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   مقاله پژوهشي  مجله دانشكده پزشكي اصفهان

 15/11/90: تاريخ پذيرش         1/6/90:تاريخ دريافت  1391هفته دوم فروردين ماه/176شماره /ام سيسال

  
 شهراصفهان آب يها نمونه توبركلوزيس غير مايكوباكتريوم هاي ايزوله حساسيت بررسي

  E-test روش از استفاده با رايج مايكوباكتريايي ضد داروهاي به
  

  3نريماني تهمينه ،3حسيني السادات نفيسه ،2اصفهاني نصر بهرام دكتر ،1ساريخاني انسيه
  
  

  چكيده
 ايمني نقص هاي بيماري افزايش دليل به ،شدند مي شناخته محيطي هاي مايكوباكتريوم عنوان به تنها تر پيش كه بركلوزيستو غير هاي مايكوباكتريوم :مقدمه

 از مايكوباكتريال هاي عفونت به مبتلا بيماران درمان جهت در مايكوباكتريوم باكتري حساسيت بررسي بنابراين .اند كرده پيدا اي ويژه اهميت اخير هاي دهه در
   .است برخوردار بسزايي ميتاه

 تعيين از پس .شد داده كشت و تهيه محيطي هاي مايكوباكتريوم وجود بررسي جهت اصفهان مختلف منابع از آب هاي نمونه مطالعه اين در :ها روش
 E-test روش از )NTM يا Non tuberculosis mycobacterium( يستوبركلوز غير مايكوباكتريوم ي ايزوله 14 حساسيت تعيين براي گونه،

)Epsilometer test( گرديد استفاده.  

 مايكوباكتريوم هاي ايزوله عليه رايج بيوتيك آنتي 8 براي )MIC يا Minimal inhibitory concentration( مهاري غلظت حداقل ميزان :ها يافته
 .گرفت قرار بررسي مورد توبركلوزيس غير

 داروها ساير به نسبت و بالا ايزونيازيد و ريفامپين به نسبت توبركلوز غير مايكوباكتريوم مختلف هاي گونه مقاومت داد نشان مطالعه اين :گيري نتيجه
  .باشد مي متفاوت باكتري ي گونه به بسته

  E-test بيوتيكي، آنتي مقاومت توبركلوز، غير مايكوباكتريوم :كليدي واژگان
 

  مقدمه
ــاكتريوم ــاي مايكوبـ ــر هـ ــوز غيـ ــا NTM( توبركلـ    يـ

Non tuberculosis mycobacterium( ــه ــورت ب  ص
 از تواننـد  مـي  و هسـتند  پراكنـده  محـيط  در اي گسترده
 ها آن ).1-4( شوند جدا آب مانند مختلفي طبيعي منابع
 ايجـاد  باعـث  اوقـات  گـاهي  ،شـده  كلـونيزه  توانند مي

 ايـن  بـا  مـرتبط  هاي بيماري .شوند ها انسان در عفونت
 حـال  در ايفزاينـده  طـور  به طلب فرصت هاي باكتري

  ).5-6( است گسترش
   به جدي مشكلات توانند مي نوپديد هاي پاتوژن اين

 .كننـد  ايجـاد  ايمنـي  ضعف دچار بيماران در خصوص
 NTM حساسـيت  الگوهـاي  روي بر مختلفي مطالعات

 مقاومت تعيين لزوم بر ها آن ي همه كه است شده انجام
 از اشـي ن ميـر  و مـرگ  كـاهش  به منجر كه باكتري اين

 .كننـد  مـي  تأكيـد  ،گردد مي مايكوباكتريايي هاي عفونت
 ديسك آگار دايلوشن، آگار قبيل از متفاوتي هاي روش

 MTN حساســيت تعيــين جهــت ديفيــوژن ديســك و
 روش بـه  محدود اغلب كه )7-10( است شده پيشنهاد
 در و هسـتند  بـر زمان و زحمت پر قيمت، گران كيفي،

 نيـاز  نتايج تفسير براي بالا ي تجربه به موارد از بسياري
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 بـراي  صـرفه  بـه  و آسـان  تكنيـك  يك بنابراين .دارند
 فاقـد  و دارنـد  محدودتري امكانات كه هايي آزمايشگاه

 E-test .باشد مي نياز ،هستند زمينه اين در مجرب افراد
)Epsilometer test(، ســنجي حساســيت روش يــك 

 شـده  داده نشـان  .است مختلف هاي باكتري براي كمي
 تر راحت و تر سريع انجام امكان E-test روش هك است
 وشنلداي آگار نظير هايي روش به نسبت را بيوگرام آنتي

 تعيـين  اساس بر تكنيك اين ).7-8 ،11( كند مي فراهم
 افـزايش  به رو كمي غلظت به نسبت باكتري حساسيت

  .است شده ريزيپايه نوار يك روي بر بيوتيك آنتي يك
 ايزولـه  14 حساسـيت  ارزيابي رايب مطالعه اين در
NTM الگـوي  تعيـين  و اصـفهان  آب مختلف منابع از 

  .شد استفاده E-test مدرج نوارهاي از ها آن مقاومت
  
  ها روش

ــه 14 ــه 85 از NTM ي نمون ــه آب ي نمون ــابع از ك  من
 ،)درصد 1/14( شرب غير كشي لوله آب شامل مختلف

 ـ آب ،)درصـد  8/11( شـهر  سـطح  هـاي  فواره آب  هلول
ــي ــرب كشـ ــد 1/14( شـ ــرد آب ،)درصـ ــن سـ    كـ

ــد 8/11( ــت ،)درصـ ــاي يونيـ ــدان هـ ــكي دنـ    پزشـ
 هموديـاليز  ،)درصـد  2/8( شـنا  استخر ،)درصد 5/10(
ــد 2/8( ــدني آب ،)درص ــد 2/8( مع ــه ،)درص    رودخان
 شـده  آوري جمع )درصد 9/5(كن آبگرم و )درصد 1/7(

   فيلتـر  از هـا  نمونـه  از سـي  سـي  500 .شـدند  جدا بود،
 مسـتقيم  طور به فيلترها .شد داده عبور ميكرومتر 45/0

ــه ــيط بـ ــت محـ ــامل Middlebrook-7H10 كشـ    شـ
 ,OADC )Oleic acid, albumin, dextrose درصد 15

catalase( بـار  يـك  اي هفته ها پليت .شدند داده انتقال 
 هنگـامي  .شدند بررسي كلني ي مشاهده براي هفته 8 تا
 روي بر اسيدفست آميزي رنگ ،شدند ظاهر ها كلني كه

 محـيط  بـه  اسيدفسـت  هـاي  كلني و گرديد انجام كلني
 در و شـدند  تلقـيح  )Lowenstein–Jensen )LJ كشت

 هـاي  ايزولـه  .گرديدنـد  انكوبـه  گراد سانتي ي درجه 37
 و فنــوتيپي مرســوم هــاي روش توســط مايكوبــاكتريوم
ــيميايي ــامل بيوشـ ــد شـ ــه 37 و 25 در رشـ  ي درجـ

 كمـي،  نيمـه  كاتـالاز  تسـت  پيگمان، توليد ،گراد سانتي
 ،)روزه 14 و 3( سـولفاتاز  آريـل  ،80 تـوئين  هيدروليز
  گـراد،  سـانتي  ي درجـه  68( حـرارت  بـه  مقاوم كاتالاز

7 = pH(، آميداز پيرازين )احياي ،آز اوره ،)روزه 7 و 4 
 توسـط  نتايج .شد شناسايي كلني مورفولوژي و نيترات
 ي سـويه از  .شـد  تأييـد  hsp65-RFLPيملكول تكنيك

ــتاندارد   و) M. smegmatis )PTCC 1307 اســـ
M. fortuitum )ATCC 6841 (بــه مراحــل تمــام در 

   .گرديد استفاده كيفي كنترل عنوان
 بـاكتري  كشت از تازه هاي كلني ،E-test انجام براي

ــر ــه LJ محــيط روي ب ــراي اســتريل PBS ب ــه ب  ي تهي
 انتقـال  فارلند مك 1 اندارداست كدورت با سوسپانسيون

ــت ــت .يافــ ــايي پليــ ــا نهــ ــت بــ   CFU 109 رقــ
)Colony-forming units( از ليتـــر ميلـــي هـــر در 

 قطر متر سانتي 10 با ديش سطح به باكتري سوسپانسيون
 بـا  محيط اين .شد تلقيح آگار هنيتون مولر محيط حاوي

ــي 500 ــرم ميل ــر در گ ــيكوهگزاميد ليت  درصــد 10 و س
OADC نـوار  دو .شـد  غنـي  گليسرول بدون E-test در 
ــطح ــيط س ــر مح ــت ه ــرار پلي ــد داده ق ــت .ش    در پلي

 سـاعت  MIC، 72 .گرديد انكوبه گراد سانتي ي درجه 37
 .گرفـت  قرار بررسي و خوانش مورد گرماگذاري از پس
 ديـده  از پـس  سـاعت  72 رشدتر كند هاي باكتري براي
   حـداكثر  هـا  پليـت  و شـد  خوانـده  نتيجـه  ها كلني شدن

 نتـايج  .شـدند  گرماگذاري كلني ي مشاهده براي هفته 4
MIC )Minimal inhibitory concentration( اســاس بــر 
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 از ممانعـت  ي لـه  ها قطر گرفتن نظر در و سازنده دستور
 غلظـت  ي دهنـده  نشـان  كـه  مدرج نوار اطراف در رشد
 ،است ليترميلي بر ميكروگرم حسب بر يكبيوتآنتي مؤثر

 بـه  E. coli (ATCC 25922( سـويه  از .گرديـد  گزارش
  .شد استفاده كيفي كنترل عنوان
 سيپرو برابر در مقاومت و حساسيت تمايز ي نقطه از

 روي بـر  كـه  مطالعـات  سـاير  از پنم ايمي و فلوكساسين
 و آنفــولانزا هموفيلــوس از غيــر هــوازي هــاي بــاكتري
   گرديــد اســتفاده ،اســت شــده انجــام گونــوره انايســري

 تـين،  سفوكسـي  آميكاسـين،  بـراي  همچنين ).1 جدول(
 ساير در كه گونه همان سيكلين داكسي و كلاريتروماسين

  ).7- 8 ،11( گرديد استفاده ،است شده گزارش مقالات
  

  ها افتهي
ــي 8 ــك آنت ــين بيوتي ــامپين ،)AK( آميكاس  ،)RI( ريف

 تتراسـايكلين  ،)EB( مبوتولاتـا  ،)CI( سيپرفلوكساسين
)TS(، سـيكلين  داكسي )DC(،  آزيترومايسـين )AZ( و 

 دارويـي  حساسيت تعيين تست جهت )IZ( ايزونيازيد
 .شـد  استفاده مختلف منابع از NTM ي ايزوله 14 براي

 و ايزونيازيـد  ريفـامپين،  بـه  NTM هـاي  گونه مقاومت
 بـه  هـا  گونه از رصدد 71 كه طوري به ؛بود بالا اتامبول

ــه درصــد 64 ايزونيازيــد، ــه درصــد 57 ريفــامپين، ب  ب
 بـه  درصـد  14 تتراسـايكلين،  بـه  درصد 35 اتامبوتول،

 بودنـد  مقاوم آميكاسين به درصد 1/7 و مايسين آزيترو
  ).1 شكل(

 ميزان خصوص در بررسي اين در آمده دست به نتايج
MIC در هشد ذكر هاي بيوتيك آنتي برابر در ها ايزوله 
 هاي باكتري از درصد 7/35 .است شده خلاصه 1 جدول
NTM به متعلق M. chelonae like organism و   

M. chelonae ، 4/21 درصد M. fortuitum، 2/14 درصد 

M. mucogenicum، M. smegmatis درصد 1/7 و   
M. duvalii  و M. flavescense بود.  

  

  
 ي ايزوله آميكاسين داروي به حساسيت تست .1 شكل

  E-test روش از استفاده با اسمگماتيس مايكوباكتريوم
  

  بحث
 جديد تهديد يك عنوان بهNTM  مقاومت الگوي تعيين
 رود مـي  شـمار  به حياتي موضوع كلينيكي، تشخيص در
 مشـابه  اغلـب  NTM بـراي  بيـوتيكي  آنتـي  درمان ).10(

 دقـت،  E-test ).7( است توبركلوز مايكوباكتريوم درمان
 مهيـا  هـدف  ايـن  جهت را نياز مورد سهولت و سرعت
ــي ــد م ــن در ).7- 8( كن ــه اي ــر E-test مطالع  14 روي ب
  .گرفت انجام NTM ي گونه

 تفكيـك  بـه  ها مايكوباكتريوم مقاومت ي زمينه در
 هـاي  داده به نياز باره، اين در نظر اظهار براي ها گونه

 بررسـي  اما است، بيشتري باكتريتعداد  و تر گسترده
 بـا  هـا  آن ي مقايسه و مطالعه مورد هاي مونهن اجمالي
 مقاومـت  كـه  داد نشـان  مقاومت، كمي تعيين جداول

 و بـود  بالاتر ها گونه ساير به نسبت فورچوئيتوم.م در
 ديـده  گونـه  اين در تنها آميكاسين به مطلق مقاومت

   ســايرين از نيــز آزيترومايســين بــه مقاومــت و شــد
  .بود بيشتر
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  شده ايزوله ي ها گونه و ليتر ميلي بر ميكروگرم حسب بر مطالعه در استفاده مورد هاي بيوتيك آنتي MIC ميزان .1 جدول
 AK RI CI EB TS DC AZ IZ مايكوباكتريوم ي گونه شماره

1 M. chelonae like organism 125/0 R 75/0 064/0  032/0 094/0  5/0  R 

2 M. chelonae 5/0 5/1 19/0 R  006/0 064/0  5/0  R 

3 M. chelonae like organism 5/1 002/0 25/0 R  023/0 047/0  5/1  R  
4 M. mucogenicum 19/0 R 125/0 1  R 047/0  1/5  R  
5 M. chelonae like organism 1 R 03/0 R  R  8  4  R  
6 M. duvalii 3 R 19/0 R  125/0 1  2  R  
7 M. mucogenicum 25/0 125/0 38/0 R  002/0 016/0  5/1  R  
8 M. smegmatis 125/0 R 047/0 094/0  002/0 064/0  5/0  8  
9 M. fortuitum R 2 4 R  5/0  6  R  R  

10 M. smegmatis 2 12 023/0 R  R  3  2  R  
11 M. fortuitum 8 R 75/0 R  R  023/0  8  R  
12 M. flavescense 128 R 023/0 5/0  R  5/0  128  25/0  
13 M. fortuitum 8 R 094/0 19/0  38/0  125/0  8  64  
14 M. chelonae like organism 5/0 R 1 032/0  094/0 256  5/0  2  
15 E. coli, ATCC 25922 2 4 064/0 R  R  1  64  R  
AK: ،آميكاسين RI: ،ريفامپين CI: ،سيپروفلوكساسين EB: ،اتامبوتول TS: ،تتراسيكلين DC: سيكلين، داكسي AZ: آزيترومايسين، IZ: ايزونيازيد  

 Minimal inhibitory concentration:MIC 

 
 ريفـامپين،  بـه  NTM هاي نهگو مقاومت نتايج، طبق بر

 از درصد 71 كه طوري به ؛بود بالا اتامبول و ايزونيازيد
 درصد 57 ريفامپين، به درصد 64 ايزونيازيد، به ها گونه
 بـه  درصد 14 ن،يتتراسايكل به درصد 35 اتامبوتول، به

 .بودند مقاوم آميكاسين به درصد 1/7 و سينيما آزيترو
 و سيپروفلوكساســين بــه نســبت بــالايي مقاومــت امــا

 كـه  رسـد  مي نظر به بنابراين .نشد ديده سيكلين داكسي
 عنـوان  بـه  اتـامبوتول  و ايزونيازيد ريفامپين، از استفاده
 نخواهـد  مفيد NTM عفونت درمان براي منفرد داروي
ــود ــان در .ب ــي مي ــك آنت ــاي بيوتي ــتف ه ــده ادهاس  ش

 را تـأثير  بيشـترين  سـيكلين  داكسي و سپيروفلوكساسين
  .داشت خواهند NTM هاي عفونت روي

 سين سيپروفلوكسا از تر پايين دوز در سيكلين داكسي
 از اســتفاده نتيجــه در و بــود مــؤثر آزيتروماســين و

 سپيروفلوكسـا  آزيترومايسين، آميكاسين، سيكلين، داكسي

 بـراي  تواند مي ها آن از يبيترك دوز يا تتراسايكلين سين،
  .باشد مؤثر NTM هاي عفونت درمان

 ريفـامپين،  بـه  NTM بـالاي  مقاومت گرفتن نظر در
 تتراسـايكلن  بـه  تقريبي مقاومت و ايزونيازيد اتامبوتول،

 شـيمي  در جديـدي  هـاي  ژي اسـترات  كـه  دهـد  مي نشان
 ممكـن  كـه  است نياز مورد ها ماكوباكتريوم عليه درماني
 چند يا دو تركيب يا جديد داروهاي طراحي شامل است
 نهايــت در ).11- 14( باشــد بيمــاران درمــان بــراي دارو
 بـه  روش ايـن  كـه  داد نشان مطالعه اين در E-test انجام
 بـا  شـدن  آلـوده  از كـار،  انجام سرعت و سهولت خاطر

 .كنـد  مـي  جلـوگيري  وقت اتلاف و ديگر هاي مارگانيس
 و خـاص  امكانـات  و بـالا  ي تجربه به نياز عدم همچنين
 ســبب تشخيصــي، هــاي آزمايشــگاه در پيچيــده تفســير
 تجـويز  بـراي  كلينيكـي  تصـميمات  به بخشيدن سرعت
   و مايكوبــاكتريوم بــه مبــتلا بيمــاران بــه مناســب داروي
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  قدرداني و تشكر
 186056 ي شـماره  تحقيقـاتي  طـرح  حاصل مطالعه اين
 توسـط  و تصـويب  مـورد  نامـه  انپاي ـ عنـوان  بـه  كه بود

 قـرار  مـالي  حمايت مورد اصفهان پزشكي علوم دانشگاه
 تحقيقـات  محترم معاونت حمايت از وسيله بدين .گرفت

 اين اجراي در اصفهان پزشكي علوم دانشگاه آوري فن و
  .شود مي قدرداني و تشكر طرح
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Abstract 

Background: Nontuberculous mycobacteria were only known as environmental bacteria. However, 
they have recently been identified as important pathogens due to the increased prevalence of 
immunodeficiency diseases. Mycobacterial susceptibility testing is thus vital in management of 
patients with mycobacterial infections.  

Methods: In this study, different samples were collected from different water sources in Isfahan, Iran. 
The samples were then cultured to detect environmental mycobacteria. After confirming the species, 
E-test was used to determine the sensitivity of 14 nontuberculous mycobacterial isolates. 

Findings: Minimal inhibitory concentrations of 8 current routine antibiotics against mycobacterial 
infections were examined.  
Conclusion: This study showed different nontuberculous mycobacteria to be highly resistant to 
rifampin and isoniazid. Resistance to other drugs was species-dependent. 
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