسايي شد PCRبا روش  و ژن مورد بررسي

و رنگ آميزي  %٥/١ژل آگارز  از الكتروفورز با استفاده از ،PCR از حاصل

 يها. به منظور شناسايي بيان ژن)٢( مايد استفاده شدويديوم برتوسط ات

ALS ي كانديدا استخراج هادر ايزولهRNA اصي اختص كيت با استفاده از

اي سارگاسوم ثير عصاره جلبك قهوهأآن انجام شد. براي ارزيابي ت

  .)٢٧( استفاده شد CLSI-M27-A2گلسيسنس از دستورالعمل 

  حداقل غلظت براي عصاره گياهي سارگاسوم: MIC تعيين

  بر اساس MIC روش درهاركنندگي عصاره گياه سارگاسوم م

بار تكرار  ٣ باو  ه روش رقيق سازي و در ميكروپليتب دستور العمل مذكور

 هابه داخل چاهك ٤٠٠٠تا  ٥/٦٢ي هاعصاره در غلظت ،انجام گرفت

  تا حجم (MHB) و با محيط كشت مولر هينتون براث شده ريخته

ميكروليتر از  ٥٠با مقدار  هاند. به همه چاهكدميكروليتر رسانده ش ١٠٠

ي تشكيل دهنده بيوفيلم با غلطت نيم مك فارلند هاكشت ميكروبي سويه

 قارچرشد ه عنوان كمترين غلظت مهار كننده ب MIC اضافه شد. مقدار
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١٥ 

عصاره  ي مواجه شده كانديدا در برابرهااز كشت كلني محسوب شد.

انجام و ميزان بيان ژن با روش  RNAاي عمل استخراج جلبك قهوه

Real-Time-PCR  ٢٨( گرفتمورد بررسي قرار( .  

 بررسي فنوتيپي اثرات ضد بيوفيلمي عصاره گياه سارگاسوم:

 به منظور مطالعه كمي اثرات ضد بيوفيلمي عصاره گياه از روش

هر  ساعته از ٢٤بدين منظور يك كشت  .يتروپليت استفاده شدتميكرو

ين ااز  .بودكدورت آن در حدود نيم مك فارلند  كه شدجدايه تهيه 

ميكرومتر از هر  ١٠٠ي هاسوسپانسيون در هر يك از چاهك

ر از ميكروليت ٥٠اضافه شد و به دنبال آن  سوسپانسيون كانديدايي

  دمايساعت در  ٢٤و به مدت  عصاره اضافه subMICي هاغلظت

حلول رويي م ،ساعت ٢٤ند بعد از گذشت دانكوبه ش گرادسانتيدرجه  ٣٧

 .شد مرتبه با سرم فيزيولوژي شسته ٣خارج شده و هر چاهك  هاچاهك

تثبيت  %٩٦ل ميكروليتر از اتانو ٢٥٠سپس كانديداهاي متصل به ديواره با 

ضافه سنجش كمي بيوفيلم بوسيله ا ها،بعد از خشك كردن پليت .نددش

 وبه هر چاهك صورت گرفت  %٣٣تر اسيد استيك يميكرول ٢٠٠كردن 

نده خوا Elisa Reader نانومتر توسط دستگاه ٤٩٢جذب آن در طول موج 

شده با  محاسبه حجم نمونه با توجه به مطالعات قبلي انجام .)٢٩( شد

  انجام گرفت. ٠٤/٠درصدي و سطح خطاي  ٩٥ضريب اطمينان 

    DNAبراي استخراج :DNAرسوب گيري و استخراج 

  شركت سيناكلون با نام DNAاز كيت استخراج 

٨٨١٦١٢CAT NO: PR881612 CinnaPure-DNA, 50 Preps  

اي ي قطعهطراحي پرايمرها لازم است توالي دو انتها براي استفاده شد.

نجام پرايمرهاي مورد نظر جهت ا .كه بايستي تكثير شود مشخص باشد

ي كانديدا هادر ايزوله ALSاين آزمايش براي تشخيص ژن بيوفيلم 

سويه استاندارد از همچنين نشان داده شده است.  ١جدول در آلبيكنس 

   .كار رفته ببه عنوان كنترل مثبت  (ATCC14053) آلبيكنس كانديدا

 :Real-Time PCR با روش ALS تعيين ميزان بيان ژن
ي تكثير هاكلي براي واكنش RNAبراي اين منظور از : RNAاستخراج 

   RNeasyاز ميكروكيت  RNAپرايمر استفاده شد. براي استخراج 

) استفاده شد. سوسپانسيون مخمري كه در فاز Qiagen(شركت 

) مورد استفاده قرار OD600= ٤/٠-٦/٠لگاريتمي رشد قرار دارند (در 

استفاده  DNase (Qiagen)ژنومي از كيت  DNAگرفت. براي حذف 

  شد. 

 :Real-Time-PCRاي پليمراز انجام واكنش زنجيره
ميكروليتر با استفاده از كيت به  ٢٠اي پليمراز در حجم واكنش زنجيره

 Prime Qmaster mix (2x)ميكروليتر از  ١٠صورت زير انجام شد: 

with syber green، ميكروليتر از  ٥Depc water يك ميكروليتر از ،

 cDNAميكروليتر از  ٢پرايمر فوروارد، يك ميكروليتر از پرايمر ريورس و 

با برنامه  ABI pluseدستگاه  در موردنظر يهاقطعه استفاده شد. تكثير

  دقيقه، تكثير شامل ١براي  گرادسانتيدرجه  ٩٥دناتوراسيون اوليه 

 ٤٠براي مدت  گرادسانتيدرجه  ٥٩ثانيه،  ٣٠گراد براي درجه سانتي ٩٥

چرخه انجام شد. از ژن  ٣٥ثانيه در  ٦٠براي  گرادسانتيدرجه  ٧٢ثانيه و 

براي محاسبه  عنوان كنترل داخلي تست استفاده شد.ه ن بخانگي بتا اكتي

ميزان بيان ژني و رسم نمودارهاي مربوطه از نرم افزار مشخص و مقدار 

بيان ژن هدف محاسبه شد. آناليز ميزان بيان با اندازه گيري نسبي بيان 

mRNA .در مقايسه با سويه استاندارد انجام شد  

 مختلفي افزارهاي نرم :Real Time PCRآناليز محصولات 

از جمله  دارد وجود مرجع و نمونه ژن بيان بين اختلاف بررسي براي

Light Cycler Quantification Software ،Q-Gene .در  است

  توان ازنمونه) مي ١٠٠زياد باشد (تا  هاصورتي كه تعداد نمونه

  Q-Geneبرنامه دراستفاده كرد.  REST-XLو  RESTنرم افزارهاي 

 هاداده آناليز ،هاورودي پردازش است، Excel ايمقايسه برنامه يك كه

نتايج به دست آمده از نسخه نوزدهم نرم افزار  شد. انجام نمودارها رسم و

SPSS ي آماري هاو آزمونchi square .و دقيق فيشر آناليز گرديد  

Q-Gene انجام را ژن بيان نرمالايزكردن و دارد آماري برنامه چندين 

 .دهدمي

 
  )٢٨(هاي كانديدا در گونه ALSشناسايي بيان ژن  -١جدول 

Accession number PCR product size (bp)  Sequence 5ʹ → 3ʹ  Primer name  
L٣١٨ ٢٥٩٠٢  ACCAGAAGAAACAGCAGGTG  ALS 1-R 
L٣١٨ ٢٥٩٠٢  GACTAGTGAACCAACAAATACCAG  ALS 2-F 
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  ونه محمودي و همكارانپ                       ...  سارگاسوم  جلبكثير عصاره أپريودنتال و تهاي بررسي مولكولي كانديدا آلبيكنس جدا شده از عفونت

١٦  

  هايافته
 توانيرا م كانديديايي، هايگونه انواع توسط شده ايجاد يهاعفونت

  نمونه تحت بررسي ١٠٠. از نام برد قارچي يهاعفونت ترينشايع

شدند. اين  ) از نظر وجود كانديدا آلبيكنس مثبت شناسايي%٦٠نمونه ( ٦٠
در و  بودند تيوب، توليد كلاميديوسپور مثبتايزوله از نظر وجود جرم  ٦٠

   محيط كروم آگار كانديدا كلني به رنگ سبز روشن مشاهده شد.

 هاي مختلف عصاره جلبكنتايج اثردهي رقت :MICتعيين نتايج 
سلول در  ٥/١  ٣١٠ سارگاسوم بر سوسپانسيون مخمري با غلظت

ساعت  ٤٨ز اپس  )٢٨،٢٩(مطابق با استاندارد قارچ شناسي  ليترميلي

روي محيط  و با كشت مجدد گرادسانتيدرجه  ٣٥انكوباسيون در دماي 
يتر به لميكروگرم بر ميلي  ٢٥٦سابورو دكستروز آگار بررسي و نتيجه 

  دست آمد.

اي پليمراز، پس از انجام واكنش زنجيره :نتايج آناليز مولكولي
ر روي ژل الكتروفورز مشاهده باندهاي ب Real-Time-PCRمحصول 

bp براي ناحيه ژني  ١٢٢ALS  ٥٤كنس ايزوله كانديدا آلبي ٦٠بود. از 

   .)١بودند (شكل  ALSايزوله واجد ژن 
نشان داد كه بهترين دماي  آناليز :Real-time PCRآناليز  نتايج

  گراد بوددرجه سانتي ٧٩/٨٦، (Melting curve) منحني ذوب

 در ALSنشان داد كه بيان ژن  Real Time PCR). نتايج ١نمودار (
تر ي تيمار نشده پايينهاي تحت مطالعه تيمار شد نسبت به ايزولههاايزوله

  ALSبوده است كه نشان دهنده نقش مثبت تيمار در كاهش بيان ژن

 ٢ي موجود در جدول هابر اساس داده ).٢نمودار بوده است ( هادر ايزوله
 %٦٢حدود عامل اصلي در كاهش  گلوسنس سارگاسوم كهمشاهده شد

   ده است.بو مورد بررسي يهاژن در نمونهاين بيان 

  
  گيريو نتيجه بحث

 ترينشايع كانديديايي، هايگونه انواع توسط شده ايجاد هايعفونت

باشد. اين يماعضا  پيوندده كنن دريافت افراد ميان در قارچي هايعفونت
هاي مختلف بدن از جمله، پوست، ناخن، دهان، دستگاه بيماري در قسمت

ترين . كانديديازيس متنوعگرددمي  هاي ديگر بدن ايجادتناسلي و ارگان

   ).٣٠( بيماري قارچي است

Haghighi به ارزيابي اثر كاتچين  )١٣٩٠(سال در  )٣١( و همكاران

هاي استاندارد حساس و مقاوم كانديدا بر تشكيل بيوفيلم قارچي سويه

 ٧٧/٥كاتچين، از  ٥٠ آلبيكنس پرداختند. حداقل غلظت مهاركنندگي
ميكروگرم  ٣٣/٨، ٩٠ و حداقل غلظت مهاركنندگي ليترميليميكروگرم در 

 ليترميليگرم در ميكرو ٤٧/٩در ميلي ليتر و حداقل غلظت كشندگي آن 

كنندگي بيوفيلم كاتچين و فلوكونازول براي تعيين گرديد. غلظت مهار
 ليترميليميكروگرم در  ٤ و ٣٥/١٩سويه حساس به فلوكونازول به ترتيب؛ 

 ٨و  ٥٣/٢٣و همچنين براي سويه مقاوم به فلوكونازول به ترتيب؛ 

در اين بررسي كه در محيط قارچي صورت  بود. ليترميليميكروگرم در 
ميكروگرم بر ميلي ليتر به  ٢٥٦ گرفت و نتيجه حاصل كه در اين تحقيق

  دست آمد.

  
  

  
  
  
  
  
  

از چپ به راست:  PCRژل الكتروفورز محصول آزمون -١شكل 
Ladder 100bp– (كانديدا آلبكنس حاوي ژن مورد نظر) كنترل مثبت- 

  )١٢٢ ALS )bpآغازگر اختصاصي  -(آب مقطر) كنترل منفي
  
  
  
  
  
  
  
  

  در جريان آزمايشمنحني ذوب  -١نمودار  -١نمودار 
  

 
 
 
 
 
 
 

 

 
 

  Real Time PCRنتايج منحني تكثير  -٢نمودار 
Ct - 16s –Non = 18.01, Ct – 16s – Treat = 19.2, Ct –A1s – Non = 22.71, Ct – A1s – Treat = 5.3 
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١٧ 

  Real Time PCRمقادير حاصل از تست  -٢جدول 

Expression Fold Change  Delta Delta Ct Value  Ct Value (control)  Ct Value (Experimental) 
2 -Ct  Ct  CTC  CTE  
0.378929142  1.40  4.70  6.10  

Knockdown 62.10708584 
 

Heidari به مطالعه اثرات  ،)١٣٩٤(در سال  )٣٢( و همكاران

اي ضدباكتريايي و ضداكسيداني عصاره سه گونه جلبك سبز، قرمز و قهوه

روش هاي اتانولي بهفارس پرداختند. عصاره سواحل شمالي خليج

سواحل شمالي اي در خيساندن از سه گونه جلبكي سبز، قرمز و قهوه

هاي جلبكي مورد بررسي . گونهفارس و استان بوشهر تهيه گرديد جخلي

اثر ضداكسيداني بسيار خوبي نسبت به فعاليت ضدباكتريايي از خود نشان 

 ايكه بالاترين فعاليت ضد اكسيداني را جلبك قهوه نحوي دادند. به

C.Trinodis صورت در اين بررسي كه در محيط قارچي  .نشان داد

ميكروگرم بر ميلي ليتر بر روي  ٢٥٦تحقيق  ازنتيجه حاصل  گرفت،

  كانديدا آلبيكنس به دست آمد.

Pakdel  شناسايي دو ژن ) به٢٠١٤(در سال  )٣٣(و همكاران 

ALS1 و hwp1 كانديدا آلبيكنس جدا شده از عفونت  يهادر ايزوله

ايزوآميل  -كلروفرم -به روش فنل DNA واژينال پرداختند. استخراج

با پرايمرهاي اختصاصي  Multiplex PCR سپس انجام شده والكل 

را به ترتيب با  hwp1 و ALS1 انجام شد. نتايج حاصل حضور دو ژن

 هاآن ي مورد مطالعه نشان داد. نتايجهادر جدايه %٢٨و  %٥٧فراواني 

 داراي ژن ALS1 ي واجد ژنهااز جدايه ٥٠%دلالت بر اين دارد كه 

hwp1 بر روي ژل الكتروفورز نتايج حاصل از اين مطالعه  .باشندنيز مي

 ه كهبود ALSناحيه ژني  در ١٢٢ bp مشاهده قابل باندهايبيانگر وجود 

  .بودند ALSايزوله واجد ژن  ٥٤ايزوله كانديدا آلبيكنس  ٦٠از 

Nailis  فاكتورهاي  شناسايي ژنبه ) ٢٠١٠(در سال  )٣٤(و همكاران

  ويرولانس بيوفيلم بالقوه در كانديدا آلبيكنس با روش

Real-Time-PCR هاي بيوفيلم مربوط بهپرداختند. بيان ژن  

wp1 ،ALS ،sap ،plb و lip .در كانديدا آلبيكانس مشاهده شد  

ALS1-5 ي مورد بررسي بيان بيشتري داشت در حاليهادر تمام ايزوله 

كه با نتايج حاصل از اين  .بود ALS9به ترين بيان ژن مربوط كه كم

 bp مشاهده قابل باندهايبيانگر وجود  كه بر روي ژل الكتروفورزمطالعه 

ايزوله  ٥٤ايزوله كانديدا آلبيكنس  ٦٠از ه بود ALSناحيه ژني  در ١٢٢

  در يك راستا است. بودند ALSواجد ژن 

Bruder-Nascimento به  )٢٠١٤(در سال  )٣٥( و همكاران

در  ALS3شناسايي بيوفيلم گونه كانديدا و تعيين پلي مورفيسم 

ي مختلف كانديدا هاي باليني كانديدا آلبيكنس پرداختتند. گونههاايزوله

ي خون، ادرار، ترشحات وولوواژينال و مايع دياليز صفاقي جدا هااز نمونه

كل ايزوله كانديدا  ١٩٨از كانديدا بررسي شد.  ٣٢٧شدند. توليد بيوفيلم در 

صورت پايين و بالا ه سويه تشكيل بيوفيلم ب ١٢٦و  ٧٢با بيوفيلم مثبت، 

در نظر گرفته شد. توليد بيوفيلم توسط كانديدا آلبيكانس به طور قابل 

نتيجه حاصل در اين تحقيق تر از ايزوله غير آلبيكانس بود. توجهي پايين

  كانديدا آلبيكنس به دست آمد.ميكروگرم بر ميلي ليتر بر روي  ٢٥٦

Barros ثير كانديدا أ) به بررسي ت٢٠١٦در سال ( )٣٦( و همكاران

كروزئي و كانديدا گلابراتا بر بيان ژن بيوفيلم دركانديدا آلبيكنس شرايط 

، ALS1 ،ALS3 ،hwp1ي مطالعه شامل هاآزمايشگاهي پرداختند. ژن

bcr1 ،efg1 ،tec1 ،sap5 ،plb2  وlip9 در حضور كانديدا كه  بود

كانديدا  tec1و  ALS3 ،hwp1 ،bcr1 ،efg1ي هاكروزئي، بيان ژن

نشان دهنده تفاوت در رونوشت و  كه آلبيكانس به طور كامل مهار شد

ي مربوط به ترشح هاتضاد فنوتيپي موجود بين اين دو گونه است، اما ژن

براتا، كانديدا در حضور كانديدا گلا ي تحريك افزايش يافته بود.هاآنزيم

آلبيكانس نشان داد يك پروفايل بيان ژن مشابه كه به دست آمده در 

نتيجه  ارتباط با كانديدا كروزئي، هر چند دامنه تغييرات ميزانش كمتر بود.

ميكروگرم بر ميلي ليتر بر روي كانديدا  ٢٥٦حاصل در اين تحقيق 

  آلبيكنس به دست آمد.

Li ي بيوفيلم كانديدا ها) به ارزيابي بيان ژن٢٠١٤( )٣٧( و همكاران

 پرداختند. in-vivoو  in-vitroآلبيكنس در برابر تروستيلبن در شرايط 

، ce1 ،ALS3، hwp1ي بيوفيلم تحت بررسي در اين مطالعه شامل هاژن

hgc1  وras1 ميزان بيان ژن توسط روش  كه بودندReal-Time-PCR 

  يك (PTE) مورد بررسي قرار گرفت. تروستيلبن

phytoalexin-stilbene  مشتق شده كه از منابع مختلف گياهي طبيعي

بر روي تشكيل بيوفيلم  in-vivoو  in-vitroاست. تروستيلبن در شرايط 

  كانديدا آلبيكنس اثر مهاري بالقوه اي را نشان داد. 
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  ونه محمودي و همكارانپ                       ...  سارگاسوم  جلبكثير عصاره أپريودنتال و تهاي بررسي مولكولي كانديدا آلبيكنس جدا شده از عفونت

١٨  

Bhaigyabathi ي فيتوشيميايي هافعاليت) ٢٠١١( )٣٨( و همكاران

را  Sargassum muticum جلبك مختلفي هاو آنتي اكسيداني عصاره

ي فيتوشيميايي توانستند تركيباتي از قبيل هابررسي نموده و با بررسي

فلاونوئيدها و  ،استروئيدها ،، فنولها، تاننهاآلكالوئيدها، كربوهيدرات

ي مختلف، هارا شناسايي نموده و دريافتند كه در ميان عصاره هاساپونين

ي متانولي بيشترين اثرات آنتي اكسيداني را از خود نشان داده هاعصاره

  .است

و   Adesigi) و٣٩و همكاران ( Mahmoudi اي كـهدر مطالعه

بـه منظـور ارزيـابي اثـر تـنفس دهـاني  ١٩٩١ســال  ) در٤٠همكاران (

سـاله انجـام  ١٠-١٤ پريودنتـال دويست و چهل كودك بـر سـلامت

ي داراي تـنفس دهـاني هااي و پلاك در نمونـهدادنـد، شـاخص لثه

و همكـاران Asadi بيـشتر از افراد داراي تنفس طبيعي گزارش شد. 

در بررســي ســلامت پريودنتال كودكان نشان  ١٩٩٨در سـال ) ٤١(

التهاب لثه و پلاك زيادي داشته كه ايـن دادند افراد با تنفس دهـاني، 

همچنين  .عـوارض بيـشتر در نواحي قدامي فك بالا مشهود بوده است

ميـزان التهاب لثه در نواحي خلفي نسبت به نواحي قدامي كمتر بوده 

اســت. عــلاوه بــر آن در مطالعــه ديگــري، يــك مــورد 

Hyperplasia اني در فك بـالا و پايين لثه اي شديد مرتبط با تنفس ده

  ساله گزارش شد. ١٣يك پسر 

توان مي )٤٢( Angayarkanni و Bhardwaj در برخي مطالعات

علت اين تنوع در شيوع را، تفاوت در شرايط اقليمي، شرايط جغرافيايي، 

هاي فرهنگي، ميزان رعايت بهداشت، تفاوت در ميزان شيوع ويژگي

ي نمونه برداري، هاآزمايش و ملاكي هاي غير قارچي، شيوههاعفونت

  عنوان كرد. در اين مطالعه براساس نتايج كشت و يا آزمايش مستقيم

  ).٤٢-٤٦( آلوده به عفونت پريودنتال بودند نفر ٦٠

طور ه ب )٤٠(و همكاران   Adesigiو مطالعه حاضر در اين تحقيق

كيدي بر ارجحيت أتواند تكلي تنها يك مورد كشت منفي بود كه مي

 همكاران و Zhao مطالعهدر  روش كشت در تشخيص بيماري باشد.

 باعث ALS4و  ALS2ي هاژن كه حذف داد نشان ٢٠٠٥سال  )٤٧(

 كاهش

به  آلبيكنس كانديدا اتصال قدرت كاهش و تيوب فرم جرم گيري شكل

  نتيجه حاصل در اين تحقيقشود. مي عروقي اندوتليال يهاسلول

  بر روي كانديدا آلبيكنس به دست آمد.ميكروگرم بر ميلي ليتر  ٢٥٦

 حيواني در مدل ٢٠٠٤سال  در )٤٨( همكاران و Green مطالعه در

 استفاده دهاني كانديديازيس براي ايجاد ايدزي بيماران جدايه از كه رت

 RT-PCRآزمون  انجام با عفونت ايجاد از روز پس ٥و  ٣گذشت  با شد

  يهاژن حضور كهليحا رد .بود بارز ALS1, 2, 3, 4ي هاژن حضور

ALS5, 9 ٢٠٠٨سال  شد. در مشاهده پنجم روز در NAS همكاران و 

 در sap4 و hwp1، ALS1 يهاژن بيان زمينه در را مطالعاتي )٤٩(

با  كانديديايي واژينيت يهانمونه از شده جدا آلبيكنس كانديدا يهاسويه

 ساكارومايسس در ALS9بيان  دادند. افزايش انجام RT-PCRروش 

 كاهش باعث آن حذف پس شودلامينين مي به اتصال سرويسيه سبب

اما  شودمي اندوتليال هايلوسل به نسبت آلبيكنس اتصالي كانديدا قدرت

نتايج حاصل از اين . )٥٠( ندارد تغييري مخاطي يهاسلول به نسبت

  مشاهده قابل باندهايبيانگر وجود بر روي ژل الكتروفورز مطالعه 

bp ناحيه ژني  در ١٢٢ALS ايزوله كانديدا آلبيكنس ٦٠از  ه كهبود  

ييد كه اهميت بررسي در اين مورد را تأ بودند ALSايزوله واجد ژن  ٥٤

  كند.مي

 كانديدا تشكيل بيوفيلم زمينه در ALSي هاپروتئين براي ديگر نقش

 اشاره و است مهم تشكيل بيوفيلم زمينه در اتصالي اجزاي است. آلبيكنس

 داشته نقش جريان اين در است ممكن ALSي هاپروتئين كه دارد اين به

 يهابه سلول چسبندگي و اتصال در ALSي هاژن نقش به توجه باشد. با

 به ابتلا در را ALS9و  ALS2ي هاژن ارتباط بيان همچنين ،ميزبان

و  Rahimiمطالعه  از حاصل نتايج است. بيان كرده خوبي به پريودنتيت

كه  آلبيكنس كانديدا باليني نمونه ٥٥ميان  از كه داد نشان )٥١( همكاران

 زمان هم طور به را ALS9و  ALS2) هر دو ژن %٣٦/٣٦ايزوله ( ٢٠

ي هاترتيب ژن به) %١/٣٨ايزوله ( ٢١و  )%٨/٤١ايزوله ( ٢٣و  نمودند بيان

ALS2  وALS9 .را بيان نمودند   

 %٣٦/٣٦در  ژن دو هر مشترك حضور داشت كه اظهار چنين توانيم

نقش  يكديگر عملكرد تقويت در هاژن اين افزايي هم ايجاد در هاايزوله

ژن  فراواني ٢٠١٢در سال  )٥٢( همكاران و  Inciمطالعات طبق .دارد

ALS1 شده گزارش ٤٨% عفونت واژينال به مبتلا بيماران يهاجدايه در 

 سنين در زنان در ALSژن  بيان ميزان كه نشان داد مطالعه تايج. ناست

 بافت به كانديدا اتصال است. در بوده بيشتر ديگر ژن دو نسبت به باروري

 بيان .دارند بارزي نقش sap و hwp1 ،ALS ،hyrمانند  ييهاژن ميزبان

به فيبرونكتين و لامينين  يابنده اتصال يهاپروتئين تشكيل موجب هاآن
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١٩ 

 و اندوتليال يهاسلول به اتصال قدرت آن اتصال به دنبال شود.مي

 است شده شناخته عوامل از ALSي هايابد. پروتئينمي مخاطي افزايش

 ALSي هااست. ژن مهمي نقش داراي اتصال و بيوفيلم در تشكيل كه

 ميان اين در كه دارند وجود ي مختلفهاكروموزوم روي آلبيكنس كانديدا

 آلبيكنس قرار دارند كانديدا ٦روي كروموزوم  ALS2, ALS9ي هاژن

)٥٣(.  

 نقص به منجر ALS1ژن  در گرفته موتاسيون صورت مطالعات طبق

 و Nailisگروه  تحقيقات ديگر طرف شود. ازمي بيوفيلم تشكيل در

 در ALS1ژن  حضور كه دهدمي نشان ٢٠٠٩ در سال )٥٤( همكاران

، Inci گروه مطالعات باشد. طبق نمي ضروري بيوفيلم كانديديايي تشكيل

 عفونت به مبتلا بيماران از جدا شده آلبيكنس كانديدا يهاايزوله ١٨%

  . )٥٢( باشندمي hwp1ژن  داراي ALS1ژن  واجد واژينال

 ي فارماكولوژيك خاصي است،هاسارگاسوم گلوسنس داراي ويژگي

اثرات ضد قارچي و ضد ميكروبي قابل توجهي دارد. مطالعه حاضر با 

ي هادر ايزوله ALSنشان داد كه بيان ژن  Real Time PCRروش 

ي هاتحت مطالعه تيمار شده با عصاره گياه سارگاسوم نسبت به ايزوله

نشان دهنده نقش مثبت تيمار در كاهش  و تر بوده استتيمار نشده پايين

 از بيوفيلم در ايجادALS  ژن .است هادر ايزوله بيان ژن مولد بيوفيلم

 مخاطي دهان سطوح ميزبان و بافت به كانديدا يهاگونه اتصال طريق

ي سلولي هاثير بر سطح بافتأكند، سارگاسوم با تمي ايفا مهمي نقش

 از .باعث كاهش بيان اين ژن مي شود ميزبان مانع از اين اتصال و

 بررسي مورد يهاايزوله در هاژن اين حضور حاضر در مطالعه كه آنجايي

 با بيماري ايجاد در هاآن نقش بنابراين ،است رسيده به اثبات

به اثبات  باشدمي بيوفيلم ايجاد هاآن ترين مهم كه مختلف يهامكانيسم

نشان داد كه بيان  Real Time PCRروش  بانتايج مطالعه حاضر . رسيد

ي هانسبت به ايزوله هي تحت مطالعه تيمار شدهادر ايزوله ALSژن 

دهنده نقش مثبت تيمار در كاهش  كه نشان تر بوده استتيمار نشده پايين

 يهاجدايه در هاژن بيان ميزان اين .باشدمي هادر ايزوله  ALSبيان ژن

 تشكيل و چسبندگي ءارتقا در هاژن اين نقش بيانگر ايفاي تواندمي باليني

بيان  كه ييهانمونه تمامي كه چرا، باشد آلبيكنس كانديدا در قارچ بيوفيلم

 تحت در بيماران دار علامت پريودنتيت ايجاد در بوده مثبت هاآن در هاژن

  .داشتند نقش بررسي

  
  و قدرداني تشكر

ارشد ميكروبيولوژي با كد  اين مقاله از پايان نامه دوره كارشناسي

وسيله از آزمايشگاه تحقيقاتي  استخراج شده است. بدين ١٣٩٥٤٢٦٣١

ويژه آقاي مهندس مجيد ه كارشناسان ميكروب شناسي بپاسارگاد و 

صادقپور و كليه عزيزاني كه در انجام اين فعاليت علمي راهنمايي مفيد و 

گردد.ارزنده داشتند قدرداني و تشكر مي
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