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  چكيده
با توجه به مـوارد  ،بررسي ژن هاي دخيل در بيماريزايي آسپرژيلوس فوميگاتوس و شناسايي عوامل ضد قارچي جايگزين زمينه و هدف:

سبت به آن، همواره مورد لزوم بوده است. هدف از اين مطالعه بررسي اثر ديكلوفناك سديم روز افزون مقاومت هاي دارويي ايجاد شده ن
  در آسپرژيلوس فوميگاتوس مي باشد. sidBبر رشد و بيان ژن 

نـاك در اين پژوهش، پس از كشت آسپرژيلوس فوميگاتوس و تهيه سوسپانسيون قارچي، حداقل غلظت مهار كنندگي ديكلوفروش كار: 
 ٧٠٠،٥٠٠از سوسپانسيون قارچي تحت غلظت هاي  RNAتعيين گرديد. سپس، استخراج  ٢٥-١٠٠٠ µg/mlغلظت هاي ، تحت سديم

 Real-timeبوسـيله روش  mRNA-sidBاز دارو انجام گرفت. در نهايت ميزان بيان ژن با سـنجش سـطوح مختلـف  µg/ml٩٠٠ و 
PCR .بررسي گرديد  

       يكلوفناك سديم، ميزان توليد ميسليوم كاهش مي يابد و دارو درغلظت هـاي بـالاتر ازمشاهده گرديد كه با افزايش غلظت دنتايج : 
µg /ml اثر مهاري قابل توجهي بر رشد آسپرژيلوس فوميگاتوس داشته است.٥٠٠ ،  

رژيلوس افته هاي حاصل از اين پژوهش نشان ميدهند، ديكلوفناك سديم ميتوانـد سـبب كـاهش شـديد ميـزان رشـد آسـپينتيجه گيري: 
  توان آن را يكي از عوامل دارويي موثر بر مهار رشد آسپرژيلوس فوميگاتوس در نظر گرفت. فوميگاتوس شود. بر اين مبنا، مي

   sidB ژنآسپرژيلوس فوميگاتوس، ديكلوفناك سديم،  : يواژگان كليد
  

 مقدمه
اعضاي جنس آسپرژيلوس قارچ هايي ساپروفيت و       
هاي گياهان و حتي اك، باقيماندهاي هستند كه در خرشته

-گونه انتشار جهاني دارند. از ميان اينهوا موجود بوده و
هاي عفوني فرصت طلب، آسپرژيلوس فوميگاتوس 

هاي بيشترين گونه جدا شده و پس از آن گونه
- آسپرژيلوس فلاووس و نايجر قرار دارند. طيف بيماري

ا به ها وسيع است امهاي ايجاد شده توسط آسپرژيلوس

لنيزه و مهاجم طور كلي شامل: آسپرژيلوزيس آلرژيك، ك
 (Yin et al. 2014; Latge باشد(سيستميك) مي

ها آسپرژيلوس فوميگاتوس به عنوان يك براي سال 1999)
پاتوژن ضعيف در نظر گرفته مي شد و تنها، به عنوان عاملي 
براي ايجاد فرم آلرژيك محسوب مي شد. اما با افزايش 

افزايش چشمگيري  يماران دچار نقص سيستم ايمنيب دداتع
در موارد ابتلا به آسپرژيلوزيس مهاجم كه معمولا شديد و 
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  ساناز نرگسي و همكاران /٨٦

 كشنده است، به وجود آمد و در حال حاضر آسپرژيلوس
آسپرژيلوزيس  بيماري زايفوميگاتوس غالب ترين عامل 

افراد دچار نقص سيستم ايمني در سراسر جهان  در
 (;Pfaller and Diekema 2004شود محسوب مي

Sharma et al. 2007; Upadhyayula et al. 
2006; Mehta et al. 2010; Hohl and 

(Feldmesser 2007 قارچي  فوميگاتوس آسپرژيلوس
بيماريزاي خاصي به تنهايي در ايجاد  عاملاست كه 

 بيماري زاييعفونت هاي ناشي از آن عمل نمي كند، بلكه 
  .مي باشدندژني چآن تحت كنترل مجموعه اي 

و از اعضاي  sidBكه كد كننده پروتئين  sidBژن       
 Septation Inintiation Network (SIN) خانواده 

، علاوه بر فعاليت سيدروفوري داراي نقش اساسي است
در تشكيل ديواره و كونيدي زايي مي باشد. اين ژن در 
رشد ميسليوم هاي رويشي داراي نقش مي باشد و 

پروتئازي -ك پپتيد سنتتاز داراي خاصيت سرينهمچنين ي
 .Kim et al( اسيد آمينه مي باشد ٦٥٤و مشتمل بر 

سيدروفورها، مولكول هاي كوچكي هستند كه در  )2006
عوامل نقل و انتقال آهن نقش دارند. در بسياري از 

آهن به عنوان  يك عنصر ضروري براي  بيماري زا
و به عنوان يك  زيست ساختيبسياري از مسيرهاي 

كوفاكتور در واكنش هاي آنزيمي وبه عنوان يك كاتاليزور 
مل مي كند. اما ناپايداري در سيستم هاي انتقال الكترون ع

 عوامل بيماري زاآهن آزاد و مكانيزم هاي دفاعي ميزبان، 
را به شدت در كسب آهن محدود مي سازد. براي اغلب 

ي انساني از جمله آسپرژيلوس عوامل بيماري زا
فوميگاتوس، توانايي كسب آهن از ميزبان يك شاخص 

-محسوب ميبراي حدت بيماري (ويرولانس) بسيار مهم 
كشف فعاليت ضد  .)Schrettl et al. 2004(شود 

قارچي آزول ها، گزينه هاي درماني متعددي را براي 
. هاي قارچي فرصت طلب به وجود آورددرمان عفونت 

اما به رغم تمام اين پيشرفت ها مشخص شد كه برخي 
ايزوله هاي قارچي نسبت به تركيبات آزولي مقاومت 
دارند و به تدريج بروز مقاومت در بسياري از سوش هاي 

ز نسبت به تركيبات آزولي پديدارشد. موارد ديگر ني

مقاومت آزولي آسپرژيلوس فوميگاتوس كه در در دهه اخير 
-بسيار بيشتر به چشم مي خورد، خطر مرگ در اثر عفونت

هاي مهاجم ناشي از اين قارچ را بالا برده است. آنچه مسلم 
هاي آزولي موجب پيدايش مشكلاتي است، بروز مقاومت

فوميگاتوس  عفونت ناشي از آسپرژيلوس در روند درماني
، تحقيق و . بنابراين)Lelièvre et al. 2013(گردد مي

مطالعه در جهت ورود و استفاده از داروها و عوامل 
فارماكولوژيك جديد، با مكانيزم اثر متفاوت نسبت به 

رسد. التهاب تركيبات آزولي، امري بديهي به نظر مي
واكنشي غير اختصاصي، متداول و محافظت كننده در پاسخ 
به عوامل خارجي، صدمات بافتي و ديگر تحريكات مضر 

چه التهاب  مي باشد. اگر عوامل بيماري زاد سموم و همانن
اما در  و غير اختصاصي ايمونولوژيك است، يك واكنش

هاي ايمونولوژيك هاي اختصاصي و واسطهايجاد آن سلول
 وشوند. ها وارد عمل ميها و سايتوكاينمثل لكوسيت

هاي آسيب هاي شيميايي از بافتالتهاب با آزادسازي واسطه
اند، آغاز لول هايي كه به اين نواحي مهاجرت كردهديده و س

هاي شيميايي . واسطه)Weissenbacher 2014(شود مي
بر اساس نوع پروسه التهابي متفاوتند. از جمله اين تركيبات 

پروستاگلندين ها اشاره  همانند يمي توان به تركيبات ليپيد
نمود. ديكلوفناك سديم يك داروي غيراستروئيدي و ضد 

هاي مسير ه مهار ايزوآنزيمالتهابي است و به وسيل
) موجب انسداد مسير ساخت COXسيكلواكسيژناز (

پروستاگلندين ها مي شود. پروستاگلندين ها گروهي از 
تركيبات كوچك ليپيدي هستند كه بطور آنزيماتيك از 
اسيدهاي چرب مشتق مي شوند و نقش هاي مهمي را در 

همراستا  سلول ها و بافت ها ايفا مي كنند. ديكلوفناك سديم
، به طور گسترده اي در NSAIDبا ديگر داروهاي گروه 

درمان ورم مفاصل و ديگر بيماري هاي مرتبط بكار مي رود 
(Umaru et al. 2009; Payan and Katzung  

(قارچ ها،  عوامل بيماري زاا اثرات آن ضد ام 1995)
باكتري ها و ويروس ها) نيز مورد بررسي قرار گرفته است 
Dastidar et al. 2000; Alem and Douglas) 

بيوسنتز سيدروفور در آسپرژيلوس فوميگاتوس و  2004)
آسپرژيلوس نيدولانس داراي مسير مشابهي است. اما بر 
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 ٨٧تاثير ديكلوفناك سديم برميزان .../ 
 

خلاف آسپرژيلوس فوميگاتوس، اين مسير در 
آسپرژيلوس نيدولانس كاملا مطالعه شده است و ژن ها 

ند مولكول هاي موثر مورد شناسايي قرار گرفته ا
)Power et al. 2010( لذا، با توجه به اهميت .

 .sidB )Kim et alمحصولات كد شده توسط ژن 
اين ژن در بررسي امكان وجود و فعاليت مشابه  ،)2006

هاي گاتوس در جهت كنترل عفونتيآسپرژيلوس فوم
حاصله، از اهميت خاصي برخوردار است. به همين دليل 
و با توجه به خصوصيات ذكر شده در مورد داروي 
ديكلوفناك سديم، و همچنين بروز روز افزون موارد 

ضمن تحقيق بر ميزان مقاومت آزولي، درصدد بر آمديم تا 
تاثير داروي ديكلوفناك سديم بر ميزان رشد سوش 

، ATCC14189فوميگاتوس  استاندارد آسپرژيلوس
ميزان تاثير اين دارو را در شرايط آزمايشگاهي و در 

بصورت نيمه كمي  sidB  غلظت هاي مختلف بر بيان ژن
    سنجش نماييم. Real-time PCRو با روش 

  
  روش كار

در ابتدا، طبق  :چ، محيط كشت و شرايط رشد)سوش قار١
 ،M38-A2 Molds (CLSI)پروتوكل استاندارد 

فوميگاتوس  آسپرژيلوسسوش استاندارد 
)ATCC14489 روي محيط پوتيتو دكستروز آگار ( 

(Merc, Germany)   ٣٥روز و در دماي ٧به مدت 
به جهت شناور سازي  درجه سانتيگراد كشت داده شد.

، از آب مقطر افته روي سطح كلنياسپورهاي رشد ي
به منظور تهيه سوسپانسيون قارچي،  استريل استفاده شد.

استريل روي سطح پليت حاوي كشت  آب مقطر مقداري
قارچ پخش گرديد تا اسپورها در محيط معلق گردند. 
سپس به آهستگي محيط حاوي اسپورها را با سمپلر 

د جذب برداشت ، ودر لوله فالكون استريل نگهداري ش
نانومتر  ٥٣٠سوسپانسيون تهيه شده در   (OD)نوري

سنجيده شد كه در مورد گونه هاي آسپرژيلوس بايد در 
قرار داشته باشد. به جهت افزايش  ٠٩/٠-١٣/٠محدوده 

دقت در تهيه سوسپانسيون يكنواخت قارچي، از يك معيار 
 ٥/٠با درجه  كدورت سنجي به نام استاندارد مك فارلند

ميكروليتر از سوسپانسون  ٢٠رديد. در نهايت استفاده گ
اسپوري تهيه شده داخل شيار لام نئوبار ريخته شده و تعداد 

ميكرو ليتر شمارش گرديد. تعداد اسپور  ٢٠اسپورها در 
   مي باشد. ٥× ١٠ ٤ CFU/MLمورد نظر در اين مرحله 

براي تعيين  :)MIC) تعيين حداقل غلظت مهار كنندگي (٢
 ) از پروتوكل MICار كنندگي (حداقل غلظت مه

(CLSI/M38-A2)  ستفاده گرديد ا)Wayne 2008( . 
 با)  (Pars Daou, Tehran, Iranاز ديكلوفناك سديم 

-غلظتآن در MICاستفاده شد و ٢٥ mg/mlغلظت پايه 
تعيين ميكروگرم در ميلي ليتر)  ٢٥-٩٠٠( هاي متفاوت

 در سديم ديكلوفناك غلظت سازي نرمال برايگرديد. 
  :شد استفاده زير رابطه از تست مختلف مراحل
(ml)2(mg/ml) . V2(ml) = C1(mg/ml) . V1C 

در هر ميكروپليت، سوسپانسيون قارچي همراه با ديكلوفناك 
اك سديم به سديم به عنوان كنترل مثبت و بدون ديكلوفن

پس از . در نهايت، در نظر گرفته شدعنوان كنترل منفي
  . آنها تعيين گرديدMIC  ساعت ٧٢مدت انكوباسيون 

 sidBبه منظور بررسي سطح بيان ژن : RNA) استخراج ٣
 Real-time PCRدر آسپرژيلوس فوميگاتوس، تكنيك 

  (ATCC 14489)انجام شد. آسپرژيلوس فوميگاتوس
، ٥٠٠هاي دكستروز براث در غلطت روي محيط سابورو

 ميكروگرم در ميلي ليتر ديكلوفناك سديم، ٩٠٠و  ٧٠٠
 ٧٢همراه با كنترل مثبت و منفي، كشت داده شد. پس از 

، توده ميسليوم هاي سانتيگراد درجه ٣٥ساعت در انكوباتور 
شستشو داده  (PBS 1X)رشد يافته با فسفات بافر سالين 

به جهت به دست آوردن  وژن مايع و شد و با استفاده از نيتر
پودر ميسليومي، ساييده شد. و در نهايت، با استفاده از پودر 

با روش  RNAميسليومي بدست آمده، استخراج 
 McGookin( تيوسيانات  -كلروفرم -وم فنليگوانيدين
1984( )GITC.هريك  مقادير روش كار و كه ) انجام شد

  ست:ا بوده به شرح زيردر اين روش اجزاي استفاده شده  از
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  ساناز نرگسي و همكاران /٨٨

و هم حجم با پودر قارچي   GITCبرداشت -١
مولار و مخلوط  ٣حجم اوليه استات سديم  ١: ١٠افزودن 

  مواد فوق كردن
فنل اسيدي و  ي افزودن هم حجم اوليه  -٢

حجم اوليه از  ١:  ٥افزودن ودر مرحله بعد  مخلوط كردن
 سانتريفوژ كردن در آن پس از كلروفرم و مخلوط كردن

xgيقه دق ٥به مدت  ١٢٠٠٠  
انتقال مايع رويي افزودن هم حجم اوليه  -٣

در و سپس قراردادن آن   ايزوپروپانول و مخلوط كردن
 ١به مدت سانتيگراد  درجه بيست منفي با دماي فريزر

  .سانتريفيوژ و خالي كردن مايع روييدر آخر، و  ساعت
 GITC  حجم اوليه از محلول ١:  ٣به نسبت  -٤

به همين نسبت  كرده،به رسوب اضافه و آن را حل 
 درجه بيست منفي در فريزر ايزوپروپانول اضافه و

 نگهداري پس از سانتريفوژ ساعت ١به مدت  سانتيگراد
مايع رويي رسوب را با  دقيقه ٥به مدت  xg١٢٠٠٠در 

 TE8 بافرميكروليتر  ٥٠الكل مطلق شستشو داده و در 
  كرديمحل 
 مشاهده و استخراج  فرايند صحت سنجش براي    

 ميكروليتراز ١٠با الكتروفورزژل  ،s٢٦ ،s١٨ ،٥ sندهاي با
RNA   ميكروليتر از١٠به همراه RNA loading 
buffer علاوه بر اين، بوسيله . ١تصوير شد انجام

نانومتر و  ٢٨٠و  ٢٦٠اسپكتروفتومتر جذب نوري در 
هاي استخراج شده مورد سنجش   RNAهمينطور غلظت

  . )١ جدول( قرار گرفت
 با  cDNA:RT-PCRپرايمر و ساخت  ) طراحي٤

 از Reverse Transcriptase (RT) آنزيم از استفاده
 از  و شد ساخته cDNA مكملش RNA الگوي

و  Revers transcriptaseپرايمرهاي هگزامر و آنزيم 
بر اساس پروتكل كيت فرمنتاز ساخت شركت آلمان 

(Revert Aid, Fermentase Germany)   استفاده
آسپرژيلوس فوميگاتوس، از نواحي  يايمرهاپر .گرديد

در آسپرژيلوس نيدولانس و sidB  يهمولوگ با ناحيه ژن
 (//:NCBI httpبا توجه به سكانس آنها در ژن بانك

(www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/  طراحي شدند
  keepingبه عنوان ژني با بيان ثابت  β-actinو از ژن
gene)   (House  ازي و تعيين صحت به منظور نرمال س

استفاده شد (پرايمرها توسط  sidBعملكرد و بيان  ژن 
  .شركت سينا ژن ساخته شدند)

٥ (Real-time PCR : دستگاهاستفاده از با اين مرحله   
StepOne-PlusTM real-time PCR System 

(Applied  Biosystems, USA)  سايبر گرين و
)SYBR® Premix Ex Taq™ II اني بق برنامه زمط

تفسير نتايج با نرم افزار  انجام شد و ٢جدول 
REST(2008 V2.0.7) .به عمل آمد  

  
  نتايج
 ديكلوفناك مختلف هاي غلظت بررسي نتايج كشت در      
نتايج MIC  انكوباسيون و تعيين ساعت ٧٢پس از سديم

 افزايش با ساعت انكوباسيون، ٧٢از پسدهد نشان مي
 بطوريكه. يابدمي كاهش زني قارچ رشد ميزان دارو، غلظت

 هاي توده است، بوده دارو فاقد كه مثبت كنترل نمونه در
 حاوي نمونه در اما نمودند رشد بالايي ميزان به ميسليومي

 حاوي كه سديم ديكلوفناك ليتر ميلي در ميكروگرم ٩٠٠
 قارچ رشد از اثري هيچگونه بود، دارو غلظت بيشترين
 .شد مشاهده قارچي اسپورهاي نگرديد و تنها مشاهده

هيچگونه نتيجه قابل  Real-time PCR  طبق نتايج
در نمونه تيمار شده با  sidBژن استنادي از نظر بيان 

-βدر مقايسه با ژن  )شاهدو نيز نمونه (ديكلوفناك سديم 
actin ١نمودار( بدست نيامد.(  

  
   بحث

گونه هاي وابسته به جنس آسپرژيلوس، قارچ هايي       
و پراكنده در محيط هستند كه نقش مهمي را در  ساپروفيت

چرخه نيتروژن و كربن ايفا ميكنند. اگرچه زيستگاه اوليه 
آنها خاك، سبزيجات در حال فساد مي باشد اما آسپژيلوس 
ها كونيدي هايي هيدروفوب و بسيار كوچك توليد مي كنند 
كه به آساني در هوا منتشر شده و قابليت بقا در شرايط 
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 ٨٩تاثير ديكلوفناك سديم برميزان .../ 
 

باشند ختلف با شرايط متغير را دارا ميمحيطي م
)Bennett 2010( . ،در ميان گونه هاي پاتوژن انساني

آسپرژيلوس فوميگاتوس به عنوان عامل اصلي و اوليه 
ايجاد كننده عفونت هاي انساني همواره مورد بحث بوده 

ها در تواند منجر به ايجاد طيف وسعي از بيماريو مي
هاي ايجاد شده وابستگي انسانها گردد، البته طيف بيماري

به ويژه يستم ايمني ميزبان (مستقيمي به عملكرد صحيح س
سيستم ايمني ذاتي به عنوان اولين سد برخورد كننده با 

ها و علايم بروز كونيدي ها) داشته و بنابراين نوع  بيماري
هاي مهاجم يافته از ايجاد واكنش هاي آلرژيك تا بيماري

ها بين و كشنده متغير است. ميزان كشندگي اين بيماري
شده است و علاوه بر شرايط درصد گزارش  ٩٠تا  ٤٠

سيستم ايمني ميزبان به محل عفونت و رژيم درماني مورد 
. )Bafadhel et al. 2014(استفاده نيز بستگي دارد 

مشكل اساسي در جهت درمان اين بيماران پيدايش موارد 
روز افزون سويه هاي مقاوم به عوامل آزولي مي باشد كه 
همواره به عنوان بحثي چالش برانگيز همواره مطرح مي 

بنابراين تحقيق و مطالعه در راستاي جايگزيني ساير  .باشد
عوامل دارويي در جهت پيشگيري از سير عفونت در اين 

باشد. ديكلوفناك سديم اي مي، داراي اهميت ويژهافراد
يك داروي ضد التهابي و غيراستروئيدي است كه براي 
كاهش التهاب و تسكين درد در شرايط لازم مورد استفاده 

گيرد. التهاب يك واكنش طبيعي بدن در جهت قرار مي
باشد. حذف ميكروارگاتيزم ها و عوامل مترشحه از آنها مي

توان از يك ديدگاه چنين بيان سم عمل مياز نظر مكاني
ديكلوفناك سديم اثرات مهاري خود را با مهار نمود كه، 
ايفا COX-1) و(COX-2سيكلواكسيژناز هايايزوآنزيم

   ها ول توليد ترومبوكسانؤكند. سيكلواكسيژنازها مسمي
و پروستاگلندين ها از آراشيدونيك اسيد هستند و 

ن مولكول هاي پيامبر در پروسه پروستاگلندين ها به عنوا
 .Mitchell et al(شوند التهاب التهاب محسوب مي

، علاوه بر اثر اثبات شده داروي از سويي .)1993
ديكلوفناك بر مسير سيكلواكسيژناز ، برخي مطالعات به 

بررسي اثر مهاري اين دارو بر ساير مولكول ها پرداخته اند. 
سلول هاي تمام ميكرو ارگانيزم ها جهت رشد خود وابسته 

براي ترجمه  RNAمي باشند، درحاليكه  DNAبه بيوسنتز 
    اطلاعات جهت ساخت پروتئين ها و  و فراهم كردن

آنزيم هاي مختلف مورد نياز است. بنابراين هرگونه تداخل 
موجب ممانعت از رشد  RNAيا   DNAدر بيوسنتز

تركيباتي كه قدرت باند   ميكرو ارگانيزم ها خواهد شد.
را دارا هستند، منجر به تغييراتي  RNAيا   DNAشدن با

ل ها غير قابل تشخيص گردد و گردند كه پيام اين مولكومي
امكان رونويسي و ترجمه صحيح از دست رفته و توليد 

ها و محصولات مرتبط با رشد با مخاطره مواجه متابوليت
خواهند شد، بنابراين اين گونه تركيبات اغلب نقش 

 (;Dastidar et al. 2000مهاركننده رشد را ايفا مي كنند 
(Yin et al. 2014 ج پژوهش حاضر، ا توجه به نتايب

داروي ديكلوفناك سديم داراي خاصيت مهاركنندگي بر 
رشد آسپرژيلوس فوميگاتوس مي باشد. موافق با يافته هاي 

نيز نشان از اثرات  يهاي ديگراين تحقيق، نتايج بررسي
بر رشد ميكروارگانيزم ها  كنندگي ديكلوفناك سديم مهار

ديم بر تشكيل دارند، براي مثال، تاثير مهاري ديكلوفناك س
جرم تيوب در كانديدا آلبيكنس مورد مطالعه قرار گرفت و 

جرم  بر مهار توليد اثرات وابسته به دوز ديكلوفناك سديم
 Rashki(در اين قارچ مشاهده گرديد تيوب 

Ghalehnoo et al. 2010( در مطالعه ديگري، اثر .
مهاري چند داروي غير استروئيدي و ضد التهابي، از جمله 

و  ديداآلبيكنسديكلوفناك، بر رشد دو مخمرهاي كان
كريپتوكوكوس نئوفورمنس واريته نئوفورمنس اثبات گرديد 

)Ncango et al. 2011(ها، اثرات ضد . علاوه بر قارچ
روسي داروهاي غير استروئيدي و ضد التهابي بر ويروس وي

و واريسلا زوستر   (CMV)آنفولانزا، سايتو مگالو ويروس
بر مايكوباكتريوم  ييو اثرات ضد باكتريا  (VZV) ويروس

 (Dutta   توبركلوزيس و اشرشياكلي نيز اثبات شده است
et al. 2007; Mazumdar et al. 2006; Pan and 

(Hung 2002 علي رغم اين نتايج، برخي تحقيقات ما ا
كه درماتوفيت هايي مثل اپيدرموفيتون  نشانگر آنند
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  ساناز نرگسي و همكاران /٩٠

فلوكوزوم و ترايكوفيتون منتاگروفيتس قادرند از 
NSAID به عنوان منبع كربن و در جهت رشد خود  ها

  .)Hussein and AL-Janabi 2011(استفاده كنند 
بيوسنتز باتوجه مطالعات انجام شده مشخص شده        

سيدروفور در آسپرژيلوس فوميگاتوس و آسپرژيلوس 
 .Power et al(هستند شابهي نيدولانس داراي مسير م

اين ارگانيزم بنابراين انتظار داشتيم كه با مواجهه   )2010
با غلظت هاي متفاوت ديكلو فناك تغييراتي در بيان اين 

افزايش يا كاهش عدم مشاهده  كه بعلت .ژن مشاهده شود
، در نمونه هاي تيمار شده و نمونه sidBدر ژن در بيان 

اثر مهاري اين دارو بر ژن مذكور اثبات نشد. ولي  كنترل
لظت هاي  مشاهده كاهش قابل توجه رشد و ميسليوم در غ

بالاي ديكلو فناك و اثبات  اثر مهاري غلظت هاي 
نسبت به  در نمونه هاي تيمار شده متفاوت ديكلو فناك 

ژنهاي ديگري غير از   نمونه كنترل، چنين به نظر مي آيد
رشد رشد قارچ موثر است. البته موارد  ، درsidBژن 

ديگري از جمله  اينكه در اين مطالعه تنها اثر اين دارو 
فوميگاتوس  آسپرژيلوسسوش استاندارد تنها برروي 

)ATCC14489(  مورد بررسي قرار گرفته، ممكن است
اثر اين دارو بر سويه هاي جدا شده از بيماران متفاوت 
باشد. با در نظر گرفت اينكه در مطالعه حاضر فقط بيان 

مي توان نتيجه  مورد بررسي قرار گرفته  sidBدر ژن 
ژنها وعوامل ديگر در رشد  گيري كرد ممكن است

  دخيل باشند . فوميگاتوس آسپرژيلوس
  

  نتيجه گيري
 دهند، مي نشان پژوهش اين از حاصل هاي يافته      

 تواندمي دوز، به وابسته اثر با سديم ديكلوفناك داروي

 رشد توجه قابل كاهش و ها ميسليوم توليد كاهش سبب
، در است گردد. بنابراين ممكن فوميگاتوس آسپرژيلوس

هاي باليني، بتواند بعنوان آينده و مشروط بر انجام بررسي
يكي از گزينه هاي انتخابي در جهت درمان موارد مقاوم به 
ساير داروهاي ضدقارچي متداول مورد استفاده قرار گيرد. 

ارزيابي اثرات شايان ذكر است كه اين مطالعه تنها در حيطه 
بر سوش invitro ديكلوفناك سديم در  يمهاري دارو

استاندارد آسپرژلوس فوميگاتوس صورت گرفته و با توجه 
هاي ، در نمونهsidBبه عدم مشاهده روند بياني در ژن 

تيمار شده و نمونه كنترل، چنين به نظر مي آيد كه ابتد بايد 
در اين گونه قارچي به صورت كامل تعيين توالي  sidBژن 

 ه قرار گيرد.ياني آن مورد مطالعگردد و سپس روند ب
روي ژن مذكور  فناك برهمچنين انجام مطالعه  اثر ديكلو

هاي ديگر سويه هاي جدا شده از بيماران  همچنين ژن
ه دخيل در رشد نيز در مطالعات تكميلي بعدي ضروري ب

روي ژن  فناك بررسد تا بطور دقيق اثر ديكلونظر مي
sidB، نتيجه گيري قرار بگيرد. مورد بررسي و  

  
  و قدرداني تشكر

حوزه  يو ماد يمعنو يهاتين پژوهش با حمايا     
با قرارداد دانشگاه علوم پزشكي تهران  يمعاونت پژوهش

 زحمات از وسيله بدين افته است،يانجام  ١٩١٤/٢٤٠شماره 
آيد. شايان ذكر  مي عمل به تشكر و تقدير عزيزان اين

د است، كه اين مقاله بخشي از پايان نامه كارشناسي ارش
ساناز نرگسي دانشجوي دانشگاه علوم پزشكي تهران بوده 
كه با همكاري بخش قارچ شناسي دانشكده بهداشت 

  دانشگاه علوم پزشكي تهران انجام پذيرفته است.
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 ٩١تاثير ديكلوفناك سديم برميزان .../ 
 

  
  

  β-actinو  sidBمشخصات پرايمر ژن هاي  -١جدول
  

 نام پرايمر توالي پرايمر
 ٥AAGAGATGGCTGAGCGTGAT٣ 

 Primer Sense (sidB-S1) 
٥GTACCAAAGTCCTCGGTTGG٣  

 
Primer Anti sense (sidB-As1) 

 
٥ACGGTATTGTTTCCAACTGGGAC٣ Primer Sense (β-actin -S1) 

٣  TGGACTTCGGTCAACAAAACTGG٥ 
 

Primer Anti sense (β-actin- As1) 
 

  
  

  Real-time PCRبرنامه زماني و دمايي جهت انجام  -٢جدول
  

 30ʺ 94°C Heat lid to 110°C 

 
5ʺ  
20ʺ  
30ʺ 

95°  
58°C  
72°C 

Start loop, 40x 

 60ʺ 72°C Close loop 
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  ساناز نرگسي و همكاران /٩٢

  مثبت كنترل و ٥٠٠ ،٧٠٠ ،٩٠٠ µg/ml هاي غلظت در شده استخراجRNA (OD)  نوري جذب سنجش نتايج -٣جدول
  

) OD  نمونه ٢٦٠ nm) 
 

OD ( ٠٨٢ nm) 
  

OD ( ٢٨٠/٠٦٢ nm) 
  

١٦٤/٠  كنترل مثبت  ١٢٣/٠  ٣٥٧/١  
٢٠٣/٠  ديكلوفناك سديم  ٥٠٠ µg/ml حاوي  ١٦٣/٠  ٣٨٥/١  
٢٢٤/٠  ديكلوفناك سديم  ٧٠٠ µg/ml حاوي  ١٨٠/٠  ٤٢٧/١  
٣٤٩/٠  ديكلوفناك سديم ٩٠٠  µg/ml حاوي  ٣١٣/٠  ٤٥٠/١  

  
  

    
ميكروگرم در ميلي ليتر ديكلوفناك  ٥٠٠) D( ،٧٠٠) C،(٩٠٠ )B( با تيمار شده استخراج شده از نمونه هاي  RNAباندهاي -١تصوير

  (A)و كنترل مثبت سديم 
 
 
 

A B C D 
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 ٩٣تاثير ديكلوفناك سديم برميزان .../ 
 

    
  Real-time PCR ر اساسب sidBژن بيان  -١نمودار
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ABSTRACT Background and Aim: Considering the increasing drug resistance to Aspergillus fumigatus, 
search for genes involved in its pathogenicity and identifying alternative antifungal drugs is 
of utmost importance. The aim of this study was to determine the effects of diclofenac 
sodium on the growth and sidB gene expression in Aspergillus fumigatus. 
Materials and Methods: In this study, Aspergillus fumigatus was cultured and a fungal 
suspension prepared, followed by determining the minimum inhibitory concentration of 
diclofenac sodium at a concentration of 25-1000 µg/ml. Then, RNA was extracted from the 
suspension at concentrations of 500,700 and 900 µg/ml of the drug. Finally, the extent of 
expression of the gene was determined by measuring different levels of mRNA-sidB by Real-
time PCR. 
Results: With increasing concentrations of diclofenac sodium, mycelium production 
decreased. Concentrations higher than 500 µg/ml had considerable inhibitory effects on the 
growth of Aspergillus fumigatus. 
Conclusion: Findings of this study indicate that diclofenac sodium can cause a sharp 
reduction in the growth rate of Aspergillus fumigatus. Accordingly, it can be considered as 
one of the effective pharmacological agents for inhibiting the growth of this fungus.            
Keywords: Aspergilus Fumigatus, Diclofenac Sodium, SidB Gene 
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