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  چکیده 
اي کـه در امـر سـلامت عمـومی      اهمیت و اثرات اثبـات شـده   مطالعه مایکوباکتریومهاي غیرسلی به دلیل :هدف زمینه و

در میان عوامل محـیط زیسـتی، آب نقـش    از سوي دیگر . رسد اجتماعات انسانی دارند بسیار ضروري و حیاتی به نظر می
دال بر  اي  یندهشواهد فزا و نماید ایفاء میبه انسان ها  اي را به عنوان منبع و واسطه انتقال این گروه از میکروارگانیسم عمده

هدف از این پژوهش شناسـایی و جداسـازي   . هاي انسانی وجود دارد هاي موجود در آب با عفونت ارتباط مایکوباکتریوم
    .اعضاي این خانواده باکتریایی در منابع آبهاي سطحی استان اصفهان بود

و پس از انتقال نمونه ها به آزمایشگاه  برداشت سطحی استان اصفهان منابع آبیاز نمونه آب  70در مجموع  :روش بررسی
عمل فیلتراسیون وآلودگی زدایی روي آن صورت گرفت و روي محیط لونشتین جانسـون کشـت داده شـد و در دماهـاي     

در صورت رشد عوامل میکروبی شبیه به مایکوباکتریومها تستهاي تشخیصی بـراي شناسـایی آنهـا    . مختلف انکوبه گردید
بکـار   براي شناسایی جنس مایکوبـاکتریوم  hsp 65بر ژن  مبتنی  PCR، و نیز مولکولی مانند اییهاي بیوشیمی تستشامل 

   .گرفته شد
ایزوله مربوط به آب پارك، %) 14( 5ایزوله مایکوباکتریوم جداسازي شد که %) 36( 24نمونه آب   70از مجموع : یافته ها

ایزولـه از  %) 7/2( 1ایزوله از آب چـاه،  %) 6/13( 2ز آب چشمه،ایزوله ا%) 8/6( 1ایزوله  ازآب میادین شهري، %) 17( 6
ایزوله از %)  17( 3ایزوله از آبّ رودخانه و %) 6/12( 3ایزوله از آب کشاورزي، %) 2/10( 3کشی منازل شخصی، آب لوله

   .آب بیمارستان بودند
آبی آلوده به مایکوباکتریومها می باشد کـه  دهد که درصد قابل توجهی از منابع  نتایج مطالعه حاضر نشان می: گیرينتیجه

اي در معـرض اینگونـه    چنانچه افراد با ضعف سیستم ایمنی مانند سالمندان، کودکان و بیماران مبتلا به بیماریهـاي زمینـه  
  .تواند پیامد خطرناکی داشته باشد میکروبها قرار گیرند می

 hsp ،PCR 65 ی، ژنمایکوباکتریومهاي غیر سلی، آّبهاي سطح :هاي کلیديواژه

 

  اسلامی آزاد دانشگاه میکروبی فناوري زیستی پژوهش -علمی مجله
  29- 34 صفحه ،یازدهم شماره ،سوم دوره ،1390 زمستان
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 روبیپژوهشی زیست فناوري میک - مجله علمی

 غیر سلیشناسایی مایکوباکتریومهاي  و جداسازي٣٠

  مقدمه
هاي باکتریایی از  مایکوباکتریومها یکی از مهمترین جنس

که تا کنون   شوند محسوب می و اکولوژیک لحاظ پزشکی
ه است گونه و زیرگونه از آنها شناسایی شد 140نزدیک به 

سلی که به مایکوباکتریومهاي هاي غیر مایکوباکتریوم). 1(
ست اف اسید یهای باکتري محیطی و یا آتیپیک هم معروفند

غبار و   و  هاي سطحی، خاك، گرد بوده که در آب
به عنوان باکتریهاي  این باکتریها. دارندسبزیجات وجود 

مانند  ایمنی  سیستم ضعفطلب در افراد دچار   فرصت
همچون اي  کسانی که به بیماریهاي زمینهمندان و یا سال

مبتلا باشند ممکن است  ها ایدز، دیابت و انواع سرطان
هاي محیطی از طریق  تماس ).4-1( نمایندایجاد بیماري 

هاي ناشی از  آب، عامل بسیاري از عفونت
       اگرچه. در انسان است سلی غیر مایکوباکتریومهاي

به طور متداول اتفاق  ین باکتریهاا قرار گرفتن در معرض
منتقله از آب در  بیماریهاي میزان بروز افتد ولی می

و بافت نرم بیماران مبتلا به  ی، پوستیتنفس عفونتهاي
 ).9-5(نارسایی و نقص سیستم ایمنی رو به افزایش است 

متاسفانه در کشور ما بدلیل عدم وجود امکانات تشخیصی 
 بالینی و حتی هايپیشرفته در اکثر آزمایشگاه

هاي  اي و استفاده از روش مرجع منطقه آزمایشگاههاي
ناشی از  هاي قدیمی و سنتی بسیاري از عفونت

صورت  دریا  و شوند تشخیص داده نمی هامایکوباکتریوم
ممکن است بعلت ویژگی رنگ آمیزي مشابه با تشخیص 

به عنوان بیماري سل تحت  مایکوباکتریوم توبرکلوزیس
مطالعات بسیاري از این اشتباهات . گیرند ار میدرمان قر

تواند  که خسارت جانی و مالی بسیاري را براي جامعه می
ضرورت ورود  اند و بر به همراه داشته باشد، پرده برداشته

هاي تشخیص بالینی صحه  لکولی در سیستموهاي م روش
مطالعه حاضر با توجه به اهمیت موضوع  ).3،2( اند گذارده

 ع خود براي بهداشت عمومی جامعه ضروري استکه در نو
آبهاي  در غیرسلی مایکوباکتریومهايوتنوع  فراوانیمیزان 

 فنوتیپیکروشهاي  استفاده از با را سطحی استان اصفهان
 .دادمولکولی مورد بررسی قرار  و
  

  روش بررسی
نمونه از  70مطالعه حاضر تعداد  در :ها جمع آوري نمونه

لوله کشی،  هايآب(صفهان آبهاي سطحی استان ا

. جمع آوري شد) کشاورزي، بیمارستان، رودخانه و چاه
هاي آسپتیک و در ظروف  گیري آب با رعایت تکنیک نمونه

 ظرف حاوي آب. استریل یک لیتري صورت گرفت
گرفت و و مورد بررسی قرار زمایشگاه انتقال آبه بلافاصله 

 درجه 4 در دماي یا در موارد با فاصله دور از اصفهان
زمایشگاه آساعت به  24مدت  نگهداري و حداکثر ظرف

میزان دما، ویژگیهاي فیزیکی آبها مانند . شد  انتقال داده
و میزان کلر نیز براي هر نمونه  سختی کلی آب

  .گیري شد اندازه
براي جداسازي : جداسازي مایکوباکتریومها

مایکوباکتریومها از آب از روش استاندارد توصیه شده 
بطور ). 4(سط سازمان جهانی بهداشت استفاده شد تو

 ءهاي آب ابتدا با استفاده از دستگاه پمپ خلا نمونهخلاصه 
بعد از انجام  . فیلتر شدند متريمیکرو 45/0فیلتر  مجهز به

% 3 با استفاده از محلول حاويزدایی  فیلتراسیون، آلودگی
SDS  1و %NaOH در دور، انجام و سپس نمونه ها 
rpm6000  رسوب . شدنددقیقه سانتریفوژ  20به مدت

 لونشتین کشت زدایی بر روي دو محیط حاصل از آلودگی
  درجه 35و  30جنسون کشت داده شد و در دماي 

هاي کشت یک  سپس محیط. ندگراد انکوبه گردید سانتی
روز در میان به مدت دو ماه براي مشاهده پیدایش 

        پس از. احتمالی کلنی مورد بررسی قرار گرفتند
ون یکن اسید فاست با روش شدن کلنی، رنگ آمیزي ظاهر

هاي  تست و هویت کلنی ایزوله شده باانجام گرفت 
، بیوشیمیایی و مولکولی مربوط به شناسایی کفنوتیپی

  ).4،10(تعیین شد مایکوباکتریومها 

 از براي شناسایی مایکوباکتریومها :کفنوتیپی شناسایی
   انند بررسی کلنی، سرعت رشد، فنوتیپیک م تستهاي

 که تولید پیگمان رشد در دماهاي مختلف و
 دسته سهبه گونه  نوع به توجه با اهمایکوباکتریوم
تقسیم  غیرکروموژن و اسکوتوکروموژن فتوکروموژن،

سپس انواعی از تستهاي . ، استفاده شدشوند می
تست تحمل ، کاتالاز ، تستزآ اورهبیوشیمیایی مانند تست 

براي شناسایی و یک اسید ئپارانیتروبنزوو تست ک نم
. تعیین ویژگیهاي ایزوله جدا شده مورد استفاده قرار گرفت

،  ATCC 6841T مایکوباکتریوم فورچویتومهمچنین از 
                و  ATCC 12478 مایکوباکتریوم کانزاسی

به عنوان سویه هاي  H37RVسویه  توبرکلوزیس. م
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یازدهموم، شماره س، دوره 90مستان ز  
 

٣١   و همکاران آباديمیر  معصومه کرمی

براي  ).4(هاي فنوتیپیک استفاده شددر تستاستاندارد 
  . مراحل زیر مورد بررسی قرار گرفت مولکولیشناسایی 

از  DNAبراي استخراج  :DNAاستخراج 
با ) 12 ,13(مایکوباکتریومها از روش استاندارد پیچر 

تغییرات جزیی به منظور سهولت لیز دیواره سلولی 
لیز  بطور خلاصه . مستحکم مایکوباکتریومها استفاده شد

با  ها ایکوباکتریومم شده کشت خالص سوشهاي ایزوله
به مدت ) میلیگرم در میلی لیتر 50(استفاده از لیزوزیم 

 آنزیم سپس و گراد درجه سانتی 37ساعت در  24
و   SDS  ساعت در محلول حاوي 2به مدت  kیناز ئپروت

Tris-EDTA سازي خالص و انجام شد  DNA با
ایزوامیل الکل صورت -رمکلروف–استفاده از روش فنل

 جدا هاي ایزوله  DNAکمیت تمامی و کیفیت .گرفت
 ژل روي الکتروفورز همچنین و فتومتررواسپکت با  شده

   DNAلیتر ومیکر 5ار مقد .مورد بررسی قرار گرفتند
ب تیوومیکربه ) مگرمیکرو 2/0(ه شداج ستخرانومیک ژ
کلیه . سیدرلیتر ومیکر 25به   نهاییم شد تا حجوده فزا

   ياـههـلولآن در ع ـیزتوو لیه اوحل تهیه میکس امر
              از پرایمرهاي. پذیرفتم نجاایخ روي بر  کنشوا

)MSGPF-CTGGTCAAGGAAGGTCTGCG-3ً (5و 
)MSGPR-GATGACACCCTCGTTGCCAAC-3ً(5 

        ايبر). 11(استفاده شد  65hspجهت تکثیر ژن  
ده ستفاامنفی ل کنتر ازحتمالی ا گیدلوآبه دن پی بر

الگو  DNAبدون   PCR اءزـجاه ـامل همـید که شدگر
اء زـجاامل ـت شـمثبل رـک کنتـین یـهمچن. بود
 سویه یسزتوبرکلو .م   DNAبه همراه  PCR نشـکوا

H37Rv   بهاي که تولید قطعه سویه استانداردان به عنو  
م نجااي ابر .یددگرده ستفاد امیکرز جفت با 210 لطو
 35اد به تعد) 1طبق جدول (یر زبرنامه از    PCR کنشوا

   ).11(شد ده ستفااچرخه 
  

به منظور  65hspبراي تکثیر ژن  PCRشرایط . 1جدول 
  شناسایی مایکوباکتریومها

  

  یافته ها
نمونه  70ایزوله مایکوباکتریوم از  24در این مطالعه تعداد 

 شناساییهاي سطحی استان اصفهان جداسازي و  آب
 آب که از آنها ابتدا خصوصیات فیزیکی و شیمیایی. شدند

 ،مورد بررسی قرار گرفت مایکوباکتریوم جدا شده بود
از مجموع . زدایی انجام شد لودگیآ سپس فیلتراسیون و

  7ایزوله اسکوتوکروموژن و  16ایزوله مایکوباکتریوم،  24
ایزوله،  24از مجموع تست اوره  .ایزوله غیرکروموژن بودند

 زدر تست کاتالا. ایزوله منفی بودند 4ایزوله مثبت و  20
 45بالاتر از حباب تا از ایزوله هاي جدا شده تولید  12

 .میلی متر نمودند که واکنش مثبت تلقی می شوند
پارانیتروبنزوییک اسید کلیه ایزوله هاي جداسازي  درتست

در واقع به . شده واکنش مثبت به این تست نشان دادند
نیتروبنزوئیک اسید حساس نبوده و روي این محیط رشد 

ایزوله  11ایزوله مایکوباکتریوم،  24مجموع  زا کردند
 .توانایی رشد بر روي محیط کشت حاوي نمک را داشتند

ها بر اساس معیارهاي رانیون طبقه بندي شدند که  ایزوله
نمونه به  5مایکوباکتویوم جدا شده،  24از  بر این اساس

نمونه به رانیون گروه چهار متعلق  19 رانیون گروه دو و
از  بعد. ورده شده استآ 2یج در جدول شماره نتا. بودند

 ، باند65hspبر روي ژن  PCRانجام  و DNAاستخراج 
bp228 بدست آمد که ها مجنس مایکوباکتریو مربوط به

     هاي مایکوباکتریوممتعلق به  يها نشان دهنده نمونه
 و مولکولی تأیید براي ).2 جدول( باشند می غیر سلی

 از استفاده مایکوباکتریوم با جنس در ها ایزوله بندي طبقه
PCR   در که باز جفت 228 طول به ژن از اي قطعه 

 دارد وجود غیرسلی هاي مایکوباکتریوم هاي تمامی ایزوله
                بالینی هاي ایزوله در مذکور قطعه. شد ردیابی

 مشاهدهH37Rv استاندارد  سویه ،توبرکلوزیس. م
 تولید باز جفت 210 طول به باندي آن جاي به و شود نمی
این  در آمده بدست نتایج از نمونه اي 1 شکل .گردد می

  .دهد می نشان را مرحله
  
  
  
  

 اساس بر مایکوباکتریوم جنس مولکولی تأیید. 1شکل 

    .باز جفت 228 قطعه تولید
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25°C  72°C  72°C  58°C  94°C  95°C  
5 min 10 min  30 sec  15 sec  15 sec  5 min  
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 روبیپژوهشی زیست فناوري میک - مجله علمی

 غیر سلیشناسایی مایکوباکتریومهاي  و جداسازي٣٢
شامل  11و2:ستون  .می باشد منفی کنترل شامل1ستون
DNA  3 ستون بازي، جفت 50 مارکر سایز                        

 210که تولید باند  ;باشد میH37Rv  توبرکلوزیس .م

 هاي گونه شامل 10الی  4 هاي ستون .جفت بازي می نماید

 228 قطعه تولید با که غیرسلی هاي مایکوباکتریوم مختلف

  . گردید مشخص باز جفت
 

  
  بحث

اکتریومها از زوایاي متعددي قابل اهمیت مطالعه مایکوب
ناشی  هاي بیمارستانی افزون عفونت شیوع روز. طرح است

یکی از معضلات جدي  به عنوان از این باکتریها
صنعت  و درهاي بهداشتی کشورهاي جهان  سیستم
به دلیل استفاده از آبهاي سطحی جهت رشد  شیلات،

از  هاي بسیاري مبنی بر شیوع انواعی ماهیها و گزارش
اهمیت ، این خانواده باکتریایی هاي مایکوباکتریومی عفونت

ها را در منابع آبهاي  ها و ردیابی آن مطالعه این باکتري
نتایج مطالعات  ).16-14(سطحی دو چندان کرده است

  دهد که انواعی از مایکوباکتریومهاي  مختلف نشان می

نتایج نهایی جداسازي و شناسایی : 2جدول 
*. مهاي جدا شده از منابع آبی در اصفهانمایکوباکتریو

اعداد داخل پرانتزها نشان دهنده تعداد مثبت نمونه ها می 
  .باشند

  
  

 
 

 2011در سال . محیطی از آبهاي مورد بررسی جدا شدند
 فالکینهام از امریکا گزارش جداسازي مایکوباکتریومها غیر

منابع آب شرب خانگی بیماران مبتلا به % 59سلی را از 
شرما و ). 5(فونتهاي ناشی از این میکروبها را داد ع

نمونه منبع آب آشامیدنی  21از  2007در سال  همکاران
%) 76(گونه  16، در هند چندین مرکز آموزشی

کورت و  .)6(مایکوباکتریوم غیر سلی را جدا نمودند 
را مایکوباکتریوم غیر سلی گونه از  32توانستند   همکاران

هاي توزیع  در سیستم%) 36(امیدنی نمونه آب آش 89از 
هاي آب  و همکاران نمونه چانگ). 7(آب جداسازي کنند 

و  را از یک بیمارستان در چین مورد بررسی قرار دادند
 آشامیدنینمونه آب  49مورد از  10 دریافتند که
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یازدهموم، شماره س، دوره 90مستان ز  
 

٣٣   و همکاران آباديمیر  معصومه کرمی

اي محیطی مهحاوي مایکوباکتریو%) 20( یبیمارستان
اي که از  نمونه 70از در مطالعه حاضر  ).16( باشند می
بیشترین  شدآوري  هاي سطحی استان اصفهان جمع آب

هاي میادین شهري  از آب جداسازي مایکوباکتریومها میزان
و پس از آن آب %) 17(هاي شیر بیمارستان  و آب%) 17(

که این  صورت گرفت%) 6/13(اي چاه ه، آب%)14(پارکها 
و  یاز آلودگی بالا و قابل تامل منابع آبی بیمارستان داده ها
هایی که روزانه  هاي میادین شهري به عنوان مکان نیز آب

انسانهاي بسیاري احتمال تماس با این منابع آبی را دارند 
کند و اینکه آلودگی بالاي این منابع آبی به  حکایت می

این دوام رسد نشان  مایکوباکتریومهاي آتیپیک به نظر می
که احتمال تماس و انتقال این  در آب باشد باکتریها
هاي فرصت طلب را از این منابع آبی به انسان  باکتري

 در آلودگیبا این حال کمترین میزان  .بیشتر کرده است
     شد که  مشاهدهکشی منازل  هاي لوله هاي آب نمونه

عفونی  می تواند نشان دهنده بهبود وضعیت تدابیر ضد
 نابع آبی و به نحوي الگوبرداري از اینکنندگی این م

هاي  جهت ارتقاء سطح بهداشتی منابع آب دابیرت
هاي میادین شهري باشد در مطالعه  بیمارستانی و نیز آب

بیمارستانهاي  آشامیدنینمونه آبی که از آبهاي  6از  ما
از آنها )  %50(نمونه یعنی  3اصفهان جمع آوري شد، 

طی بودند که از بالا بودن حاوي مایکوباکتریومهاي محی
در این این باکتریها  ها به میزان آلودگی آبهاي بیمارستان

هاي  استان و متعاقب آن افزایش احتمال عفونت
بیمارستانی که مسلماً به دلیل مقاومت بالاي این نوع از 

ترین  سخت بیوتیک در زمره سر آنتی باکتریها به داروهاي
کنی و درمان به  نظر ریشه هاي بیمارستانی از نقطه عفونت

در سال  و همکاران دانته .کند آید، حکایت می شمار می
مایکوباکتریومهاي  که دادندگزارش  از فرانسه 2002

درصد منابع آبی، مایکوباکتریومهاي  3/41ساپروفیت در 
درصد و مایکوباکتریومهاي  3/16بالقوه بیماریزا در 

پاریس وجود درصد سیستم توزیع آب  8/54ناشناخته در 
 2010اي که در ایتالیا در سال  در مطالعه). 18( .دارند

 42و همکاران صورت گرفت، از مجموعه  برایانستوسط 
هاي  از آب% 60اي که از آبهاي سطحی گرفته شد، نمونه

 یاي بیمارستانهاز آب%  73منازل شخصی و آشامیدنی
آلوده به مایکوباکتریومهاي محیطی تشخیص داده شدند 

منازل  آشامیدنینمونه آب  12در مطالعه ما از . )9(
 دهندهها، مثبت بود که نشانننمونه از آ 1شخصی، تنها 

کشی در منازل  هاي بهداشتی آبهاي لوله رشد شاخص
  .می باشدشخصی در شهر اصفهان 

با  از جمله معدود مطالعاتی که در کشور ما در رابطه
می ه است، صورت گرفت جداسازي مایکوباکتریومها از آب

که  2010و همکارانش در سال  آقاي رهبر  مطالعهتوان به 
جویبارها و  ها، نمونه آب از آب رودخانه 120بر روي 

گردید و نیز مطالعه هاي آشامیدنی استان تهران انجام  آب
و 18(آقاي قائمی و قاضی سعید و همکاران اشاره نمود 

که مونه ن 12 ازتوانستند  در مطالعه اولی مجریان. )19
مایکوباکتریوم آتیپیک  کل نمونه ها را شامل می شد% 10

هاي آلوده را آب جویبارها و  بیشترین نمونه کهجدا کنند 
در مطالعه دوم . هاي سطحی به خود اختصاص دادند آب

اهمیت مایکوباکتریوم مارینوم در عفونت آبزیان و 
مجموع این . ماهیگیران مورد بحث قرار گرفته است

ت و مطالعه ما، همگی بر یک واقعیت مسلم که مطالعا
هاي سطحی،  همان اهمیت فوق العاده منابع مختلف آب

، آبهاي رودخانه و هاي سطحی، آبآشامیدنیاعم از آب 
مایکوباکتریومهاي محیطی و ایجاد یک  انتشارغیره در 

تهدید جدي براي سلامت انسان از طرق مختلفی همچون 
ي زمینهاي کشاورزي، استفاده آشامیدن مستقیم آب، آبیار

هاي کم عمق، جهت  از منابع آب عمومی همچون رودخانه
هاي سطحی صحه  تفریح و شنا و نیز استفاده از آب

که در صورت آلوده بودن این منابع آبی، . گذارند می
هاي ناشی از این مایکوباکتریومها  احتمال ابتلاي به عفونت

  .یابد یش میهاي تنفسی شدیداً افزا عفونت بویژه
 

  نتیجه گیري
مطالعه حاضر نشان داد که منابع آبی کشور ما بویژه در 
نقاط حساس مانند بیمارستانها و خانه هاي سالمندان و 
غیره همانند سایر نقاط دنیا می تواند حاوي 
مایکوباکتریومهاي محیطی باشد و خطراتی را براي افراد 

ي ضدعفونی آب لذا برا. در معرض اینگونه آب ایجاد نماید
اینگونه مراکز با توجه به مقاومت نسبی آنها به روشهاي 
معمول مانند کلرینه نمودن آب، باید تمهیدات بیشتري را 

  .مد نظر قرار داد
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 روبیپژوهشی زیست فناوري میک - مجله علمی

 غیر سلیشناسایی مایکوباکتریومهاي  و جداسازي٣٤

  قدردانیتقدیر و 
نویسندگان از مرکز تحقیقات بیماریهاي عفونی و 
گرمسیري اصفهان براي در اختیار گذاردن امکانات سخت 

  .یشگاهی سپاسگزار می باشندافزاري آزما
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