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Abstract: 
 
Background: Non-tuberculous mycobacteria (NTM) are defined as mycobacteria other 
than Mycobacterium tuberculosis (MTB), which do not cause tuberculosis or leprosy. Early 
and precise diagnosis of NTM is particularly important for the correct epidemiological 
control and specific treatments. The aim of this study was to identify the mycobacterium 
species isolated from patients referred to hospitals in Tehran using the high-performance 
liquid chromatography (HPLC) method. 
Materials and Methods: In this cross-sectional descriptive study, a collection of isolates 
(n=20) was obtained from clinical specimens submitted to the Masoud Laboratory in Tehran, 
Iran, during 2014-2015. The strains were isolated from sputum, urine, blood, and various 
sterile body fluid specimens. Chromatography was conducted at a flow rate with a 
curvilinear gradient of methanol and methylene chloride, beginning at 98% methanol 
containing 2% methylene chloride and ending at 35% methanol contained in 65% methylene 
chloride. 
Results: From a total of 20 clinical isolates, 8 isolates (40%) were identified as 
Mycobacterium abscessus, 6 isolates (30%) M. tuberculosis, 3 isolates (15%) M. 
intracellulare and 3 isolates (15%) M. fortuitum. 
Conclusion: For the proper treatment, rapid differentiation between MTB and NTM should 
be performed in persons who are diagnosed with or are suspected of having infectious TB 
disease. So, the HPLC method can be suggested as a cost-effective, specific and reliable 
method for rapid identification of MTB and differentiation of NTM strain from positive 
cultures isolated from clinical specimens.  
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تا  1393هاي طي سال جدا شده از بيماران شهر تهران يومباكتر يكوما هايگونهشناسايي 
  HPLC روش از استفاده با 1394
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  مقدمه
-مي سل بيماري انسان، در هابيماري نتريقديمي از يكي

- ومرگ عمده عوامل جزء هنوز بشري جوامع در بيماري اين. باشد
 توبركلوزيس مايكوباكتريوم ترين عامل آنمهمشده و  محسوب مير
 Non Tuberculosis(هاي غير سلي مايكوباكتريوم. ]1[باشد مي

Mycobacterium; NTM (فست  هاي اسيدجزء باكتري)AFB (  

  
 پزشكي، دانشكده شناسي، انگل گروه شناسي، انگل تخصصي دكتراي دانشجوي 1

  ايران تهران، بهشتي، شهيد پزشكي علوم دانشگاه
 بيرجند، پزشكي علوم دانشگاه ،عفوني هايبيماري تحقيقات مركز استاديار، 2

  ايران بيرجند،
   ايران تهران، ،سلاميا آزاد دانشگاه پرند، واحد شناسي، ميكروب گروه استاديار، 3
  ايران تهران، پاستور، انستيتو اپيدميولوژي، گروه استاديار، 4
 پزشكي علوم دانشگاه پزشكي، دانشكده شناسي، ميكروب گروه استاديار، 5

    ايران كاشان، كاشان،
 تهران، پزشكي علوم دانشگاه پزشكي، دانشكده فارماكولوژي، گروه دانشيار، 6

  ايران تهران،
  :ي نويسنده مسئولنشان *

 ميكروب گروه پزشكي، دانشكده پزشك، خيابان راوندي، قطب بلوار كاشان،
  شناسي

  031 55541112:دورنويس                                      03155540021 :تلفن
   nazarialam.ali@gmail.com: پست الكترونيك

  22/9/96 :تاريخ پذيرش نهايي                                                   4/3/96 :تاريخ دريافت
 

- شدهعنوان شناخته، بهمايكوباكتريوم توبركلوزيسبعد از  كهبوده 

هاي ناشي از عفونت. ]2[د گردنها محسوب ميترين مايكوباكتريوم
حال افزايش هاي غير سلي در اكثر كشورهاي دنيا درمايكوباكتريوم

هاي موجود در ها جزء ارگانيسمريوماين مايكوباكت .]3[باشد مي
در بدن طور معمول در آب، غذا، خاك، و و به هستندطبيعت 

-هاي فرصتها جزء پاتوژناين ارگانيسم .حيوانات حضور دارند

از راه و  از طريق منابع آلوده محيطيباكتري  .شندباطلب مي
 برخي گزارشات وجود .دگردانسان مي ه شدنگوارشي منجر به آلود

هاي از حيوانات خانگي و اهلي و حتي از جايگاه NTM دارد كه
 ].4[ توانند به انسان انتقال پيدا كنندداري اين حيوانات مينگه

NTM هاي بيماري: ها مانندطيف وسيعي از بيماري ايجاد باعث
هاي نرم در بيماران با نقص سيستم عفونت بافتو ريوي، پوستي، 

مختلف ميزان شيوع اين  مطالعاتاساس بر .]5،6[شوند ميايمني 
 باشددر حال افزايش مي ايمني سيستم نقص باباكتري در بيماران 

 2006 تا 2002 هايسال بين ايران دركه  ايمطالعه يك در .]7،8[
شد  گزارش درصد 12 حدود NTM شيوع ميزان صورت گرفت

، هانجام شد 2011اي ديگر كه در اصفهان در سال در مطالعه .]9[
 بررسي يك و نيز طي ]10[ گزارش شده استدرصد  62 شيوع آن
 اين ميزان شيوع انجام شد، 2016 سال در خوزستان استان كه در
بيماراني كه در تمام . ]11[گرديد  گزارش درصد 30 حدود باكتري

  :خلاصه
ان مايكوباكتريوم غير عنوو عامل بيماري جذام، به هاي توبركلوزيسمايكوباكتريومغير از كمپلكس ها بهمايكوباكتريوم :سابقه و هدف

- هاي ناشي از اين ميكروارگانيسمبراي درمان و كنترل بيماريNTM تشخيص سريع و درست . گردندمحسوب مي (NTM)توبركلوزيس 

 وشبا استفاده از ر تهران شهر بيماران از شده جدا مايكوباكتريوم هاي گونه هدف از اين مطالعه شناسايي. باشدها داراي اهميت ويژه مي
  .باشدمي) HPLC( كروماتوگرفي مايع با عملكرد بالا

 1393- 1394 هايسالطيمايكوباكتريوم ارجاع شده به آزمايشگاه مسعود تهران  باليني ايزوله 20مقطعي اين بررسي در  :هامواد و روش
كروماتوگرافي با . آوري شدتريل بدن جمعخلط، ادرار، خون و مايعات اس: هاي مختلف شاملها از نمونهايزوله. مورد بررسي قرار گرفت

  . درصد به انجام رسيد 65درصد و كلريد متيلن  35درصد شروع شد و با متانول  2درصد و كلريد متيلن  98شيب گراديانت از متانول 
- كلومايكوباكتريوم توبر )درصد 30(ايزوله  6، سوسمايكوباكتريوم آبسه) درصد 40( ايزوله 8جداشده،  باليني هايايزوله 20 از :نتايج

  .بودند مايكوباكتريوم فورتئيتوم) درصد 15(ايزوله  3و  مايكوباكتريوم اينتراسلولار) درصد 15(ايزوله   3، زيس
 با بايد NTM از توبركلوزيس مايكوباكتريوم تشخيص هستند، سلي عفونت به مشكوك كه افرادي در مناسب درمان جهت :گيرينتيجه
 سريع، روشي عنوانبه باليني هاينمونه از شده جدا مثبت هايكشت در HPLC روش از استفاده خصوص اين در. گيرد انجام سرعت
  .باشدمي مطرح اعتماد قابل و اختصاصي صرفه،بهمقرون

  ، بيماري سل، خلط، شناساييكروماتوگرفي مايع با عملكرد بالا، توبركلوزيس مايكوباكتريوم :كليديواژگان
 577-583 ، صفحات1396، بهمن و اسفند 6پژوهشي فيض، دوره بيست و يكم، شماره –نامه علميدو ماه                                                       
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طور كلي تنفسي، بهبيماران ويژه در دارند، به AFBهاي مثبت نمونه
-سايي شده و اقداماتي نظير تجويز آنتيشنا سلعنوان عفونت به

جداسازي . گيردبيماران صورت ميكردن بيوتيك و همچنين ايزوله 
گونه بيماران باعث در اين NTM درست و سريعو تشخيص 

-كه در نهايت ميهاي غيرضروري شده جلوگيري از انجام درمان

 .]12،13[ هاي مناسب گرددبيوتيكمنجر به تجويز آنتي تواند
 اهميت داراي در حد گونه مايكوباكتريوم باليني هايايزوله اساييشن
 هايبيماري از وسيعي طيف NTM هايگونه چراكه باشد؛مي

 به نسبت حساسيتايجاد  در همچنين و كنندمي ايجاد مختلف
 هستند اساسي و عمده هايتفاوت داراي ضدميكروبي داروهاي

در ) HPLC( رد بالااز روش كروماتوگرفي مايع با عملك. ]14[
اين يك  ؛شودهاي مايكوباكتريومي استفاده ميتشخيص عفونت

 شناسايي .]15[باشد ميNTM  روش سريع و ارزان جهت تشخيص
 در HPLC روش از استفاده با باليني هاينمونه در مايكوباكتريوم

  انگشت اثر الگوهاي مثل ديگر هايروش با مقايسه
)fingerprinting (در اين . شود تلقي مرجع عنوانبه تواندمي

هاي چرب مربوط به اسيد ميكوليك ديواره سلولي روش آناليز اسيد
 اين .]16،17[ گيرداختصاصي گروه و گونه مورد ارزيابي قرار مي

 هايآزمايشگاه اكثر در كه بوده راحت و آسان روشي تكنيك
 ،شده ذكر مزاياي به باتوجه. انجام دارد قابليت ميكروبي تشخيص

 و جنس شناسايي جهت هاروش ترينمناسب از يكي روش اين
 مطالعه اين از هدف .]16،18[باشد مي يومباكترمايكو هايگونه

 تهران شهر بيماران از شده جدا باكتريوممايكوهاي گونه شناسايي
  .باشدمي HPLC روش از استفاده با
  

  هامواد و روش
- توبركلويوم مايكوباكترو  NTM وجود جهت بررسي

 سلگيري از افراد مشكوك به ، نمونهدر اين مطالعه مقطعي زيس
هاي ديگر به آزمايشگاه مسعود و برخي آزمايشگاه كنندهمراجعه

 .انجام گرديد 1394تا  1393هاي طي سال تهران در سطح شهر
 AFBاز افراد با مايكوباكتريوم  ايزوله 20ماه،  6زمان طي مدت 

بيماران مشكوك به عفونت سل از  كليه .ديدآوري گرجمع مثبت
 ،منفي داشتند AFBده و بيماراني كه وارد مطالعه ش لحاظ باليني

از  هاي مختلفي نمونهها از اين باكتري .از مطالعه خارج شدند
هاي استريل بدن ههاي پوستي و نمونخلط، ادرار، زخم :جمله

هاي سازي نمونهآماده نمونه آوريو جمع گرفتن از پس .گرفته شد
 كردن نمونهمايع بتداا :شرح زير انجام گرديدغيراستريل به

)Liquefaction( سيستيئن و سپس استيل البا استفاده از ان

سازي با بافر سديم و در ادامه خنثي زدايي با هيدروكسيدآلودگي
K2PO4 20مدت به 3000ها در دور نمونه ،سپس. صورت گرفت 

كه از مناطق استريل بدن  يهايدر نمونه. گرديدند دقيقه سانتريفوژ
سازي بعد از آماده. فقط سانتريفوژ صورت گرفت ،گرفته شد

- يك گسترش تهيه گرديد و به به دست آمده ها، از رسوبنمونه

در محيط  هانمونه ،سپس. آميزي صورت گرفتروش نيلسون رنگ
 HPLCماانج جهت  .]19[ ندكشت داده شد لوين اشتاين جانسون

 (Knauer, Germany) 1: مراحل بدين شرح انجام گرديد - 
 اضافه لوله يك به سازيصابون معرف ليترميلي دو :آوريجمع
 لوين محيط روي از باكتري نيوكل لوپ دو تا يك ،سپس. شد

 اضافه سازيصابون معرف به نيوكل. برداشته شد جانسون اشتاين
 ثانيه 20 مدتبه و دهش تقلمن دارپيچدرب لوله يك بهه و گرديد

كلروفرم،  سازي بامراحل صابون ،سپس. گرديد مخلوط شدتبه
ترتيب به سازي شفافاستر و  آسيل لوبروموفنپي با سازيمشتق

 با كلروفرم حاوي هاينمونه: سازيذخيره و تكميل - 2؛ انجام شد
 هاينمونه .شدند خشك تاشد  داده تبخير ازت گاز از استفاده
 گرادسانتي درجه 6 تا 4 دماي در ،آناليز جهت آماده ،شده خشك
) هامحلول( هاموبايل: HPLC دستگاه با كار - 3؛ گرديد ذخيره
 زير موارد شامل هاموبايل. شدند سونيكيت كار شروع از قبل

 مساوي؛ نسبت متانول به و كلرومتاندي :يك شماره مخزن :بودند
و  آب درصد 10 :هس شماره مخزن ؛كلرومتاندي :دو شماره مخزن

تقطير  دوبار مقطر آب :چهار شماره مخزن؛ و متانول درصد 90
 و كرده روشن را) ريكاردر( كنندهثبت و دتكتور، پمپ بتداا. شده

 به ،مشخصات كردن وارد از بعد. شد هواگيري پمپ در ادامه
. شد اضافه يك شماره موبايل از ليترميكرو 50 شده خشك نمونه
 هاپيك ساعتيك از پس ده وش انجام تزريق سرنگ سطتو ،سپس
 روش اسيد مايكوليك آناليز براي .گرديد رسم ريكاردر توسط

 آكتا شده استفاده ستون نوع و گرفت قرار استفاده مورد گراديانت
سويه  14از  در اين مطالعه. ]20،21[بود  سيلان دسيل

 HPLC روش در .عنوان كنترل مثبت استفاده شدمايكوباكتريوم به
 اسيدهاي كلي انطباق مايكوباكتريوم هايگونه شناسايي معيار

اين . ديگردرويت مي) Peak(صورت قله به كهبود مايكوليك 
هايي تكي، دوتايي، صورت دستهها بر اساس وزن مولكولي بهقله
ها براساس تعداد ند؛ اين دستهدشتايي و چهارتايي ظاهر ميسه
و اوج ارتفاع نسبي ) Retention times(ري ها، زمان بازداقله

)Relative peak heights (جهت تجزيه  .]21[آيند دست ميبه
 هايآزمون و 18 ويرايش SPSS افزارنرم ها ازو تحليل داده
  .استفاده شد كايمجذور  ويلكاكسون و
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 ميرزاپور و همكاران
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  نتايج
 جدول در آنها جنسيت و هانمونه نوع فراواني توزيع

 تا 45 بين مطالعه مورد بيماران سن متوسط. ستا شده ذكر 1 شماره
- مايكو هايگونه شناسايي معيارHPLC  روش رد .بود سال 65

 با نمودارهاي صورتبه مايكوليك اسيدهاي كلي انطباق باكتريوم
 هاقله اين بين زمان همچنين و تاييسه و دوتايي تك، تيز نوك قله
بر اساس . است شده هداد نشان 4تا  1شماره  هايشكل در كه بوده

بيشترين فراوني مربوط به  نمونه، 20از  HPLCروش تشخيصي 
- درصد ايزوله ها را شامل مي 40بود كه  سوسآبسه مايكوباكتريوم

ي با نوع گونه بين سن بيماران و همچنين نوع نمونه بالين .شد
توزيع فراواني  .داري مشاهده نشداختلاف معني باكتريايي جدا شده

ه آورد 2 شماره در جدول و تعداد آنها مايكوباكتريوم هايهنوع گون
  .شده است

  
  ها و جنسيت بيماران مورد مطالعهتوزيع فراواني نوع نمونه - 1شماره جدول 

  نوع نمونه  جنسيت
  زن

  )درصد( تعداد
  مرد

  )درصد( تعداد
  خلط

  )درصد( )هاتعداد ايزوله(
  زخم هاي پوستي

  )درصد( )هاايزوله تعداد(
  حي استريل بدننوا

  )درصد( )هاايزوله تعداد(
  ادرار

  )درصد( )هاايزوله تعداد(
11 )55(  9)45(  14)70(  3)15(  2)10(  1)5(  

  

  
در ديواره  اسيد مايكوليك موجود كروماتوگرافي -1 شماره شكل

  سوسآبسه مايكوباكتريوم
  

  
 ديواره در موجود مايكوليك اسيد كروماتوگرافي -2 شماره شكل

  وباكتريوم توبركلوزيسمايك

  
 ديواره در موجود مايكوليك اسيد كروماتوگرافي -3شماره شكل 

  مايكوباكتريوم اينتراسلولار

  
 ديواره در موجود مايكوليك اسيد كروماتوگرافي -4شماره شكل 

 مايكوباكتريوم فورتئيتوم

  
  شده در اين مطالعه هاي مايكوباكتريوم جداتعداد گونه و توزيع فراوني نوع - 2جدول شماره 

  هاي بالينينوع ايزوله
  سوسآبسه مايكوباكتريوم
  )درصد( هاتعداد ايزوله

  توبركلوزيس مايكوباكتريوم
  )درصد( هاايزوله تعداد

  اينتراسلولار مايكوباكتريوم
  )درصد( هاايزوله تعداد

  فورتئيتوم مايكوباكتريوم
  )درصد( هاايزوله تعداد

8)40(  6)30(  3)15(  3)15(  

  
  بحث 

 مايكوباكتريوم هايدر اين مطالعه ميزان فراواني ايزوله
طي ساليان گذشته با پيشرفت علم . درصد بود 40 سوسآبسه

هاي مختلف، تشخيص و پزشكي و در دسترس قرارگرفتن روش
-هاي عامل سل سرعت و دقت بالايي بهسازي مايكوباكتريومجدا

 NTM  هايناسايي ايزولهاين نتايج منجر به ش. خود گرفته است
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سير طي ساليان اخير . ]22،23[در بيماران گرديده است مختلف 
تواند ناشي از  مي NTMجداسازي شناسايي و صعودي افزايش 

عنوان به NTM اهميت افزايش دقت و بالارفتن آگاهي در شناخت
هاي اصلاح و بهبود روش ،همچنين. باشدانساني  هايپاتوژن

ازدياد بيماران دچار نقص سيستم ايمني، در  نهمچنيتشخيصي و 
 شته استدا سزاييبه تاثير NTMافزايش شناسايي و شيوع 

 NTMهاي شيوع گونه مختلف جغرافيايي مناطق در .]24،25[
 2017در سال كه اي در مطالعه. باشدهاي اساسي ميداراي تفاوت

وط به كه بيشترين شيوع مرب ه شددر آمريكا انجام شد، نشان داد
 24و  64ترتيب به( مايكوباكتريوم فورتيتومو  مايكوباكتريوم آويوم

در كشورهاي آسيايي مانند هند، ژاپن، تايلند . ]26[د باشمي )درصد
و  مايكوباكتريوم آويومهاي گونه ،NTMشيوع  و سنگاپور بيشترين

-در كشورهاي اروپايي به. ]27[د نباشمي مايكوباكتريوم كانزاسي

-مايكو و مايكوباكتريوم گزنوپي، ايكوباكتريوم كانزاسيمترتيب 

. ]28[دارند  NTMدر بين  بيشترين فراواني را باكتريوم ماموئنس
شد، ميزان  انجام 2012- 2015كه در كاشان از سال  ايمطالعه طي

در مطالعه ما . ]29[درصد گزارش گرديد  NTM 8/3شيوع 
- مايكوترتيب به هدشي هاي مايكوباكتريوم جداسازبيشترين ايزوله

در  ،همچنين. بود اينتراسلولارو  توبركلوزيس ،سوسباكتريوم آبسه
 دچارهاي مايكوباكتريوم از بيماران اين مطالعه بيشترين ايزوله

در مقايسه با  .هاي پوستي جداسازي گرديدپنوموني عفوني و زخم
نتايج اين ها، به مايكوباكتريوم مبتلا بيماران لحاظ از مطالعات ديگر

باشد؛ ولي با اين گرفته در تايوان مي صورتمطالعه شبيه به مطالعه 
مايكوباكتريوم مربوط به  NTMتفاوت كه در تايوان بيشترين شيوع 

مطالعه بيشترين شيوع مربوط به اين ولي در ] 3[ بود آويوم
-جهت شناسايي گونه در اين مطالعه .بودسوس مايكوباكتريوم آبسه

مزيت . استفاده گرديد HPLC روش از ايكوباكتريومهاي مختلف م
روش بيوشيميايي اين است كه داراي حساسيت اين روش نسبت به

-ها ميانواع سويه ترتراح بالاتر، زمان كمتر و همچنين تشخيص

 سرعت انجام ،PCR مانند هاي مولكوليدر مقايسه با روش. باشد
HPLC  بودهتر پايين هاونهنم اما احتمال آلودگي جانبي ،ستاكمتر 

گاهي . گرددمي روشاين  افزايش دقت امر باعث و اين باعث
نتايج مثبت كاذب  هاي مولكوليدليل آلودگي در روشاوقات به

- شناسايي سويه مرتبهچندين  بايد همين منظورگردد و بهگزارش مي

 نياز به تكرار HPLCاما در روش  ،هاي مايكوباكتريوم تكرار شود

 .]30[گردد مي آن و اين موضوع باعث افزايش دقت باشدنمي تست
ميزان مهارت فرد استفاده كننده  حاصله با نتايج هاي ديگردر روش
 كه اگر افراد دارايصورتيبه ؛ارتباط تنگاتنگي داشته از دستگاه

 .گرددمنجر به گزارش نتايج نادرست مي ،بالايي نباشند مهارت
روش  هاي مايكوباكتريومنهتشخيص انواع گو جهت ،همچنين
HPLC به از لحاظ اقتصادي مقرون ديگر يهاروش با مقايسه در-

 از توانمي ،ذكرشده مطالب به باتوجه. ]21،31[ باشدتر ميصرفه
 جهت بالا كارايي با و مطمئن روشي عنوانبه HPLC روش

  .نمود استفاده مايكوباكتريوم هايسويه انواع شناسايي
  

  گيرينتيجه
از جداشده هاي نمونه ازاتوجه به نتايج اين مطالعه كه ب

ميزان بروز و شيوع توان گفت ميمثبت گرفته شد،  AFBافراد 
NTM  نكته واقف باشند كه  اين به پزشكان بايد .بالا استدر ايران

عامل  توبركلوزيس مايكوباكتريوم لزوماً سلعلايم داراي  افراددر 
 واقعي عامل NTMهاي است گونه ممكن بيماري آنها نبوده و

با روش  مايكوباكتريوم يهاشناسايي دقيق گونه. باشد آنها بيماري
HPLC هاي ناشي از انواع در عفونتNTM  قبل از درمان لازم و

كه تشخيص نادرست باعث عدم موفقيت در ؛ چراباشدضروري مي
بيشتري جهت  در ايران نياز است كه مطالعات .گردددرمان مي

صورت  نادر يزابيماري عوامل اين از ناشي هايسايي عفونتشنا
 مورد بيماران تعداد مطالعه اين در موجود هايمحدوديتاز . گيرد

در سراسر كشور  NTM شيوع انواع شودپيشنهاد مي .بود بررسي
مورد بررسي قرار گرفته و   HPLC جملهازهاي مختلف با روش

- شده و سپس مناسبمقايسه نتايج مطالعات مورد نظر با همديگر 

هاي ترين روش شناسايي انواع گونهدسترس ترين و در
  .مايكوباكتريوم بومي ايران معرفي گردد

  
  تشكر و قدرداني

 كارشناسي دانشجوي نامه پايان از بخشي حاصل مقاله اين
 دانند مي لازم برخود مقاله اين نويسندگان و محققان. است ارشد
 تمامي و مسعود آزمايشگاه پرسنل از را خود تشكر و تقدير مراتب

 ياري نامه پايان اين رسيدن ثمر به در را ما كه محققاني و همكاران
  .نمايند اعلام نمودند،
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