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ی اثرات ضد قارچی فلوکونازول و نانوفلوکونازول بر روی مقایسه

 جدا شده از انسان و حیوان یگراحیوان هایدرماتوفیت
 1، منصور بیات2*، سیدجمال هاشمی1بفروئیالسادات موسوینجم

 
 چکیده

د. باشمیهای قارچی در انسان و حیوانات درماتوفیتوزیس ترین عفونتیکی از شایع

های دارویی و درمانی در برابر داروهای رایج ر برخی موارد بیماری، مقاومتامروزه د

مشاهده شده است لذا طراحی و استفاده از داروهای ضد قارچی جدید جهت درمان 

این بیماری ضروری به نظر میرسد. در این مطالعه فرم نانوفلوکونازول دارو طراحی و 

از بیماران  رماتوفیتی انجام شد.د یهایدارویی برای گونه های حساسیتتست

های مشکوک به درماتوفیتوزیس آزمایش مستقیم و کشت به عمل آمد و درماتوفیت

تعیین هویت شدند.  ITS1-5.8S-ITS2ی ده توسط تعیین توالی ژنومی ناحیهجدا ش

-CLSI M38های درماتوفیتی  با پروتکل استاندارد تست حساسیت دارویی برای ایزوله

2A 50گردید و  انجامMIC  90وMIC  .مورد کلنی  47برای هر گونه محاسبه شد

مورد  12مورد ترایکوفایتون منتاگروفیتس،  23شناسایی شد که شامل درماتوفیت 

برای  50MICمورد میکروسپوروم کنیس بود. نتایج  12ترایکوفیتون وروکوزوم و 

پوروم کنیس به ترتیب ترایکوفایتون منتاگروفیتس، ترایکوفیتون وروکوزوم و میکروس

میکروگرم بر  4و  16، 8برای فلوکونازول و  لیترمیلیمیکروگرم بر  8و  32، 32برابر با 

و  64، 64برای این سه گونه به ترتیب  90MICلیتر برای نانوفلوکونازول و همچنین میلی

ر برای لیتمیکروگرم بر میلی 8و  32، 16لیتر برای فلوکونازول و میکروگرم بر میلی 16

فرم نانوفلوکونازول در مقایسه با فرم معمول  گیری:نتیجهنانوفلوکونازول بدست آمد. 

درماتوفیت  یگراحیوانی هاگونهپایین تری در برابر  MICفلوکونازول دارای مقادیر 

 ها شد.تری از دارو باعث مهار رشد درماتوفیتهای پایینباشد و در غلظتمی

 ول، نانوذره، درماتوفیت، تست حساسیت داروییفلوکونازکلیدی:  واژگان

 11/3/1398تاریخ پذیرش:     30/8/1397تاریخ دریافت: 
 

 مقدمه

ل ای هستند که به دلیهای رشتهها گروهی از قارچدرماتوفیت

های تهاجم به بافتتمایل به  بودن خاصیت کراتین دوست

و  درا دارنپوست، مو و ناخن  در انسان و حیوانات  کراتینی

 اوین درماتوفیتوزیس،های جلدی تحت عنطیفی از بیماری

 زیسدرماتوفیتو (.3)آورندرا بوجود می (Tinea) آکچلی یا تینه

 چلیکر، کچلی بدن، ـی سـی کچلـبالین رمـف 7دارای  در انسان

 یـی ران و کچلالهـا، کچلی دست، کچلی کشـی پـن، کچلـناخ
 

 ، ایرانتهران ،وتحقیقات علومآزاد اسلامی، واحد ، دانشگاهزشکیدانشکده دامپ ،شناسیگروه قارچ -1
ایــران  تهــران، بهداشــت، دانشــکده شناســی،قارچ گــروه تهــران، پزشــکی علــوم دانشــگاه اســتاد -2*
(sjhashemi@tums.ac.ir) 

یر ثیر غها بر اساس تکد. بطور کلی درماتوفیتباشمیریش 

 ورومجنسی به سه گروه ترایکوفیتون، اپیدرموفیتون و میکروسپ

و بر اساس تاکسونومی جدید به هفت گروه ترایکوفیتون، 

ا و ودرماپیدرموفیتون، نانیزیا، میکروسپوروم، لوفوفیتون، آرتر

و خاک  گرایوانهای حگونه (.2)ندشومیبندی پارافیتون تقسیم

لایم های انسانی عابق کمتر با میزباندرماتوفیتی به دلیل تط گرا

دهند و در صورت عدم درمان کلینیکی حادتری را بروز می

مناسب ممکن است باعث ایجاد اسکار دائمی و یا تاسی 

انواع مختلف درماتوفیتوزیس معمولا بصورت  (.18)شوند

سیستمیک یا موضعی توسط دو گروه از داروهای ضدقارچی 

 که اکثر ند. با وجودیشومیها درمان لها و آزوبنام آلیل آمین

بات نسبت به این ترکی In vitroهای درماتوفیتی در شرایط گونه

ی دارویی حساس هستند، اما بخاطر شکست درمان و عود بیمار

های کچلی با چالش روبرو همچنان درمان برخی فرم

از این رو استفاده از ترکیبات ضدقارچی  (.7و13و16)است

 لوژیرسد. امروزه استفاده از نانوتکنوه نظر میجدید ضروری ب

ای های دارورسانی اهمیت ویژهدر داروسازی به ویژه سیستم

ست زید پیدا کرده است. مزایای استفاده از نانوذرات شامل بهبو

ا بدرمان  (.15)دشومی، حلالیت و نفوذ دارو فراهمی دارو

خی از خصوص فلوکونازول در درمان بره ترکیبات ضدقارچی ب

ز ااما مواردی  موارد درماتوفیتوزیس در نظر گرفته شده است

 مقاومت دارویی و عوارض جانبی برای این دارو گزارش شده

 های جدید درمانیبنابراین استفاده از استراتژی (.6)است

ی حاضر اثرات ضد قارچی رسد. در مطالعهضروری به نظر می

های بر روی ایزولهازول دو داروی فلوکونازول و نانوفلوکون

 اند.با هم مقایسه شده بررسی و درماتوفیتیگرای حیوان
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 کارمواد و روش 

 ی درماتوفیتیهاایزوله 

 ترایکوفیتون یگراحیوانی هاایزولهدر این مطالعه از 

منتاگروفیتس، ترایکوفیتون وروکوزوم و میکروسپوروم کنیس 

به درماتوفیتوزیس ها از بیماران مبتلا استفاده شد. این ایزوله

ی بهداشت دانشگاه تهران و همچنین مراجعه کننده به دانشکده

های وفیتوزیس مراجعه کننده به کلینیکحیوانات مبتلا به درمات

های دامپزشکی شهر تهران جدا شدند. در ابتدا از بیماران نمونه

تقیم با هیدروکسید آوری و آزمایش مسپوست، مو و ناخن جمع

ورت گرفت و از نظر میکروسکوپی آزمایش ص %10پتاسیم 

ها در محیط سابورو دکستروز شدند. سپس مقداری از نمونه

آگار حاوی کلرامفنیکل و سیکلوهگزامید کشت داده شد و در 

های کلنی برای به مدت سه هفته نگهداری شدند. C030دمای 

با  PCR(Polymerase chain reaction) آزمایش جداشده

 ITS4(Internalو  ITS1ی یمرهای ناحیهاستفاده از پرا

Transcribed Spacer از محصولات  و( انجامPCR جهت 

 ITS1-5.8S-ITS2 ناحیه ژنی (Sequencingتعیین توالی )

 .های مسبب بیماری شناسایی شدنداستفاده شد و گونه

 وهای فلوکونازول و نانوفلوکونازولرتهیه دا 

-Sigmaی )پودر دارویی فلوکونازول بصورت تجار

Germany .فرمولاسیون لیپوزومی فلوکونازول به (خریداری شد

سیون لایه نازک تهیه گردید. جهت تهیه لایه یا تاروش هیدرا

از پودر فلوکونازول را وزن  گرممیلی 12/5فیلم نازک، ابتدا مقدار

لیتر آب مقطر استریل و دی متیل و به ترتیب در یک میلی

حلال آلی  لیترمیلی 6س در سولفوکساید حل نموده و سپ

 گرممیلی 50( حل و سپس 1:1کلروفرم متانول )به نسبت 

کلسترول )جهت تهیه فرمولاسیون لیپیدی  گرممیلی 5لسیتین،

فلوکونازول( را وزن و به محلول حاوی حلال آلی فوق که دارو 

و با استفاده از همزن  گردیدرا در آن حل شده بود، اضافه 

کنواخت و همگنی به دست آمد. در مرحلۀ مغناطیسی محلول ی

بعد به وسیله دستگاه تبخیر روتاری لایه نازکی بر اثر تبخیر 

حلال آلی تحت شرایط خلاء و چرخیدن بالن داخل حمام آبی 

گراد( تشکیل سانتی درجه 50تا  45دستگاه در دمای گذار لیپید )

یون شد. در نهایت برای تهیه فرمولاسیون نهایی مرحله هیدراس

هیدراتاسیون انجام شد. در  %9وز رسوک لیترمیلی 10به وسیلۀ 

لیتر رسانده شد تا با غلظت میلی 40ادامه حجم فرمولاسیون به 

لیتر برای فرمولاسیون فلوکونازول آماده میکروگرم بر میلی 128

با میکروسکوپ  . در آخر سایز و مورفولوژی(15)گردد

جهت اطمینان از  با زتامتر و پتانسیل زتای نانوذره الکترونی

 نانوداروی سنتز شده بررسی شد.

 تست حساسیت دارویی 

تست حساسیت دارویی برای داروهای فلوکونازول و 

انجام  CLSI M38-A2نانوفلوکونازول طبق پروتکل استاندارد 

فلوکونازول و نانوفلوکونازول در محیط استاندارد  (.9)شد

RPMI-1640 قد بیکربنات و مورفولین گلوتامین فاـ  حاوی ال

 96های سازی شد و درون چاهکپروپان سولفونیک اسید رقیق

لیتر و با میکروگرم بر میلی 128تا  25/0های خانه با غلظت

میکرولیتر اضافه شد و تا زمان انجام تست  100حجم 

نگهداری شدند. در  C070حساسیت دارویی در دمای منهای 

 Potatoتوفیتی بر روی محیط های درمای بعد ایزولهمرحله

dextrose agar (PDA, Difco)  کشت داده شد و جهت

نگهداری  C030اسپورولاسیون بهتر به مدت دو هفته در دمای 

های رشد کرده مقداری سرم فیزیولوژی شدند. سپس روی کلنی

استریل ریخته و مایع در لوله استریل جمع آوری شد. برای 

آوردن سوسپانسیون خالص  حذف قطعات میسلیومی و بدست

 8/0( با قطر برزیل - 40واتمن حاوی اسپور از کاغذ صافی )

میکرو متر استفاده شد. پس از تعیین غلظت سوسپانسیون در 

درصد،  65-70 نور عبورینانومتر و  530جذب نوری 

 50به  1با نسبت  RPMIسوسپانسیون حاصله توسط محیط 

ر محلول اصلی برابر با رقیق و در این حالت غلظت اسپورها د
میکرولیتر از  100لیتر شد. در نهایت اسپور در میلی 1-3×310

سوسپانسیون سلولی به چاهک های حاوی دارو اضافه گردید و 
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وبه شدند. آخرین انک C035ساعت در دمای  96ها به مدت پلیت

ممانعت از رشد را در مقایسه با چاهک کنترل  %80چاهکی که 

 MICیا از رشد  کنندهت عقل غلظت ممانداشت بعنوان حدا

(Minimal Inhibitory Concentration ) د. تمامی گردمیتلقی

احل رها بصورت دوتایی انجام و جهت کنترل کیفی متست

 .Tهای استاندارد درماتوفیتی شامل انجام آزمایش از سویه

mentagrophytes (ATCC4439)  وT. rubrum (ATCC 

 استفاده شد. (4438
 

 آماری تجزیه و تحلیل
 SPSS versionافزار اطلاعات دارویی بدست آمده توسط نرم 

برای داروهای فلوکونازول  MICآنالیز گردید. توضیع مقادیر  18

های درماتوفیتی مختلف با استفاده از و نانوفلوکونازول در گونه

 0/0 5کمتر مساوی  P valueمقایسه شد و مقادیر  t-testآزمون 

 ر تلقی گردید.دامعنی

 

 نتایج
از بیماران و  گرای درماتوفیتی حیوانایزوله 47در مجموع تعداد 

های دامپزشکی جدا شد که نیز حیوانات آورده شده به کلینیک

تعیین هویت  5.8S-ITS2-1ی ژنی توسط تعیین توالی ناحیه

آورده شده  1 نگارهدر  PCRی نتایج اولیه .(1جدول) ندشد

جدا شده، ترایکوفیتون  یگراحیوانرماتوفیت بیشترین د است.

مورد و پس از آن  23با تعداد  )آرترودرما بنهامی(منتاگروفیتس 

ی ترایکوفیتون وروکوزوم و میکوسپوروم کنیس از هر دو گونه

ایزوله جداسازی و شناسایی گردید. نتایج تعیین  12یک 

ه آورد 2ها در جدول حساسیت دارویی مربوط به این ایزوله

 MICدهد مقادیر شده است. همان گونه که نتایج نشان می

تری را در در برابر نانوفلوکونازول مقادیر پایین هاایزولهتمامی 

دهد و بیشترین میمقایسه با فرم معمول فلوکونازول نشان 

50MIC ی ترایکوفیتون وروکوزوم و کمترین مربوط به گونه

 50MICد. نتایج باشمیمقادیر مربوط به میکروسپوروم کنیس 

برای ترایکوفیتون منتاگروفیتس، ترایکوفیتون وروکوزوم و 

میکروگرم بر  8و  32، 32میکروسپوروم کنیس به ترتیب برابر با 

 لیترمیلیمیکروگرم بر  4و  16، 8برای فلوکونازول و  لیترمیلی

برای این سه گونه به  90MICبرای نانوفلوکونازول بود. همچنین 

برای فلوکونازول و  لیترمیلیمیکروگرم بر  16و  64، 64ترتیب 

برای نانوفلوکونازول بود.   لیترمیلیمیکروگرم بر  8و  32، 16

سایز نانوذرات، میزان انکپسولاسیون دارو و پتانسیل زتا 

نمایش  3فرمولاسیون لیپوزومی حاوی فلوکونازول در جدول 

شان داد که داده شده است. مطالعات میکروسکوپ الکترونی ن

 9/88±14/12نانوذرات کروی بود و سایز مولکولی برابر با 

 20 منفی میزان پتانسیل زتا نیز برابر با  (.2 نگاره)نانومتر داشتند

 (.3 نگارهمیلی ولت شد)
 

  

 ی درماتوفیتیهاایزولهمربوط به  PCRنتایج الکتروفورز محصولات  -1 نگاره
 

  
 ترونی نانوداروی فلوکونازولتصویر میکروسکوپ الک -2 نگاره
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 ا داروی نانوفلوکونازولنمودار پتانسیل زت -3نگاره 

 

 های درماتوفیتی جدا شده از انسان و حیوانفروانی گونه -1جدول 
 

 منبع جدا شده ی درماتوفیتگونه

 ی هندیخوکچه گربه سگ انسان 

 2 0 0 21 (23) ترایکوفیتون منتاگروفیتس)آرترودرما بنهامی(

 0 1 1 10 (12ترایکوفیتون وروکوزوم )

(12میکروسپوروم کنیس )  5 2 5 0 

 2 6 4 35 (47مجموع )
 
 

 نازولدر برابر فلوکونازول و نانوفلوکو گراحیوان ی بالینی درماتوفیتیایزوله 47ایج تست حساسیت دارویی نت -2جدول 
 

 ترکیب ضدقارچی ی درماتوفیت )تعداد(گونه
 MICیامنهد

( لیترمیکروگرم/میلی ) 50MIC 90MIC P-value 

 (23ترایکوفیتون منتاگروفیتس )
 فلوکونازول

 نانوفلوکونازول

64-4 

32-1 

32 

8 

64 

16 
>01/0 

 (12ترایکوفیتون وروکوزوم )
 فلوکونازول

 نانوفلوکونازول

64-32 

32-8 

32 

16 

64 

32 
>01/0 

(12میکروسپوروم کنیس )  
 فلوکونازول

 وکونازولنانوفل

16-4 

8-1 

8 

4 

16 

8 
>01/0 

 (47مجموع )
 فلوکونازول

 نانوفلوکونازول

64-4 

32-1 

32 

8 

64 

16 
>01/0 

 
 وشیمیایی نانوفلوکونازولخصوصیات فیزیک -3جدول 

 

 سایز نانوذرات

 )نانومتر(

 پتانسیل زتا

ولت()میلی  

 میزان انکپسولاسیون

 )درصد(

14/12±9/88 8/3±12/20 2/1±4/75 

 

بـه  ز نانوذرات، پتانسیل زتا و میزان انکپسولاسـیون داروسای

ترتیب توسط میکروسکوپ الکترونی، دستگاه زتامتر و رسـم 

 منحنی کالیبراسیون بدست آمده است.
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 بحث
در این مطالعه فعالیت ضدقارچی نانوفلوکونازول علیه 

 جدا شده از انسان و حیوان یگراحیوانی درماتوفیتی هاایزوله

نشان داده شده است  1د. همانگونه که در جدول بررسی ش

 ترین ایزوله درماتوفیتترایکوفیتون منتاگروفیتس بیش

پس  هاایزولهجدا شده از بیماران بوده است. تمام  یگراحیوان

و تعیین توالی محصول  PCRاز کشت توسط آزمایش مولکولی 

PCR  تعیین هویت شدند که این امر در مطالعات اپیدمیولوژیک

با  (.3)ای برخودار استو نیز درمان موثرتر از اهمیت ویژه

های دارویی نیاز به ترکیبات ضدقارچی جدید ظهور مقاومت

ها رسد. آزولمیی مقاوم ضروری به نظر هاگونهجهت غلبه بر 

محلولیت پایینی در آب دارند و بنابراین فراهمی زیستی پائینی 

د و شومیدر بدن توزیع دارند. بطور معمول دارو بطور راندوم 

گیرند، در نتیجه میها بخشی از دارو را از جریان خون سلول

از مهمترین د. گردمیقسمتی از دارو بدون استفاده از بدن دفع 

ی قدیم، به هدر رفتن دارو، بروز عوارض هاروشمعایب 

های بالای مواد اولیه، ناخواسته مرتبط با دوز، هزینه

شیمیایی و همچنین تداخلات بالینی های فیزیکوناسازگاری

داروها هستند. به منظور جلوگیری و کاهش این معایب، صنعت 

های نوین داروسازی نوین قدم در تولید و استفاده از سیست

ها که امروزه تحقیقات دارو رسانی نمود. از مهمترین این سیستم

ها، توان به هیدروژلشود میای روی آنها انجام میگسترده

ها، نانودرخت سانو غیره اشاره وزومنیها، نوفیبرها، نانولیپوزومنا

های پوشش داده شده با پلی ها و نانولیپوزوملیپوزوم (.11) کرد

 مرها، دارای خواص مناسبی از جمله چسبندگی بهتر به

های مخاطی و نفوذپذیری بهتر از دیواره دستگاه گوارش سلول

گواه  اروی کلسی تونینتحقیقات صورت گرفته روی د .هستند

های قارچی به منظور درمان عفونت (.17)بر این ادعا بوده است

تر پوست های عمیقپوست نفوذپذیری داروی انتخابی به لایه

ی حاضر فرمولاسیون لیپیدی در مطالعه (.14)ضروری است

فلوکونازول به منظور بارگذاری و اثرگذاری بیشتر دارو علیه 

در مقایسه با فرم رایج فلوکونازول طراحی  ی درماتوفیتهاگونه

شد. سایز نانوذرات، پتانسیل زتا و میزان داروی بارگذاری شده 

ولت و میلی 12/20±8/3نانومتر،  9/88±14/12 به ترتیب

ی توزیع آنها اغلب درصد بود. سایز ذرات و دامنه 2/1±4/75

سنتز بعنوان مهمترین پارامتر از لحاظ کنترل کیفیت نانوداروی 

شده محسوب شده و دیگر خصوصیات ماکروسکوپی نانوذره 

میکرومتر  1دهد. نانوذرات با قطر بیش از را تحت تاثیر قرار می

پتانسیل زتا بعنوان  (.12)ند از نظر فیزیکی ناپایدار باشندتوانمی

یکی از پارامترهای مهم در تعیین پایداری سیستم کلوئیدال بوده 

ای وضعیت پراکندگی بار الکتریکی و بهترین اندیکاتور بر

ولت مطلوب میلی 20و مقادیر بالای  دباشمیسطحی 

. در این مطالعه پتانسیل زتا برای نانوفلوکونازول (15د)باشمی

ولت بود که پایداری دارو را اثبات میلی 12/20±8/3برابر با 

 . کندمی

به منظور ارزیابی اثرات ضدقارچی ترکیبات ضد قارچی جدید، 

های حساسیت دارویی در شرایط آزمایشگاهی و همچنین تست

های حیوانی نیاز است. در این مطالعه تست کار روی مدل

درماتوفیتی  یگراحیوانهای ویی بر روی ایزولهحساسیت دار

که از انسان و حیوانات جدا شدند طبق پروتکل استاندارد 

CLSI M38-A2 ام شد. برای فلوکونازول و نانوفلوکونازول انج

ی هاایزولهبدست آمده برای فرم نانو دارو در تمام  MICمقادیر 

ها و همکاران نیز تر از فلوکونازول بود. صرافدرماتوفیتی پایین

ی هاگونهتری را برای نانوفلوکونازول بر علیه پایین MICمقادیر 

گوپتا و همکاران نشان دادند  (.15)آسپرژیلوس گزارش کردند

 (.8)شودث نفوذ بهتر فلوکونازول در پوست میکه لیپیدها باع

ی کاندیدای هاگونههمچنین استفاده از فرم نانوفوکونازول در 

حساس و مقاوم به فلوکونازول اثرات بهتری را در مقایسه با 

مطالعات زیادی اثرات  (.10)فرم معمول دارو نشان داده است

 ها گزارشضد قارچی فلوکونازول را بر روی درماتوفیت

 اما اثرات نانوفلوکونازول بر روی (.1و4و5) اندکرده

ی قابل ملاحظه در این ها ناشناخته است. نکتهدرماتوفیت
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مطالعه این بود که نانوفلوکونازول در مقایسه با فلوکونازول 

ها داشت. قدرت ممانعت از رشد بیشتری بر روی درماتوفیت

است که فرم  ی این نکتهدر نتیجه نتایج مطالعه نشان دهنده

نانوفلوکونازول باعث بهبود اثرات ضدقارچی دارو در مقایسه با 

 شود.های درماتوفیتی میفرم معمول دارو بر روی ایزوله
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