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دارویی در گروه های مختلف بیماران وجود دارد. میزان 
آلبیکنس  و غیر  آلبیکنس  کاندیدا  های  ایزوله  مقاومت 
افزایش است.استفاده  به فلوکونازول متفاوت و در حال 
به  منجر  فلوکونازول  همانند  آزولی   داروهای  از  مکرر 

ایجاد  مقاومت  در گونه های کاندیدا می شود(3). 

تهیه فلوکونازول آماده مصرف
ابتدا با استفاده ازپودر فلوکونازول و آب مقطر استریل 
دارویی با غلظت ده بار بالاتر ازبالاترین غلظت مورد نیاز 

یعنی 128 میکرو گرم در میلی لیتر تهیه می نماییم.
 سپس به نسبت 1/200 میلی گرم در میکرو لیتر محلول 
  (Dimethyl sulfoxide: DMSO)سولفوکساید متیل  دی 
آزمايشگاه  دمای  در  دقيقه   30 مدت  به  و  نموده  اضافه 
سپس  گردد  هموژنیزه  دارویی  استوك  تا  دهیم  می  قرار 
آن را از فیلتر 0/45 عبور داده و در ویال های پلاستیکی 
تقسیم نموده و در فریزر20- درجه سانتیگراد نگهداری 
می نماییم. جهت استفاده از دارو هر بار یکی از ویال ها 
کنیم.  می  رقیق   RPMI1460 با  5 به   1 نسبت   را به 
غلظت سریال از قلوکونازول 0/25 - 128 میکرو گرم در 

میلی لیتر در سری 10 تایی تهیه می نماییم. 

بحث
فلوکونازول یک داروی تری آزول ضد قارچی وسیع الطیف 
و قابل دسترس است که در سطح وسیعی جهت عفونت های 
پودر  و  خوراکی  های  قرص  صورت  به  کاندیدایی  جزئی 
جهت تهیه سوسپانسیون خوراکی همچنین در عفونت های 
سیستمیک مانند مننژیت کریپتوکوکی به صورت داخل وریدی 
درمان  جهت  دارو  این  انتخاب  دلیل  شود.  می  استفاده 
کم  تمایل  کم،  مولکولی  وزن  داشتن  قارچی  های  عفونت 
به پلاسما، حلالیت در آب و نیمه عمرطولانی آن است(1). 
ساختمان شیمیایی فلوکونازول در شکل )1( نشان داده شده 
است. آزول ها با اثر بر روی غشاء میکروارگانیسم به دنبال 
  P450سیتوکروم های  آنزیم  با  و ترکیب  غشاء  به  اتصال 
و  ارگسترول  سنتز  در  اختلال  موجب  قارچی  های  سلول 
ساخته شدن ناقص دیواره سلولی و نهایتا مرگ سلول های 
قارچی می شود(2). چگونگی تاثیر تری آزول ها بر روی 
ارگانیسم در شکل )2( نشان داده شده است. به علت اینکه 
این ترکیبات با سیستم آنزیمی سیتوکروم P450 پستانداران 
نیز واکنش می دهد مصرف خوراکی یا تزریقی آن موجب 
کلیدی  متابولیکی  محصولات  سنتز  در  متعددی  اختلالات 
شده و در نهایت با عوارض مختلفی همراه است. افزایش 
مرگ و میر در ارتباط با عفونت های قارچی ناشی از مقاومت 

چگونگی تعیین MIC (Minimum Inhibitory Contraction) فلوکونازول 
به روش میکرودایلوشن بر ایزوله های بالینی کاندیدا

دکتر پروین دهقان)استادیاررشته قارچ شناسی پزشکی در دانشگاه علوم پزشکی اصفهان (
مهرنوش ماهرالنقش )کارشناس ارشد قارچ شناسی پزشکی در دانشگاه علوم پزشکی اصفهان (

دکتر مصطفی چادگانی پور)استاد رشته قارچ شناسی پزشکی در دانشگاه علوم پزشکی اصفهان (

در انواع بیماری هایی که توسط مخمر کاندیدا در سطح پوست ومخاط بدن انسان ایجاد می شود، معمولا خط اول درمان داروی ضد قارچی 
فلوکونازول است، ولی اگر پس از استفاده از این دارو درمان ناموفق باشد انجام کشت و تست های حساسیت دارویی الزامی است. این تست ها 

به روش های متفاوتی انجام می گیرد که در اینجا انجام این تست به روش میکرودایلوشن شرح داده شده است.

شکل 1( ساختمان 
شیمیایی فلوکونازول

شکل 2( چگونگی تاثیر تری آزول ها بر روی ارگانیسم
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تعیین MIC گونه های ایزوله شده
از   MIC کنندگی  ممانعت  غلظت  حداقل  تعیین  برای 
ابتدا  گردد.  می  استفاده  الایزا  میکروپلیت  از  سازی  رقت 
محیط  روی  پاساژ  یک  از  پس  شده  جدا  های  ازایزوله 
با غلظت 103×1 سلول در هر  SDA سوسپانسیون سلولی 
به  و  شود  می  تهیه  استریل  فیزیولوژی  سرم  در  لیتر  میلی 
میزان 100 میکرولیتر به هر چاهک اضافه می گردد سپس 
در   ml در   128  -0/25  µg قلوکونازول  از  سریال  غلظت 
به  لیتر  میزان 100میکرو  به  و  تهیه می شود  سری 10تایی 
چاهک ها اضافه می شود (5-4.). میزان  MIC ایزوله های 
حساس ≥ µg 8 درml ایزوله های حساس  وابسته به دوز 
µg 16-32 درml و ایزوله های مقاوم ≤ µg 64 درml در 

نظر گرفته می شود.
ایزوله هایی که به این طریق در بیشترین غلظت دارو که 
µg 128 در ml بود رشدشان متوقف نشد با غلظت بالاتر 
به  باید تکرار شود، دو چاهک آخر   ml 256µg در  یعنی 
عنوان شاهد مثبت و منفی استفاده می شود. در چاهک شاهد 
و  قارچی  سوسپانسیون  از  میکرولیتر   100 میزان  به  مثبت 
در چاهک  و  کرده  اضافه   RPMI میکرولیتر   100 همچنین 

شاهد منفی فقط 200 میکرولیتر RPMI اضافه شد.
پس از48 - 24 ساعت انکوباسیون در دمای 35 درجه 
سانتی گراد، نتایج از نظر کدورت ایجادشده در چاهک ها 

بررسی می شود.
اولین چاهکی که در آن کدورت مشاهده نشود به عنوان  
MIC چاهک در نظر گرفته می شود همان طور که در شکل 

)3( نشان داده شده است.

مراحل تعیین میزان MIC در ده رقت طی سه مرحله انجام 
مرحله  ها،  به چاهک   RPMI نمودن  اضافه  ابتدا  می شود. 
 mlدر  256  µg غلطت  لیتراز  100میکرو  نمودن  بعداضافه 
میکرولیتر  100 وجود  به  توجه  با  که  اول  چاهک  به  دارو 
 RPMI موجود در این چاهک غلظت دارو در این چاهک 
µg 128 درml در نظر گرفته می شود و به همین ترتیب 100 
میکرولیتر محلول از چاهک اول به دوم منتقل می شود تا 
چاهک دهم و در انتها 100 میکرولیتر محلول را از چاهک 
دهم بیرون می ریزیم. لازم به ذکر است که در این مرحله 
فقط به چاهک شاهد منفی دارو اضافه می شود. در مرحله 
جز  به  ها  چاهک  همه  به  را  قارچی  سوسپانسیون  آخر، 
چاهک شاهد منفی اضافه می نماییم. این مراحل در شکل 

)4( نمایش داده شده است.
باعث  قارچی  ضد  داروهای  از  گسترده  استفاده  افزایش 
ایجاد  با  پاتوژن  یک  عنوان  به  آلبیکنس  کاندیدا  است  شده 
با  شود.  معرفی  ضدقارچی  داروهای  برابر  در  بالا  مقاومت 
لزوم  این مخمر و  از  بیماری های حاصله  به  شیوع  توجه 
در مان های مناسب دارویی، استفاده از تست های حساسیت 
دارویی استاندارد دارای اهمیت خاصی است. طبق مطالعه ای 
که روی حساسیت دارویی گونه های کاندیدا ی جدا شده 
از بیماران بستر ی در چهار منطقه جغرافیایی آمریکا انجام 
شد مشخص شد که گونه های جدا شده از مناطق جنوب 
شرقی و شمال غرب نسبت به فلوکونازول مقاوم بودند ولی 
گونه های جدا شده از مناطق شمال شرق و جنوب غربی 
مقاومت کمتری در برابر دارو داشته اند  و به نظرمی رسد در 
بیمار مبتلا به عفونت کاندیدایی پس از در یافت درمان های  
دارویی مختلف  مقاومت دارویی ایجاد می شود. بنابر این 
توجه است  نکته مورد  مقاومت دو  میزان  پی گیری  جهت 
پروتوکل  از  استفاده  دلیل  به  جغرافیایی  نظر  از  منطقه  اول 
درمانی خاص و دوم مدت زمان در معرض قرارگرفتن دارو 

اهمیت دارد(6). 
درسه حالت از فرد بیمار گونه کاندیدای مقاوم می توان 
جدا کرد حالت اول اینکه در ابتدای کلونیزه شدن، ارگانیسم 
به دارو حساس بوده ولی موتاسیون پیدا کرده و مقاوم شده 
باشد. حالت دوم اینکه از ابتدا بیمار با چند استرین یا  گونه 
جهش یافته آلوده گردد و حالت سوم آلوده شدن بیمار از 

ابتدا با یک گونه ذاتا مقاوم به دارو می باشد(7). 
MIC  دارو در  تعیین  بر اساس   تعیین مقاومت دارویی 
شرایط آزمایشگاهی انجام می گردد. اما متاسفانه بعضی از 
گرفتن  نظر  در  بدون  دارو  بالای   MIC تعیین  با  ها  ایزوله  شکل 3( چاهک های حاوی محیط RPMI، سوسپانسیون قارچی و رقت های سریال دارو 

(A-H) در 8 ایزوله مختلف g/mlµ  )1-12( 128 از غلظت 0/25تا
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 MIC نتایج بالینی بر چسب مقاوم می خورند. افزایش میزان
در صورتی که فرد از نظر کلینیکی بهبود پیدا کند از اهمیت کمی 
  MICبر خوردار است. بنابر این رابطه قابل پیش بینی بین میزان
 MIC دارو و سطح دارو در سرم فرد وجود ندارد و تفسیر میزان
نباید بدون در نظر گرفتن علائم کلینیکی در بیمار باشد. شکست 
  MIC درمان برای از بین بردن قارچ تفسیر آسانی ندارد وتفسیر
و  تفسیر مقاومت دارویی  باید با در نظر گرفتن علایم بالینی  
بیمار همراه باشد(8)  لازم به تذکر است که این روش متداول 
در آزمایشگاه های تشخیص طبی نیست ودر آزمایشگاه های 
پژوهشی و تحقیقاتی در صورت درخواست پزشک انجام شده 
که معمولا به صورت مقایسه ای با سایرداروهای ضد قارچی 
 B آمفوتریسین  و  کتوکونازول  ایتراکونازول  نطیر  متداول 
از  استفاده  درمان  به  مقاوم  موارد  در   .(9) پذیرد  می  انجام 
 B آمفوتریسین  و  وریکونازول  پساکونازول،  ایتراکونازول، 
 IDSA (Infectious Diseases Society ofطبق دستورالعمل
America) توصیه شده است استفاده از داروهای سیستمیک 
جهت پیش گیری به علت  ایجاد گونه های مقاوم احتمالی 
توصیه نمی گردد. در بیماران مبتلا به نوتروپنی پیشگیری با 

ایتراکونازول توصیه شده است (10).   

شکل 4 ( مراحل تعیین  MIC فلوکونازول در 10 رقت

تعیین MIC پس ازانکوباسیون دردمای 35درجه سانتیگراد

100 میکرولیترازسوسپانسیون 
قارچی اضافه شد

100 میکرولیترازاستوک 
فلوکونازول اضافه شد

تهیه رقت سریال دارواز 0.25 تا 128

 RPMI100 میکرولیتر
ازمحیط اضافه شد

100 میکرولیتردورریخته شد


