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Identification of Biofilm Formation Genes in Candida albicans and Evaluation of Iron 

Nanoparticles on the Expression of als gene by Real Time-PCR 
Hosseinzadeh L1, Amini K2 

Abstract 

Purpose: Approximately three-fourths of women experience an episode of vaginal candidiasis. 

One of the virulence factors, is the ability of attachment of C. albicans to the host tissue through 

factors such as sticky molecules and proteins that accelerate this connection. The aim of this 

study was to investigate the frequency of biofilm formation genes in C. albicans strains isolated 

from vaginosis and to compare the expression of als gene in strains treated with iron 

nanoparticles in the in vitro using real time -PCR. 

Methods: In this descriptive cross-sectional study conducted in Shariati Hospital during a 6-

months period, 100 isolates Candida from vaginal specimens were evaluated. After 

identification of C. albicans strains using standard biochemical and microbiological tests, 

genomic DNA extraction was performed using the CinnaGen Company Kit. Multiplex-PCR 

assays were performed to detect als, hwp1 and hyr genes. Also, to investigate the effect of iron 

nanoparticle on expression of als gene, RNA, all isolates containing this gene were extracted 

using Cinnapure kit. After cDNA synthesis, real time PCR test was performed. 

Results: Molecular analysis results showed that from the total of 60 isolates of C. albicans, 34 

isolates (56.66%) had the hwp gene, 46 isolates (76.66%) had Als gene and 33 isolates (55%) 

had Hyr gene. The results of the asl melting curve in clinical strains of C. albicans and treated 

with iron nanoparticles showed that the main peak for this gene occurs at 85.34 ° C. 

Conclusions: Als expression in the treated isolates was lower than untreated, which indicates 

the positive role of the treatment in reducing Als gene expression in these isolates. 
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به روش  alsبیان ژن  ارزیابی نانوذره آهن برو لبیکنس های کاندیدا آهای مولد بیوفیلم در سویهژن شناسایی
Real Time-PCR 

 لیدا حسین زاده 1، کیومرث امینی 2

کاندیدا  اتصال قدرت به توان یم زایماریب عوامل جمله هستند. از کاندیدیایی واژینیت معرض در زنان چهارم سه تقریباً :هدف

نمود. هدف  اشاره کنندیم تسریع را اتصال که این هایی ینپروتئ و چسبنده یها مولکول مانند عواملی طریق از میزبان بافت به

 (Vaginosis) اژینوزوجداشده از لبیکنس کاندیدا آ های یهمولد بیوفیلم در سو یها از انجام مطالعه حاضر؛ بررسی فراوانی ژن

اهی به روش با نانوذره آهن در شرایط آزمایشگ (Treatment) تحت تیمار های یهدر سو alsبیان ژن  ای یسهو بررسی مقا

Real Time-PCR باشد یم. 

 آمده بود مورد دست های واژینوز زنان به هنمونه کاندیدا که از نمون 100تعداد ، مقطعی -در این مطالعه توصیفی :بررسی روش

وبیولوژیکی استاندارد، های بیوشیمیایی و میکر های کاندیدا آلبیکنس با استفاده از تست بررسی قرار گرفت. پس از شناسایی سویه

آزمون  Hyrو  Als ،Hwp1های  ردیابی ژنمنظور  شرکت سیناژن انجام گردید. بهژنوم با استفاده از کیت  DNAاستخراج 

Multiplex-PCR بر بیان ژن  آهن ذرهمنظور بررسی اثر نانو انجام گردید. همچنین بهALS ،RNA   حاوی این سویه های

  انجام شد. Real-Time PCR، آزمون CDNAاستخراج گردید و پس از تبدیل به  Cinnapureژن با استفاده از کیت 
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ایزوله  hwp  ،46ژن  ( واجد%66/56ایزوله ) 34ایزوله کاندیدا آلبیکنس  60نتایج آنالیز مولکولی نشان داد که از  :ها یافته

بالینی  های یهدر سو Alsبودند. نتایج مربوط به منحنی ذوب ژن  Hyr( واجد ژن %55ایزوله ) 33و  Alsواجد ژن  %( 66/76)

 یسلسیوس رخ م درجه 34/85اصلی برای این ژن در دمای  Peakآهن نشان داد که ذره کاندیدا آلبیکنس و تیمار شده با نانو 

 . دهد

که  بدست آمد تریینتیمار نشده پا های یزولهنسبت به ا هتحت مطالعه تیمار شد های یزولهدر ا Alsبیان ژن  :گیری یجهنت

 .می باشد ها یزولهدر ا  Alsدر کاهش بیان ژن نانوذره آهن دهنده نقش مثبت تیمار نشان

 Real Time-PCR، واژینوز، نانوذره آهن، لبیکنسبیوفیلم، کاندیدا آکلیدی: کلمات 

   dr_kumarss_amini@yahoo.com،       3417-6419-0002-0000 :ORCID،کیومرث امینینویسنده مسئول: 

 ساوه، دانشگاه آزاد اسلامی، گروه میکروبیولوژی  آدرس:

 اد اسلامی، ساوه، ایرانارشد، گروه میکروبیولوژی، دانشکده علوم پایه، واحد ساوه، دانشگاه آز آموخته کارشناسیدانش -1

 گروه میکروبیولوژی، دانشکده علوم پایه، واحد ساوه، دانشگاه آزاد اسلامی، ساوه، ایران دانشیار -2

 قدمهم

کاندیدا یکی از اعضاء فلور نرمال پوست، دهان، واژن و 

ترین فاکتورهای  باشد. یکی از مهم دستگاه گوارش می

 (.1) باشد زایی این مخمر تشکیل بیوفیلم میبیماری

های زنان  ترین عفونت یکی از شایع 1ولوواژینیت کاندیدایی

ترشحات دهنده با  رود و یک بیماری آزار به شمار می

غیرطبیعی، احساس ناراحتی در ناحیه ولو، واژن یا هر دو 

بار در طول  ها حداقل یک از خانم %75 یباً (. تقر1باشد ) می

کنند. این بیماری عمر خود واژینیت کاندیدایی را تجربه می

صورت دلمه سفت و یا  با ترشحات غیرطبیعی واژن )به

ح مخاط واژن، آبکی(، غشاء کاذب سفید خاکستری در سط

(. حاملگی، مصرف داروهای 2خارش و سوزش همراه است )

، استروژن درمانی با دوز بالا، ، آلرژی، بارداری خوراکی ضد

های  چاقی، استرس، دوش واژینال مکرر، نحوه مراقبت

از کننده، د شوینده و مواد پاکبهداشتی، استفاده از موا

 فیلم بیو(. 3ند )آیعوامل مستعد کننده بیماری به شمار می

 ترکیبی یا و مجموعه یک شامل؛ میکروبی اجتماعات فرم به

 اتصال با که شود می گفته قارچی و باکتری های گونه از

 گونه این. دهند می ساختار تشکیل سطح، یک به

 و شده محصور ساکاریدیپلی بستر یک در ها، ارگانیسم

 همچنین و مخاطی های بافت مانند زنده سطوح روی

 شوند می تشکیل پزشکی وسایل قبیل از غیرزنده سطوح

های متعددی در تشکیل بیوفیلم در مخمر کاندیدا  (. ژن4)

کد   3(lsAنقش دارند. اعضای خانوادۀ ژنی ) 2نساآلبیک

                                                           
1 Candida Vulvovaginitis 
2 Candida Albicans 

 باشند. تحقیقات می سلول کننده گلیکوپروتئین سطحی

 ژنی، خانواده این اعضای بیان محصول که است داده نشان

 های سلول جمله از مختلف سوبستراهای به اتصال قدرت

 بیان میزان که اند دریافته دارند. محققان را میزبان مخاطی

 طور به بیوفیلم رشد هنگام در خانواده این های ژن

 در ها ژن این مهم نقش و یابد می افزایش گیریچشم

 یکی als1ژن  (.5است ) رسیده اثبات به بیوفیلم تشکیل

 های ژن جمله از که باشد ژنی می خانوادۀ این اعضای از

 . است آلبیکنس کاندیدا در تشکیل بیوفیلم در مؤثر

ها نشان داده است که در کاندیدا آلبیکنس سویه  بررسی   

SC5314 ژن ،als1 هایدر کنار ژنals9 ،als5 ،als2 ,

 یکی دیگر از  شده است. واقع 6روی کروموزوم  als4و 

 Hyphal Wallهای مهم در اتصال این مخمر ژن  ژن

Protein 1  یا همانhwp1 باشد.  میHwp1  یک

گلیکوزیل فسفاتیدیل اینوزیتول متصل به مانوپروتئین است 

 aslهای خانواده  که همانند پروتئین رمز شده توسط ژن

نقش مؤثری در اتصال دارد. این ژن روی کروموزوم شماره 

وجود دارد. ژن  SC5314آلبیکنس سویه  کاندیدا 4

مورفیک های دی که در قارچ 4(1rHyکننده هیفی )تنظیم

 مورفیک، مسئول تبدیل فاز مخمری به هیفی و پلی

باشد و با فعال شدن این ژن باعث طویل شدن فاز  می

شود  مخمری کاندیدا آلبیکنس به فرم میسلیال )هیفی( می

عود بیماری و عوارض جانبی  (.  به علت موارد مکرر4، 6)

 -ها، درصد زیادی از زنان تمایل به استفاده از درمان آزول

3 Agglutinin Like Sequence 
4 Hyphally Regulated 

mailto:dr_kumarss_amini@yahoo.com
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 های سویه به دلیل ظهور(. 7، 8)های طبیعی گیاهی دارند 

 دهه در نانوتکنولوژی علم گسترشمقاوم به درمان و 

 ضدمیکروبی اثرات امکان ساخت و بررسی گذشته،

 در ایویژه جایگاه نانومواد است. آمده فراهم فلزی نانوذرات

 های بیماری درمان و تشخیص در خصوص به پزشکی

 مختلفی اثر ضد میکروبی نانوذرات مطالعات .دارند گوناگون

 ،10های مختلف نشان داد ) آهن را بر روی میکروارگانیسم

 بررسی فراوانی ژن(. لذا هدف از انجام مطالعه پیش رو، 9

های  ( در سویهHyr1و  Als ،Hwpهای مولد بیوفیلم )

 در Als1جداشده از واژینوز و بیان ژن لبیکنس کاندیدا آ

 Real-Timeهای مجاور شده با نانو آهن به روش  سویه

PCR باشد. می 

 

 روش بررسی

 6مقطعی که در یک بازه زمانی -توصیییفی مطالعه این در

 بیماران از کاندیدا جدایه 100ماهه انجام گرفت تعداد 

 کننده به بخش زنان مراجعه 1واژینال های به عفونت مبتلا

ست آمد. شریعتی )تهران( به د ستان  به یری گنمونه بیمار

تصییادفی و زیر نظر پزشییک متخصییص زنان  کاملاً صییورت

برای حجم نمونه از فرمول انجام گرفت. 
𝑧2𝑝𝑞

𝑑2
 حساب شد  

(n نمونه حجم،t  یا z    در صییید خطای معیار ضیییری

نسیییبتی از جمعیت فاقد صیییفت  p،قابل قبولاطمینان 

 نسیییبتی از جمعیت فاقد صیییفت معین q (1-p)  ،معین

یت نان )مثلا جمع مالی d ،ز قت احت یا د نان  جه اطمی در

در  عفونت در زنان %21با در نظر گرفتن شییییو   (مطلوب

درصیید شیییو ( و  40)معادل 08/0مطالعات مشییابه، دقت 

  . (7) نفر برآورد شیییید 100حجم نمونییه  05/0الفییای 

 عفونت به مشیییکوک زنان واژن ترشیییحات از ها نمونه

 بیماران، از نامه کتبی رضییایت اخذ از پس کاندیدیازیس

عاً و شیییده آوریجمع هت سیییری جام ج های  آزمون ان

صی شخی شگاه به ت شخیص شدند. منتقل آزمای  بالینی ت

یایی ید ند کا نت  یل از علائمی با ولوواژی حات قب  ترشییی

 پزشک متخصص توسط ادم سوزش و خارش، سفیدرنگ،

در این مطالعه معیار خروج،  .گرفت قرار تأیید مورد زنان

ستفاده از  ستفاده بیوتیک در دو هفته قبل، عدمیآنتا  از ا

                                                           
 

 
 

 مراجعه، از قبل سییه روز در واژینال دوش و داخلی کرم

 بارداری پرخطر فقدان و واژینال حضیییوا خونریزی عدم

 .(1، 7) بودند

 

 ی مخمریهانمونهجداسازی 

 لوله درون به بلافاصله 2ها سواب بتداا مطالعه این در

 به و منتقل استریل فیزیولوژی سرم لیترمیلی 1 محتوی

 جداسازی جهت ها نمونه یتمام ارسال گردید. آزمایشگاه

)مرک،  آگار دکستروز سابورو محیط روی بر مخمرها

ها به  و پلیت شده داده کشت کلرامفنیکل حاوی آلمان(

درجه سلسیوس  30ساعت در دمای  24-48مدت 

 و حاصل های کلنی از لام تهیه از پس شدند. گرماگذاری

 بودن مخمری حالت لحاظ از ها کلنی گرم، آمیزیرنگ

 روی بر حاصله مخمر های کلنی .گرفتند قرار بررسی مورد

شده  کشت داده خطیصورت  محیط کروم آگار کاندیدا به

درجه سلسیوس انکوبه  30ساعت در دمای  24و به مدت 

کاندیدایی بر اساس  های جدایه فنوتیپی تشخیصشدند. 

 )مرک، آلمان( آگار شده در محیط کروم پیگمان تولید

 در کلامیدوکونیدی وجود عدم یا وجود سپس .شد انجام

 بهگردید.  بررسی ،80 توئین حاوی میل آگار کورن محیط

تولید لوله زایا، قسمتی از کلنی مخمر به لوله  مطالعه منظور

 سوسپانسیون و منتقل انسان لیتر سرممیلی 5/0حاوی 

 درجه سلسیوس 37ساعت در حرارت  2-3  مدت به حاصله

 بین مزبور از سوسپانسیون ای قطره ادامه، قرار گرفت. در

 آزمایشبررسی گردید.  میکروسکوپ زیر در لامل و لام

 Bio)شرکت  API20Cبا استفاده از کیت  قندها تجزیه

Mérieuxهای  ، فرانسه( انجام شد. در کنار نمونه

 به ATCC 10231شده از سویه استاندارد  آوریجمع

بین مخمر  قاستفاده شد. برای افتراسویه مرجع  عنوان

آزمون  3کاندیدا آلبیکنس از کاندیدا دابلینسیس

منظور استفاده  نهایت، به بتاگالاکتوزیداز انجام شد. در

ها در محیط برین هارت  مدت، تمامی ایزوله طولانی

گلیسرول کشت داده شد و در  %15اینفوزیون براث حاوی 

  (.1، 9) دذخیره شدن C˚70-دمای 

 

1 Swab 
2 Sabouraud Dextrose Agar 
3 Candida Dubliniensis  
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 های کد کننده بیوفیلمشناسایی مولکولی ژن

ژنومی تمامی  DNAمنظور مطالعات مولکولی، ابتدا  به

ا بپیشگامان انتقال ژن شرکت  ها با استفاده از کیت سویه

استخراج شد. کیفیت  CAT. NO: DM05050شماره 

 شده با استفاده از ژل الکتروفورز استخراج DNAو کمیت 

ودرآپ و دستگاه ناناهم(  85ولت و آمپراژ    220ولتاژ   ) %1

(OD 260/280=1.8-2nm )ورد ارزیابی قرار گرفت. م

ن استفاده در ای توالی الیگونوکلئوتیدی پرایمرهای مورد

پس انتخاب (. 6، 11آمده است ) 1مطالعه در جدول 

ها سایت  نمودن آن BLASTپرایمرهای مناس  و 

NCBI واکنش ،Multiplex-PCR 25ه حجم نهایی ب 

 PCR Master Mixمیکرو لیتر  5/12میکرو لیتر شامل 

5X  سینا کلون، ایران( حاوی(Taq DNA 

Polymerase (0.05 U/µl) ،MgCl2 (3 mM و )

dNTPs (0.4mM) ،8/0  میکرو لیتر از هر یک از

 DNAمیکرولیتر از  1میکرومولار،  8/0پرایمرها به غلظت 

ستریل امیکرولیتر آب دو بار تقطیر  3/8نانوگرم( و  10الگو )

 برای رموسایکلر )اپندورف، آلمان(با استفاده از گرادیانت ت

صورت زیر انجام گرفت؛ با انتخاب برنامه  سیکل به 30

ه صورت ذیل عمل گردید: گام اول واسرشت ثانوی مرتبط به

 55ال آغازگر ثانیه، گام دوم اتص 50گراد درجه سانتی 94

درجه  72ثانیه، گام سوم بسط اولیه  45درجه برای 

درجه برای  72دقیقه و یک بسط نهایی  2گراد برای سانتی

دقیقه در نظر گرفته شد. در پایان، محصولات واکنش  10

PCR  حاوی اتیدیوم بروماید ) %1در ژل آگارزµg/ml 

  (.12) ( الکتروفورز گردید0.5

 

های تحت تیمار با نانوذره یهسوبررسی بیان ژن در 

 آهن

 نانومتر به 20در این مطالعه نانوذرات آهن به قطر میانگین 

صورت محلول با رعایت تمامی موارد اخلاقی از شرکت 

Nano Sunny برای  .)کشور آمریکا( خریداری شد

های  ، ابتدا نمونهaslمنظور بیان ژن  به RNAجداسازی 

)غیر مجاور با  غیر تیمار)مجاور شده با نانو آهن( و  تیمار

نانوذره آهن( کاندیدا آلبیکنس را در محیط کشت 

شرکت مرک( کشت و به  SDAسابورودکستروز براث )

درجه سلسیوس و انکوباتور شیکردار  37ساعت در  24مدت 

به  1/1گذاشته و بعد از رشد مخمر در این محیط به نسبت 

ها مجدداً درون انکوباتور  افزوده و آن آن محیط کشت تازه

ساعت قرار داده شد. پس از رسیدن  18شیکردار به مدت 

(، برای OD600=4/0-6/0به فاز رشد لگاریتمی )در 

 :Cat Noبا  Cinnapureاز کیت  RNAاستخراج 

PR891620 سپس (. 9) شرکت سیناژن استفاده شد

 آپها توسط دستگاه نانودر RNAگیری غلظت اندازه

(OD: 260/280) درجه  -70ها در دمای  انجام و نمونه

    سلسیوس قرار داده شدند. 

و انجام  cDNAبه  RNAبا توجه به اینکه برای تبدیل    

Real-Time PCRهای  ، نمونهRNA بایست عاری  می

 cDNAژنومی باشد، قبل از سنتز  DNAاز آلودگی با 

تیمار شدند.  DNaseبا آنزیم  RNAهای تمامی نمونه

با استفاده از کیت فرمنتاز و طی دو مرحله  RNAتیمار 

انجام شد. به یک میکروتیوب استریل عاری از نوکلئاز یک 

 میکرو لیتر یک سپس شد.اضافه  RNAمیکروگرم 

Reaction Buffer 10x Dnase1 میکرو لیتر  و یک

RNase-free ها به  ها اضافه شد و تیوب به میکرو تیوپ

 درجه سلسیوس انکوبه شدند. نهایت 37دقیقه در  30مدت 

مولار به هر میکروتیوب اضافه  EDTA 25یک میکرو لیتر 

قرار داده  C 65˚دقیقه در 10و میکروتیوب ها به مدت 

های  DNAو حذف  RNAشدند. بعد از تائید صحت 

به  RNAهای  سرعت همه نمونه اضافی موجود به

cDNA وسط انجام الکتروفورز تبدیل و صحت تبدیل آن ت

با استفاده از  cDNAژل آگارز تائید شد. سپس، سنتز 

 Productشرکت سیناژن با  RT PCRآنزیم کیت 

code: RTPL12  انجام شد وcDNA  سنتز شده در

درجه سلسیوس نگهداری گردید. صحت انجام واکنش  -20

cDNA  سازی از طریق انجامPCR  روی ژل اگارز تائید

در حجم  Real-Time PCRنهایت، واکنش  گردید. در

 Genet Bioمیکرو لیتر با استفاده از کیت شرکت ) 20

CAT. NO: Q9210صورت زیر انجام  ( کره جنوبی به

، Master Mix (SYBR Green)میکرو لیتر از  10شد: 

، یک میکرو لیتر از هر Depc Waterمیکرو لیتر از  5

میکرو لیتر از  2و  Rox dyeپرایمر، یک میکرو لیتر از 

cDNA در نظر مورد های قطعه استفاده شد. تکثیر 

 95با برنامه دناتوراسیون اولیه   ABI step oneدستگاه 

درجه  95دقیقه، تکثیر شامل  1گراد برای درجه سانتی

 گراد برای مدت درجه سانتی 59ثانیه،  30گراد برای سانتی
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 (13)کاندیدا آلبیکنس هاییزولهبیوفیلم ا یهاهای نوکلئوتیدی پرایمر ژنتوالی: 1جدول
 پرایمر (´3 →´5 ) سکانس پرایمر

Forward:  5´ -CTGGACCACCAGGAAACACT  - 3´ ALS3 

Reverse:  5´ -ACCTGGAGGAGCAGTGAAAG- 3´  

Forward:  5´ -GCCCAGAAAGTTCTGTTCCA- 3´ HWP1 

Reverse:  5´ - TTTGGTTTCAGTAGTAGTGGTTGG- 3´  

Forward:  5´ - TTGTTTGCGTCATCAAGACTTTG - 3´ HYR1 

Reverse:  5´ -  GTCTTCATCAGCAGTAACACAACCA - 3´  

Forward:  5´-AGGTTCATCGGTTGATTTGG-3´ Als2 (Real time PCR) 

Reverse:  5´-CCCATTGCACCAGATGTGTA-3´  

 

 چرخه 35ثانیه در  60گراد برای یدرجه سانت 72ثانیه و  40

 اخلیعنوان کنترل دکتین بها-βانجام شد. از ژن خانگی 

 Alsدر مورد ژن  Annealingتست استفاده شد. دمای 

 باشدمی C 8/52˚کتین ا-درجه سلسیوس و برای بتا 58

 از چندین طریق Real-Time PCRپس از انجام . (13) 

 ستفادها :جمله از داد، انجام را نسبی سنجی کمیتتوان می

 داستاندار منحنی از استفاده ژن، یک استاندارد منحنی از

برابری  ct∆ فرض روش -. پیشct∆روش  و ژن، هردو

با دو پرایمر مزبور  cDNAنسبی کارایی واکنش تکثیر 

طالعه است. با توجه به برابری کارایی تکثیر دو پرایمر در م

بررسی  های مورد ژن cDNAحاضر، کمیت سنجی نسبی 

جع داخلی( به اکتین )ژن مر-ژن بتا cDNAدر مقایسه با 

 (.13د )انجام ش ct∆روش 

ی کد هاژن شیو  بررسی منظور از درصد به :آماری آنالیز   

شده  جدا کاندیدا آلبیکنس در جدایه هایکننده بیوفیلم 

نسخه  SPSSافزار آماری  نرم در واژینوز مبتلابه بیماران از

 استفاده شد.  19
 

 یافته ها

به واژینیت  میانگین سنی افراد تحت مطالعه مبتلا

نمونه کاندیدا تحت  100بود. از  29 ± 3/5کاندیدایی 

نظر وجود کاندیدا  ( از%60نمونه ) 60بررسی تعداد 

نظر وجود جرم  ایزوله از 60آلبیکنس مثبت بودند. این 

تیوب، تولید کلامیدیوسپور مثبت و در محیط کروم آگار 

کاندیدا کلنی به رنگ سبز روشن ایجاد کردند. سایر 

(، کاندیدا %21؛ مورد 21اتا )کاندیداها شامل کاندیدا گلابر

؛ مورد 2(، کاندیدا دابلینسیس )%12؛ مورد 12تروپیکالیس )

                                                           
1 No Template Controls 

 4( و سایر کاندیداها )%1؛ مورد 1(، کاندیدا کروزئی )2%

 ( بودند.%4؛ مورد

ایزوله کاندیدا  60نتایج آنالیز مولکولی نشان داد که از    

ایزوله  Hwp  ،46( واجد ژن %66/56ایزوله ) 34آلبیکنس 

 Hyr( واجد ژن %55ایزوله ) 33و  Als( واجد ژن 66/76%)

 Melting(. نتایج مربوط به منحنی ذوب )1بودند )شکل 

Curveژن )Als بالینی کاندیدا آلبیکنس  های یهدر سو

آهن ذره واژینوز و تیمار شده با نانو  یها شده از نمونه جدا

 34/85اصلی برای این ژن در دمای  Peakنشان داد که 

فاقد الگو یا همان  یها کنترل . دهدیدرجه سلسیوس رخ م
1NTC یهانمونه ولی بوده واکنش پیشرفت نمودار فاقد 

 و بوده)لگاریتمی(  نمایی تکثیر نمودار دارای یبررس مورد

 و قبل تکثیر نمودار مقایسه در. است گرفته صورت تکثیر

 ct∆میزان  شد که مشخص ذره -نانو با مواجهه از بعد

اکتین در قبل و بعد از تیمار -ژن بتا Ct. است یافته یشافزا

ست آمد. با توجه به اینکه به د 58/13و  82/12به ترتی  

 76/0قبل و بعد از تیمار با نانو آهن تنها  Ct اختلاف

-βاختلاف دارد و این اختلاف ناچیز بوده بنابراین از ژن 

شده  خانگی و استاندارد داخلی استفاده عنوان ژن اکتین به

 است. 

نشان داد که بیان ژن  Real Time PCRآنالیز کمی    

Als تحت مطالعه تیمار شده نسبت به  های یزولهدر ا 

دهنده  بوده است، که نشان تریینتیمار نشده پا های یزولها

بوده  ها یزولهدر ا  Alsنقش مثبت تیمار در کاهش بیان ژن

 برای  Real time PCR (. آنالیز محصولات1نمودار است )
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نشان داد که بیان این  ROXبا استفاده از رنگ  Alsژن 

 ژن در جدایه های تحت تیمار با نانوذره آهن نسبت به 

دهنده  بوده است که نشان تریینتیمار نشده پا های یزولها

  ها یزولهدر ا  Alsنقش مثبت تیمار در کاهش بیان ژن

 ct∆∆ روش ازAls برای تعیین میزان بیان ژن  باشد یم

. در این روش فرض بر این است که بازده (9) استفاده شد

 به Ct∆∆-2و از فرمول  %100نمونه و کنترل داخلی برابر 

که  یطور بررسی بیان ژن استفاده شد. همانمنظور 

نانوذره آهن توانست در شرایط  شود یمشاهده م

در مقایسه  تیمار یها را در سلول Alsآزمایشگاهی بیان ژن 

 .برابر کاهش دهد  082/26 غیر تیماربا گروه 
 

 

 و نتیجه گیری بحث

ولوواژینیت کاندیدایی بیماری است که توسط رشد 

ها  مخمرها در موکوس دستگاه تناسلی خانم یرطبیعیغ

اخیر  یها در سال یا ملاحظه طور قابل و به شود یایجاد م

 تحقیقات دیگر(. بر اساس نتایج 4است ) یداکردهافزایش پ

سال قرار  20 -29بیشترین شیو  بیماری در رده سنی 

در   Mahmoudi Rad. نتایج حاصل از مطالعات رددا

( نیز بامطالعه ما 15در نیجریه ) Adesijiو  (14تهران )

نظر آماری بین سن و ابتلا  هماهنگ بود. در مطالعه حاضر از

(. علت p=137/0وجود نداشت ) یبه بیماری رابطه معنادار

صحیح  یصتشخ شده عدم در مطالعات انجام ها این تفاوت

پاتوژن، عدم اتخاذ درمان مناس  مقاومت دارویی، کامل 

نکردن دوره درمان، مصرف خودسرانه دارو، عدم رعایت 

)آب  ؛ کنترل منفیC-( ، 10231ATCC؛ کنترل مثبت )کاندیدا آلبیکنس C+تصویر ژل الکتروفورز  :1شکل

 . 12-1؛ سویه ها از شماره )فرمنتاز( 100bpسایز مارکر DNA؛ Mمقطر(، 
 

به ترتی   کنترل داخلی ، سویه تیمار و – Real-Time Pcrبا روش   Alsبیان ژن: 1نمودار 

 غیر تیمار، کنترل منفی
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 باشد یم یاآلودگی روده اصول اولیه بهداشت فردی و

( 16و همکاران ) Tramaنگر  در مطالعه گذشته .(8،16)

 انجام شد. میزان شیو  3978ایالت آمریکا بر روی  6که در 

و  %9/5، پاراپسیلوزیس %3/14، گلابراتا %2/80 آلبیکنس

. در این مطالعه با توجه  شده است گزارش %8 تروپیکالیس

به نتایج کشت مثبت میزان شیو  ولوواژینیت حاصل از 

تعیین شد که با مطالعات دیگر   %60کاندیدا آلبیکنس

در  Meisami(، 17) (%3/22در کاشان ) Asadiازجمله، ا

(، 14)( %25)در نیجریه Adesiji (، 19( )%73/22تهران )

Holland ( 20( )%8/20در برزیل ،)Solanki  در هند

 عنوان ( مغایرت داشت، اما در برخی مطالعات به21( )23%)

  Jamilian(، 22( )%2/51در بوشهر ) Folavandمثال 

در اهواز  Mahmoudabadi(، 23( )%40در اراک )

( میزان شیو  تقریباً 25در آمریکا ) Soble( و 24( )49%)

تشابهات و یا علت این  توانیم. بود حاضر ی شبیه مطالعه

در شیو  را، تفاوت در شرایط اقلیمی، شرایط  ها تفاوت

فرهنگی، میزان رعایت بهداشت،  های یژگیجغرافیایی، و

 های یوهغیر قارچی، ش یها تفاوت در میزان شیو  عفونت

 ، عنوان کرد.یبردار نمونه یها آزمایش و ملاک

 (26و همکارانشان ) Rahimiمطالعه  از حاصل تایجن  

که  آلبیکنس کاندیدا بالینی نمونه 55میان  از که داد نشان

 طور به را Als9و  Als2( هر دو ژن %36/36ایزوله ) 20

ایزوله  21(  و %8/41ایزوله ) 23و  نمودند. بیان زمان هم

را بیان نمودند.  Als9و  Als2 یها ترتی  ژن به%(  1/38)

 بالینی های یهسو در ی ذکر شدههاژن بیان بالای میزان

 چسبندگی ایجاد در دو ژن این نقش بیانگر ایفای تواند یم

 باشد. طبق آلبیکنس کاندیدا در قارچ بیوفیلم تشکیل و

نتایج آنالیز مولکولی نشان    (27همکاران ) و  Inciمطالعات

( %66/56ایزوله ) 34ایزوله کاندیدا آلبیکنس  60داد که از 

 33و  Als( واجد ژن %66/76ایزوله ) hwp ،46واجد ژن 

 فراوانی 2012در سال  . بودند Hyr( واجد ژن %55ایزوله )

عفونت واژینال  به مبتلا بیماران های جدایه در Als1ژن 

گرفته  صورت مطالعات طبقاست.  شده گزارش %48

 بیوفیلم تشکیل در نقص به منجر Als1ژن  در موتاسیون

 و Nailisگروه  تحقیقات دیگر طرف از(. 25) شود یم

 در Als1ژن  حضور که دهد یم نشان (26همکاران )

 . تحقیقاتباشد ینم ضروری بیوفیلم کاندیدیایی تشکیل

 خود بیرونی سطح در hwp1پروتئین  است که داده نشان

 سطح به اتصال قابلیت که باشد یمانوز م قند به متصل

مطالعات  . طبقکندیم پروتئین ایجاد این در را سلولی

Inci ( فراوانی27و همکاران )  ژنhwp1  جدا نمونه 77در 

 شده گزارش %3/9واژینال  به عفونت مبتلا بیماران از شده

 hwp1ژن  حضور که دهند ینشان م مطالعات است. سایر

 برخی دیگر، سویی . ازباشدی م ضروری بیوفیلم تشکیل در

 از مانع ژن این حضور عدم است که آن یانگرب مطالعات

و همکاران  Nas. محققی به نام شودی نم بیوفیلم تشکیل

 Als1 ،Hwp1 یها ( مطالعاتی را در زمینه بیان ژن29)

از شده  کاندیدا آلبیکنس جدا های یهدر سو SAP4و 

انجام  RT-PCRواژینیت کاندیدیایی با روش  یهانمونه

دادند. نتایج حاصل از مطالعه نشان داد که میزان بیان ژن 

Als1  در زنان در سنین باروری نسبت به دو ژن دیگر بیشتر

( گزارش نمود فراوانی 27و همکاران ) Inciبوده است. 

 48واژینال  در جدایه های بیماران مبتلابه عفونت  alsژن

نمونه  77در  hwp1. همچنین فراوانی ژن باشدی% م

 بوده است.  %3/9جداشده از بیماران مبتلابه عفونت واژینال 

نشان داد که بیان ژن  Real Time PCRنتایج مطالعه    

Als نسبت به ه تحت مطالعه تیمار شد  هاییزوله در ا 

دهنده  ه نشانبوده است. ک تریینتیمار نشده پا های یزولها

بوده  هایزوله در ا  Alsنقش مثبت تیمار در کاهش بیان ژن

اثرات ضدمیکروبی نانوذرات ( 30و همکاران ) Ghaniاست. 

 دلیل به آهن ذرات اما نانو را بررسی نمودندمختلفی 

 سازگاری اندک، مناس ، سمیت مغناطیسی هاییژگی و 

 ذرات نانو به نسبت نسبی در سنتز سهولت بالا و زیستی

 ترکیبات هستند. این محققین توجه مورد دیگر بیشتر

 متعددی گزارشات و هستند نیز ضد میکروبی خواص دارای

های  یباکتر علیه نانو ذرات این میکروبی ضد اثرات بر مبنی

 دارد.  وجود ها قارچ و مثبت گرم و منفی گرم

این مطالعه نشان داد که تشکیل بیوفیلم یکی از     

فاکتورهای مهم در پاتوژنز کاندیدا آلبیکنس در ایجاد 

تواند عاملی برای بقا کاندیدا در ی مباشد و این ی مینوز واژ

 Realنتایج مطالعه همچنین، محیط  اسیدی واژن باشد 

Time PCR  نشان داد که بیان ژنAls هاییزوله در ا 

بوده  تریین تیمار نشده پا های یزولهتیمار نسبت به ا تحت

دهنده نقش مثبت نانوذره آهن در کاهش  است که نشان

 .باشدی م ها یزولهدر ا  Alsبیان ژن

 

 سپاسگزاری

 بیمارستان  زنان  بخش  تمامی کارکنان از  وسیلهین بد
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آن بیمارستان و  شناسییکروبشریعتی و آزمایشگاه م

همچنین آزمایشگاه تحقیقاتی پاسارگاد که ما را در انجام 

 .نماییمیم این پروژه یاری رساندند تقدیر و تشکر
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