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مقدمه

عفونتهای قارچی واژن در 85-95 درصد موارد در اثر كانديداآلبيكنس بوجود می​آيند. كانديداآلبيکنس را می​توان از واژن 20 درصد زنان بدون علامت جدا کرد(1،2).عواملی که با کانديدياز ارتباط دارند شامل تجويز آنتی​بيوتيک​های سيستميک، حاملگی، ديابت قندی و مصرف مواد سرکوب کننده ايمنی هستند. واژينيت عودکننده (RCCV)
 در تعدادی از زنان که قبلا تحت درمان قرار گرفته​اند ديده می​شود به همين منظور اندازه​گيری فعاليت ضد قارچی داروها در آزمايشگاه با استفاده از تست​های حساسيت می​تواند برای درمان ايده​آل بيماران مبتلا به عفونت​های مزمن و نيز سيستميک ضروری باشد. برآورد شده كه 75 درصد از زنان حداقل يك بار در طول عمر خود دچار ولوواژينيت كانديدايي مي​شوند(3 ، 4) و 5 درصد از زنان مبتلا به شكل مزمن يا عودكننده واژينيت مي​شوند. مشخص گرديده كه گونه​هاي غير آلبيکنس عامل واژينيت مزمن و عودكننده رو به افزايش است، كه علت آن را استفاده وسيع​الطيف و طولاني مدت داروهاي ضدقارچي و آزول​ها مي​دانند(5). عوامل بسيار متعددی نظير ميزان قارچ کشت داده شده(ميزان تلقيح)، نوع محيط کشت، درجه حرارت و مدت زمان انکوباسيون بر روی نتايج تست تعيين حساسيت دارويی موثر می​باشد لذا برای به​دست آوردن شرايط استاندارد و نتايج مناسب بايستی همه شرايط يکسان باشند(6). در اين تحقيق نيز سعي شد بيشتر از شرايطي كه توسط  NCCLS(كميته ملي استاندارد آزمايشگاههاي باليني) جهت انجام تست پيشنهاد شده استفاده شود.  

مواد و روش​ها
نمونه​گيری: در اين تحقيق از 31 بيمار مشکوک به واژينيت که 3 تا 4 بار در سال به خاطر اين بيماری مراجعه کرده بودند نمونه​برداری با سواپ استريل انجام شد که تعداد 10 بيمار پس از انجام بررسی مستقيم ميکروسکوپی وتهيه کشت تازه سابورودکستروزآگار و توليد لوله زايا در سرم اسب و ايجاد کلاميدوسپور در محيط کشت کورن​ميل آگار حاوی 5/0 درصد تويين 80 و جذب قندهای گلوکز، گالاکتوز، لاکتوز، مالتوز، رافينوز، ساکارز و سلوبيوز با کمک ديسک​​های قندی(روش اگزانوگرام)، بعنوان واژينيت کانديدايي با عامل کانديداآلبيکنس شناسايي شدند.

انجام تست حساسيت دارويي: برای انجام اين تست مراحل زير به دقت انجام شد:

الف) تهيه سوسپانسيون قارچی: سوسپانسيوني از هر يك از كشت​هاي تازه (48 ساعته) كانديداآلبيكنس توسط سرم فيزيولوژي استريل تهيه گرديد و مخمرها پس از خوب بهم زدن لوله ها با استفاده از لام نئوبار در زير ميكروسكوپ شمارش گرديد و غلظتي معادل cfu(ml 103(1 تنظيم گرديد (7) تا پس از اضافه کردن اين غلظت به هر چاهک و رقيق شدن آن، تعداد مخمر مورد نظر(500 مخمر در هر ميلي​ليتر برای هر چاهک) بدست آيد.
ب) تهيه محيط کشت  RPMI 1640: پودر محيط RPMI 1640  را در آب خوب حل کرده و مقدار 2 گرم بی​کربنات سديم را نيز به ازای هر ليتر محيط نيز به آن اضافه کرديم. سپس محيط کشت را نيز از فيلتر 2/0 ميکرون عبور داديم و محيط RPMI 1640 در لوله​های درپيچ​دار استريل داخل يخچال 4 درجه سانتيگراد نگهداری شد و در هنگام استفاده از اين محيط، يک ميلي​ليتر گلوتامين به ازای 100 ميلي​ليتر محيط  RPMI 1640 نيز به اين محيط اضافه شد.

ج) تهيه محلول دارويي: برای تهيه استوک دارويي(بر اساس ميزان حساسيت مخمرها به داروها)(8) 2048 ميکروگرم از پودر کتوکونازول و کلوتريمازول، 4096 ميکروگرم از پودر فلوكونازول هر​كدام بطور جداگانه در يک ميلي​ليتر حلال دی​متيل​سولفوکسايد(DMSO) تهيه و به​مدت 30 دقيقه در دمای آزمايشگاه نگهداری شد. قابل ذکر است برای حذف اثر کشندگی حلال دی​متيل​سولفوکسايد بر روی مخمرها اين حلال را تا 32(1 رقيق کرديم.

انجام مراحل آزمايش: در اين تحقيق از روش ميکرودايلوشن براث استفاده شد(8) که با استفاده از سرم​فيزيولوژی استريل رقت​های متوالی دو برابر از استوک داروهاي فوق در حجم يک ميلي​ليتر در يک سري 12 لوله​ای براي دو داروي کتوکونازول و کلوتريمازول (بالاترين غلظت دارو 1024 ميکروگرم در ميلي​ليتر و پايين​ترين غلظت 5/0 ميکروگرم در ميلي​ليتر) و 13 لوله​اي براي داروي فلوكونازول (بالاترين غلظت دارو 2048 ميکروگرم در ميلي​ليتر و پايين​ترين غلظت 5/0 ميکروگرم در ميلي​ليتر) تهيه گرديد. در اين روش از pH 2/7 برای محيط کشت  RPMI 1640 استفاده شد که از اين محيط​ مقدار 100 ميکروليتر به ميکروپليت​های 96 خانه​اي اضافه شد. از طرفی سوسپانسيون مخمری را با توجه به تعداد cfu(ml 103(1 (برای هر چاهک) در يک لوله تهيه و با محاسبه مقدار لازم برای هر چاهک، به همراه 100 ميکروليتر از رقت دارويي به ميکروپليت​ها اضافه کرديم. از بيشترين غلظت دی​متيل​سولفوکسايد بدون حضور دارو نيز بعنوان کنترل (شاهد) استفاده شد.

 ميکروپليت​ها را به مدت 48 ساعت بطور جداگانه در 35 درجه سانتيگراد در داخل شيکر انکوباتور با سرعت 150 دور در دقيقه نگهداری شدند. پس از انکوباسيون 48 ساعته، 10 ميکروليتر از هر يک از محتويات چاهک​ها به پليت​های حاوی محيط سابورودکستروزآگار حاوی کلرامفنيکل (SC) تلقيح و توسط لوپ پخش گرديد و پليت​ها به مدت 48 ساعت در دمای 35 درجه سانتيگراد نگهداری شدند. بر اساس شمارش تعداد کلنی​های رشد کرده از هر يک از رقت​​های دارويي نسبت به گروه کنترل، مقادير حداقل غلظت مهارکنندگی از رشد (MIC50 و MIC90 ) و حداقل غلظت کشندگی قارچ (MFC) داروهای کتوکونازول ، کلوتريمازول وفلوكونازول محاسبه گرديد.

نتايج 
در دمايoC35 و 2/7= pH نتايج حاصل از بررسی اثر غلظت​های مختلف داروی کتوکونازول در محدوده 25/0-512 ميکروگرم در ميلي​ليتر بر روی ايزوله​های کانديداآلبيکنس بدين قرار است:

50 MIC مقادير 25/0، 5/0 و 1 ميكروگرم در ميلي ليتر به تـــرتيب براي 5 ، 2 و 3 ايـــزوله بدست آمد. مقدار 90 MIC داراي مقادير 1، 2 و 4 ميكروگرم در ميلي ليتر براي 4، 3 و 3 ايزوله بدست آمد. مقدار MFC 64، 256، 512 و بيشتر از 512  ميكروگرم در ميلي ليتر براي 3، 1، 3 و 3 ايزوله تعيين گرديد(جدول شماره1). 
اثر غلظت​های مختلف داروی فلوکونازول در محدوده 5/0- 2048 ميکروگرم در ميلي​ليتر بر روی ايزوله​های کانديداآلبيکنس بدين قرار است:

50 MIC مقادير 25/0، 5/0 و 1 ميكروگرم در ميلي ليتر به ترتيب 3، 6 و 1 ايزوله بدست آمد. ميزان 90 MIC براي اين دارو 1، 2 و 4 ميكروگرم در ميلي ليتر براي 1، 7 و 2 ايزوله به ترتيب بدست آمد. ميزان MFC براي اين دارو 256، 512، 1024 و بيشتر از 1024 ميكروگرم در ميلي ليتر به ترتيب براي 1، 1، 7 و 1 ايزوله بدست آمد(جدول شماره2).
اثر غلظت​های مختلف داروی کلوتريمازول در محدوده 25/0-512 ميکروگرم در ميلي​ليتر بر روی ايزوله​های کانديداآلبيکنس بدين قرار است:

مقدار MIC 50 به ترتيب در غلظت​های کمتر از 25/0، 25/0، 5/0 و 1 ميكروگرم در ميلي ليتر براي 2،1، 6 و 1 ايزوله بدست آمد. مقدار 90 MIC در غلظت​های1، 2 و 4 ميكروگرم در ميلي ليتر براي 2، 6 و 2 ايزوله بدست آمد.مقدار MFC در غلظت​های 128، 256 و 512 ميكروگرم در ميلي ليتر برای 1، 8 و 1 ايزوله بدست آمد(جدول شماره3).

بحث
از دلايل مهم ايجاد بيماری واژينيت کانديدايي عودکننده، حذف ناقص کانديدا از واژن پس از درمان ضدقارچی است، هر چند ممکن است علايم بالينی والتهابات بيمار کم شود، اما ارگانيسم به تعداد کم در واژن مي​ماند و منجر به ناقل شدن بيمار می​گردد(9). هنگامی که شرايط هورموني و فيزيولوژيك نرمال ميزبان تغيير يابد، کلنيزاسيون ارگانيسم افزايش پيدا کرده و باعث بروز علايم بالينی جديد در فرد می​گردد(10).
Odds در سال 1993 ميلادي مشاهده كرد كه ايزوله هاي كانديداآلبيكنس در دماي 25 درجه نسبت به 37 درجه حساسيت كمتري را به داروي فلوسيتوزين نشان مي دهند (11).  Hacek و همكاران در سال 1995 ميلادی در بررسی دو دمای 30 و35 درجه بر روی حساسيت مخمرهای مختلف نسبت به کتوکونازول، فلوکونازول، فلوسيتوزين و آمفوتريسين B نشان دادند که در دمای 30 درجه مخمرها مقاومت بيشتری از خود نشان می​دهند(12). Cook و همكاران نيز در سال 1990 ميلادي پس از بررسي عوامل مختلف از جمله دماي انكوباسيون بر روي تستهاي ميكرو و ماكرودايلوشن انجام شده بر روي مخمرها مشاهده كردند كه دماي انكوباسيون 35 درجه نسبت به 37 درجه و 30 درجه بهتر است(13) که به همين جهت در اين تحقيق از دمای 35 درجه سانتيگراد (از بين دماهای بالاتر از دمای آزمايشگاه) استفاده شد که در اين دما نيز نسبت به دمای آزمايشگاه (27 درجه) نتايج مطلوب​تری به​دست مي​آيد.
رحيم زاده و رحيمي در سال 1384 در بررسي ميزان حساسيت دارويي مبتلايان به واژينيت كانديدايي مشاهده كردند كه پاسخ به كلوتريمازول موضعي 6/84 درصد، كتوكونازول خوراكي(200 ميلي​گرم دو بار در روز) 2/69 درصد و فلوكونازول تك دوز خوراكي(150 ميلي​گرم) 7/46 درصد بوده است (14).

Sobel و همكاران در سال 2003 ميلادي مشاهده كردند كه در زنان مبتلا به واژينيت كانديدايي پيچيده MIC داروي فلوكونازول به روش ميكرودايلوشن در 96 درصد موارد كمتر از µg/ml 8 و در 6/3 درصد موارد بيشتر از µg/ml 64 بوده است (15).

شهبازيان و همكاران در سال 1385 در دانشگاه علوم پزشكي اهواز با بررسي 192 بيمار مبتلا به ولوواژينيت كانديدايي و حساسيت آنها نسبت به درمان فلوكونازول خوراكي و كلوتريمازول واژينال، پاسخ 97 درصدي به كلوتريمازول و پاسخ 86 درصدي به فلوكونازول را پس از 1 تا 3 روز مشاهده كردند (16) و ملاحظه می​شود که اثر داروی كلوتريمازول واژينال بر روی ولوواژينيت كانديدايي همانند اين تحقيق بيشتر بوده است.

در بررسي MIC50 ، MIC90 و MFC ايزوله​هاي استفاده شده در اين تحقيق ملاحظه مي​شود كه نتايج بدست آمده با نتايج ساير محققين، بخصوص در ميزان دقيق حساسيت كانديداها به داروها نسبتاً ناهمخواني داشته، منتها در بين داروهاي استفاده شده کلوتريمازول همانند برخي ديگر از تحقيقات انجام شده اثر مطلوب​تري را داشته است. به نظر مي​رسد اختلافات موجود در نتايج بعضي محققين به واسطه محل ضايعه و مزمن بودن بيماري و درمانهاي مكرر قبلي، تفاوت در سيستم ايمني ميزبانهاي مختلف و روش انجام تست به روشهاي مختلف و شرايط انجام تست باشد. در مجموع، نتايج بدست آمده مؤيد اين نكته است كه در شرايط بکار رفته 2/7 =pH و دماي 35 درجه سانتيگراد بر ايزوله​های کانديداآلبيکنس جدا شده از واژينيت​های عودکننده همانند شرايط پيشنهاد شده توسط NCCLS و ديگر محققين برای ديگر ايزوله​های کانديداآلبيکنس دارای اثر بهتري می​باشد و داروی کلوتريمازول مي​تواند اثر بهتري نسبت به داروهاي کتوکونازول و فلوکونازول بر روی ايزوله​های ولوواژينيت كانديدايي داشته باشد.البته براي مشخص شدن ميزان تطابق آن با شرايط بدن بايستي بررسي​هاي بيشتري بر روي بيماران درمان شده با اين داروها انجام شود.
جدول1: اثر داروي کتوکونازول در 2/7pH  و دماي 35 درجه سانتيگراد بر حسب ميكروگرم بر ميلي​ليتر                                                
	MFC
	MIC90 
	
MIC50
	ايزوله​ها 

	512
	4
	1
	كانديداآلبيكنس بيمار شماره 1

	512<
	2
	5/0
	كانديداآلبيكنس بيمار شماره 2

	64
	2
	25/0
	كانديداآلبيكنس بيمار شماره 3

	512<
	4
	1
	كانديداآلبيكنس بيمار شماره 4

	512<
	4
	1
	كانديداآلبيكنس بيمار شماره 5

	512
	2
	5/0
	كانديداآلبيكنس  بيمار شماره 6

	512
	1
	25/0
	كانديداآلبيكنس بيمار شماره 7

	256
	1
	25/0 
	كانديداآلبيكنس بيمار شماره 8

	64
	1
	25/0
	كانديداآلبيكنس بيمار شماره 9

	64
	1
	25/0
	كانديداآلبيكنس بيمار شماره 10


جدول2 : اثر داروي فلوكونازول در 2/7 pH و دماي 35 درجه سانتيگراد بر حسب ميكروگرم بر ميلي ليتر
	MFC
	MIC90 
	
MIC50
	ايزوله​ها 

	1024
	2
	5/0
	كانديداآلبيكنس بيمار شماره 1

	1024
	2
	5/0
	كانديداآلبيكنس بيمار شماره 2

	1024
	4
	5/0
	كانديداآلبيكنس بيمار شماره 3

	1024
	2
	25/0 
	كانديداآلبيكنس بيمار شماره 4

	1024
	2
	5/0
	كانديداآلبيكنس بيمار شماره 5

	1024
	2
	5/0
	كانديداآلبيكنس  بيمار شماره 6

	512
	1
	25/0
	كانديداآلبيكنس بيمار شماره 7

	1024
	2
	25/0 
	كانديداآلبيكنس بيمار شماره 8

	1024<
	4
	1
	كانديداآلبيكنس بيمار شماره 9

	256
	2
	5/0
	كانديداآلبيكنس بيمار شماره 10


جدول3: اثر داروي کلوتريمازول در 2/7pH  و دماي 35 درجه سانتيگراد بر حسب ميكروگرم بر ميلي ليتر

	MFC
	MIC90 
	
MIC50
	ايزوله​ها 

	256
	2
	5/0
	كانديداآلبيكنس بيمار شماره 1

	256
	2
	5/0
	كانديداآلبيكنس بيمار شماره 2

	256
	2
	5/0
	كانديداآلبيكنس بيمار شماره 3

	256
	1
	25/0 >
	كانديداآلبيكنس بيمار شماره 4

	512
	2
	5/0
	كانديداآلبيكنس بيمار شماره 5

	256
	2
	5/0
	كانديداآلبيكنس  بيمار شماره 6

	256
	1
	25/0
	كانديداآلبيكنس بيمار شماره 7

	256
	2
	25/0 >
	كانديداآلبيكنس بيمار شماره 8

	128
	4
	5/0
	كانديداآلبيكنس بيمار شماره 9

	256
	4
	1
	كانديداآلبيكنس بيمار شماره 10
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Abstract

Introduction: Candidial Vulvovaginitis is an important disease in pregnant women ,diabetic patients and in antibiotics and contraceptives users. These patients usually develope resistance against drugs .
Objectives: The aim of the current study was to finding out the most effective medication among Clotrimazole, Ketoconazole and Fluconazole using antifungal sensitivity tests  on patients before exposing to relapsing candidiasis.
Material & methods: 31 patients suspected to Vulvovaginitis were selected. 10 out of  31 were found to be infected with candida albicans useing microdilution broth method with RPMI 1640 medium . MIC50, MIC90 and MFC were measured. at 37ºC and PH7.2.
Results: The results showed that MIC50, MIC90 and MFC for Ketoconazole were 0.25 -1, 1-4, 64 -≥512 µg/ml , for Fluconazole 0.25 -1, 1-4, 256-≥1024 µg/ml and for Clotrimazole 0.125, 1-8, 128-512 µg/ml respectively. 
Conclusion: It can be concluded that Clotrimazole has better effect in treatment of candida albicans when compared to two other drugs.
Key words: Candida albicans, Clotrimazole, Ketoconasole, Fluconazole, Vulvovaginitis

( Corresponding Author: Zarrinfar  H . Shahid Sadoughi University
چكيده:


مقدمه و هدف: ولوواژينيت كانديدايي به عنوان يك بيماري مهم در زنان باردار، مبتلايان به ديابت، استفاده�كنندگان از آنتي�بيوتيك�هاي وسيع�الطيف و داروهاي ضد�بارداري بروز می�کند و مقاومت نسبتاً بالايي به داروهاي رايج از خود نشان مي�دهد. از طرفی واژينيت هاي عود كننده در بسياري از بيماران پروسه درماني را با شكست مواجه مي�سازد. هدف اين مطالعه يافتن دارويي مناسب�تر از بين داروهاي كلوتريمازول، كتوكونازول و فلوكونازول با استفاده از تست تعيين حساسيت دارويي در شرايط آزمايشگاهي، قبل از درمان مجدد واژينيت هاي کانديدايي عودکننده بوده است.


مواد و روش ها : به اين منظور از 10 ايزوله كانديداآلبيكنس به دست آمده از 31 بيمار مشکوک به ولوواژينيت كانديدايي استفاده شد و با بکار بردن محيط RPMI 1640 و ميكروپليت�هاي 96   خانه�اي و انجام روش ميكرو دايلوش براث مقادير MIC50 ، MIC90 وMFC  اين داروها در دمای 35 درجه سانتيگراد و 2/7 = pH اندازه�گيری شد.


نتايج: در اين شرايط   MIC50، MIC90 وMFC داروي کتوکونازول به ترتيب    1- 25/0 ، 4- 1 و512 ≥- 64 ميكروگرم در ميلي�ليتر ، داروي فلوکونازول به ترتيب1- 25/0 و 4- 1و 1024≥- 256 ميكروگرم در ميلي�ليتر و داروي كلوتريمازول به ترتيب  1- 125/0 ، 8- 1 و     512 - 128 ميكروگرم در ميلي�ليتر بوده است.


بحث و نتيجه�گيري: با توجه به نتايج حاضر داروي كلوتريمازول نسبت به دو داروي ديگر اثر بهتري را بر روي كانديداآلبيكنس داشته است.
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