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چکیده
سابقه و هدف: محیط زیست منبع احتمالی مایکوباکتریوم های غیر سلی)NTM( است که در عفونت های انسانی به ویژه ریه، 
پوست و عفونت بافت نرم دخالت دارند. کشت مایکوباکتریوم ها در محیط های کشت غنی نیاز به انکوباسیون طولانی مدت دارد که رشد 
میکروارگانیسم های تند رشد و آلوده کننده در این محیط ها مانع از مشاهده کلنی های مایکوباکتریومی روی محیط کشت می شود. 
به منظور اندازه گیری میزان شیوع NTM در اکوسیستم های مختلف آبزی ما سعی به استانداردسازی و مقایسه بسیاری از روش های 

جداسازی مایکوباکتریوم های غیر سلی در اکوسیستم های آبی پرداختیم که قبلا شرح داده شده بودند. 
مواد و روش ها: تعداد 38  نمونه از آب های سطحی استان تهران جمع آوری شد. نمونه گیری آب  در حجم ۲۰۰-۱۰۰ میلی لیتر 
 Tacquet-Tison,( صورت گرفت. ظروف حاوی آب بلافاصله به آزمایشگاه انتقال یافت و مورد بررسی قرار گرفت. سه روش آلودگی زدایی
Cetylpridinium chloride, Petroff(    برای جداسازی مایکوباکتریوم ها به صورت موازی برای هر 38 نمونه از آب های سطحی انجام 

شد. برای هر روش یک ترکیب ویژه از روش ضد عفونی تعریف شد. اثر هر یک از روش ها با محاسبه میزان آلودگی محیط های کشت، 
متوسط تعداد کلنی مایکوباکتریوم های رشد کرده و تعداد گونه های مایکوباکتریومی مختلف جدا شده مشخص شد. درآخر برای تایید 

جدایه های مایکوباکتریومی از تست PCR نیز استفاده شد.
یافته ها: ضد عفونی با CPC به نظر می رسد بهترین روش آلودگی زدایی باشد. این روش از یک سو به طور معنی داری میزان 
داشت.  مطالعه  مورد   NTM های  گونه  روی  بر  را  مهاری   اثر  کمترین  دیگر  از سوی  و  داد   کاهش  را  غیر هدف  های  میکروارگانیسم 
نتیجه گیری: هدف ما برای بررسی روش های مختلف شناخته شده برای مهار رشد میکروارگانیسم های غیر هدف بود، با در نظر 
گرفتن این مطلب که روش بکار گرفته شده کمترین اثر مهاری را بر رشد NTM داشته باشد. مطابق با این بررسی، روش آلودگی زدایی 

CPC بهترین روش جداسازی مایکوباکتریوم ها ی غیر سلی از نمونه های آب در این مطالعه بود.

واژگان کلیدی: مایکوباکتریوم غیرسلی)NTM(،  روش های آلودگی زدایی، اکوسیستم آبی
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مقدمه:
باکتریایی  های  جنس  ترین  مهم  از  یکی  ها  مایکوباکتریوم 
دو  به  شوند.  می  محسوب  اکولوژیک  و  پزشکی  لحاظ   از 

و   1)MTBC( كمپلكس  توبركلوزيس  ماكيوباكتريوم  دسته 
مي  تقسيم   2)NTM( سلي  غير  هاي  ماكيوباكتريوم  انواع 
به  متعلق  مكيروبي  گونه   170 از  بيش  تاكنون  گردند)23(. 
جنس ماكيوباكتريوم3 مورد شناسايي قرار گرفته است كه تنوع 

1Mycobacterium tuberculosis complex
2 Non-Tuberculous Mycobacteria
3 Mycobacterium
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پاسخ  پاتوژنيسيتي1،  محيط،  با  تطابق  زايي،  بيماري  در  بالايي 
به دارو و ويژگي هاي رشد دارند)7(. مخزن انواع ماكيوباكتريوم 
هاي غير سلي خاك و آب مي باشد كه به صورت پاتو‍ژن هاي 
فرصت  صورت  به  حيوان  و  انسان  براي  توانند  مي  ظهور2  نو 
طلب ايجاد بيماري نمايند)17،23(. غالب عفونت هاي ناشي از 
ماكيوباكتريوم هاي غير سلي از طريق آب و تماس با خاك ايجاد 
است  نشده  گزارش  انسان  به  انسان  انتقال  پديده  و  شوند  مي 
گزارش  ها  آن  از  بيمارستاني  هاي  عفونت  مواردي  در  ولكين 
شده است)7،16(. محیط زیست منبع پراکنده ای از NTM ها 
انواع اکوسیستم های آبی از جمله آب های  از  است. می توان 
طبیعی، فاضلاب، آب آشامیدنی، آب مراکز تفریحی، پارک ها و 
آب های صنعتی آن ها را جدا نمود. حتی جداسازی آن ها ازآب 

بیمارستان ها نیز گزارش شده است.
به منظور اندازه گیری میزان شیوع NTM در اکوسیستم های 
های  روش  مقایسه  و  استانداردسازی  به  نیاز  آبزی،  مختلف 
جداسازی مورد استفاده می باشد. برای جداسازی NTM های 
محیطی، استفاده از روش هایی که در میکروب شناسی بالینی 
استفاده می شود سازگار نیست. نمونه های آب سطحی کاملا 
 NTM از   غیر  به  که  است، چرا  بالینی  های  نمونه  از  متفاوت 
تنوع  این  باشد)5(.  می  باکتریایی  متنوع  بسیار  جوامع  شامل 
میکروبی باعث می شود که گونه های NTM به علت رشد کند 
نسبت به سایر میکروارگانیسم ها در محیط کشت غنی از مواد 
مغذی جدا نشوند. اگر چه بسیاری از روش های جداسازی که 
برای نمونه های بالینی  توسعه داده شده است، برای نمونه های 
محیطی انجام گرفته است اما هیچ توافقی برای آلودگی زدایی 
نمونه های محیطی از این مطالعات پدید نیامده است)1،22(.  

به  ایران  در  سلی  غیر  مایکوباکتریوم  جغرافیایی  انتشار  الگوی 
خوبی مطالعه نشده است. شواهد علمي حكايت از وخامت 
اوضاع در رابطه با عفونتهاي ناشي از مایکوباکتریوم‏هاي 
ضرورت  بر  بسیاری  تاکید  مطالعات  دارد.  غیرتوبرکلوزی 
شناسایی حضور مایکوباکتریوم های غیرسلی در آب و پیداکردن 
راه حل برای کنترل اینگونه آلودگی ها دارند) 17(.  روش های 
مختلفی برای جداسازی  NTM از محیط وجود دارد اما برای 
شناسایی منابع و مخازن زیست محیطی آلوده به مایکوباکتریوم 
1Pathogenicity
2Emerging pathogens

این  از  است. هدف  استاندارد لازم  و  قوی  غیر سلی یک روش 
مطالعه، توسعه و اعتبار یک روش بهبود یافته برای شناسایی و 

جداسازی NTM در سطح آب بود.
مواد و روش ها:

محیط  مدت  طولانی  انکوباسیون  به  نیاز  مایکوباکتریوم  کشت 
های کشت غنی دارد. بنابراین مهار میکروارگانیسم هایی که به 
سرعت رشد می کنند و مانع مشاهده کلنی های مایکوباکتریومی 
می شوند دارای اهمیت است. در این مطالعه، دو معیار میزان مهار 
میکروارگانیسم های غیر هدف و بالا بردن رشد مایکوباکتریوم ها 

برای ارزیابی روش های مورد استفاده بررسی شد. 
ایزوله مایکوباکتریوم های غیر سلی

تعداد 38  نمونه از آب های سطحی استان تهران جمع آوری 
شد. نمونه گیری آب با رعایت تکنیک های آسپتیک و در ظروف 
گرفت. ظروف  لیتر صورت  میلی  در حجم ۱۰۰-۲۰۰  استریل 
بررسی  مورد  و  یافت  انتقال  آزمایشگاه  به  بلافاصله  آب  حاوی 
قرار گرفت. نمونه های آب با استفاده از دستگاه سانتریفیوژ )۱۵ 
دقیقه با دور  rpm۶۰۰۰(  سانتریفیوژ شدند. رسوب حاصل به 
سه روش آلودگی زدایی شد. رسوب حاصل به حجم یک میلی 
حجم  هم  اندازه  به  و  ۱/۵ریخته  استریل  میکروتیوپ  در  لیتر 
نمودیم.  اضافه   )CPC (cetylpyridiniumchlorideمحلول آن 
را به مدت 25 دقیقه میکس نموده و سپس در دور نمونه ها 

rpm ۱۰۰۰۰ به مدت ۵ دقیقه سانتریفیوژ کردیم. مایع رویی 

دور ریخته شده و به رسوب حاصل ۵۰۰ میکرولیتر آب مقطر 
استریل اضافه شد تا باقی مانده CPC را خنثی کند)13(. بعد 
از انجام سانتریفیوژ، آلودگی زدایی با استفاده از محلول حاوی 
اتاق  SDS و NaOH انجام شد و به مدت ۳۰ دقیقه در دمای 

شیک شد.  سپس نمونه ها در دور   rpm۵۰۰۰  به مدت 15 
دقیقه سانتریفیوژ شدند، مایع رویی را دور ریخته سپس رسوب 
حاصل را  با HCL  خنثی و در دو لوله مجزا کشت دادیم)20(. 
محلول  از  استفاده  با  زدایی  آلودگی  سانتریفیوژ،  انجام  از  بعد 
اتاق  دمای  در  دقیقه   15 مدت  به  و  شد  انجام   NaOH حاوی 
 15 مدت  به   rpm۵۰۰۰ دور  در  ها  نمونه  سپس  شد.   شیک 
دقیقه سانتریفیوژ شدند، مایع رویی را دور ریخته سپس رسوب 
حاصل را  با HCL  خنثی و در دو لوله مجزا کشت دادیم )15(. 
دترجنت های مورد استفاده در روش آلودگی زدایی در غلظت 

1393، مقایسه و... تازه های بیو تکنولوژی سلولی - مولکولی دوره چهارم، شماره پانزدهم، تابستان 
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قرار  استفاده  مورد  یک  شماره  جدول  با  مطابق  متفاوت  های 
گرفت.

لونشتاین  محیط  دو  روی  به  میکرولیتر    ۲۰۰ تا   ۱۰۰ مقدار 
گراد  سانتی  درجه   37 دمای  در  و  شد  داده  کشت  جانسون 
گرماگذاری گردید.  محیط های کشت یک روز درمیان به مدت 
دو ماه برای مشاهده پیدایش احتمالی کلنی مورد بررسی قرار 
به  از ظاهر شدن کلنی، رنگ آمیزی اسید فست  گرفتند. پس 
با  ایزوله شده  انجام شد و هویت کلنی های  روش زیل نلسون 
تست های فنوتیپیک و بیوشیمیایی تعیین گردید و جواب ها با 

روش مولکولی  PCR تایید نهایی شد )3(.
شناسایی بر اساس ویژگی های فنوتیپیک و بیوشیمیایی

برای شناسایی مایکوباکتریوم ها از تست های فنوتیپیک مانند 
بررسی کلنی، سرعت رشد و تولید پیگمان استفاده شد. سپس 

انواعی از تست های بیوشیمیایی مانند تست اوره 
آز، رشد در محیط مک کانگی آگار فاقد کریستا ل ویوله، تست 
کاتالاز، تست نیاسین، تست احیای نیترات و .. برای شناسایی 
و تعیین ویژگی های ایزوله جدا شده مورد استفاده قرار گرفت. 
همچنین از دو سویه مایکوباکتریوم فورچوئیتوم و مایکوباکتریوم 
توبرکلوزیس موجود در آزمایشگاه به عنوان استاندارد تست های 

فنوتیپیک استفاده شد)11(. 
شناسایی وتایید مولکولی ایزوله ها

استخراج DNA: برای استخراج DNA از روش Boiling استفاده 
شد. کیفیت و کمیت DNA های استخراج شده با اسپکتوفوتومتر 

و همچنین الکتروفورز روی ژل مورد بررسی قرار گرفت. مقدار 5 
میکرولیتر DNA ژنومیک استخراج شده به میکروتیوپ افزوده و 
 TB12 ۱۱ وTB به حجم نهایی 25 میکرولیتر رسید. از پرایمر های

جهت تکثیر ژن hsp65  استفاده شد)21(.

برای پی بردن به آلودگی احتمالی از کنترل منفی استفاده گردید 
بود. همچنین  الگو   DNA بدون    PCR اجزای  همه  شامل  که 
کنترل  عنوان  به  توبرکلوزیس  مایکوباکتریوم  سویه  یک   DNA

واکنش   در  باز  جفت   441 طول  به  ای  قطعه  تولید  که  مثبت 
PCR می کند، مورد استفاده قرار گرفت.

یافته ها:
نمونه آب های  از ۳۸  مایکوباکتریوم  تعداد ۲۱  این مطالعه  در 
این 21   از  شناسایی شدند.  و  تهران جداسازی  استان  سطحی 
مایکوباکتریوم جداسازی شده، پانزده ایزوله تند رشد ) در کمتر 
از ۷ روز کلنی آن ها به روی محیط کشت دیده شد( و شش 
های  نمونه  بین  در  بودند.  متوسط  رشد  با  و  رشد  کند  ایزوله 
از  بعد  شد.  مشاهده  نیز  نوکاردیا  باکتری  سه  شده  جداسازی 
 bp441 باند ،hsp65 بر روی ژن PCR و انجام  DNA استخراج
مربوط به جنس مایکوباکتریوم ها به دست آمد که نشان دهنده 

نمونه های متعلق به مایکوباکتریوم ها است.

تازه های بیوتکنولوژی سلولی - مولکولی دوره چهارم، شماره پانردهم، سروناز فلسفی و همکاران
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روی  به  زیادی  بسیار  تاثیر  شیمیایی  ماده  پتروف،  روش  در 
داشت.  هدف  غیر  های  میکروارگانیسم  و  ها  قارچ  رشد  مهار 
محیط های کشت دچار آلودگی نشد اما از طرفی ماده شیمایی 
ضدعفونی کننده به روی رشد مایکوباکتریوم های غیر سلی نیز 
اثر منفی گذاشته و رشد آن ها را  محدود کرد. افزودن غلظت  
NaOH 1% در روش Tacquet-Tison  هیچگونه اثر مهاری به 

روی رشد میکروارگانیسم های آلوده کننده محیط نداشت و به 
خاطر آلوده شدن محیط کشت، هیچ جداسازی از مایکوباکتریوم 
 %2 NaOH ها صورت نگرفت. زمانی که در همین روش غلظت
استفاده شد، رشد سایر میکروارگانیسم ها تا حدودی مختل شد 
روش  کردند.  پیدا  رشد  اجازه  سلی  غیر  های  مایکوباکتریوم  و 
نتایج موثرتری را نشان داد.  CPC ، نسبت به تمامی روش ها 

تعداد و تنوع NTM های جداسازی شده در روش CPC بیان 
بر   منفی  اثر  کمترین  با  روش  این  که  است  مطلب  این  کننده 
رشد NTM ها، حاوی ضدعفونی کننده مناسب برای حذف سایر 
میکروارگانیسم های آب های محیطی است. نتایج ما نشان داد 
 ( CPC که آلودگی زدایی نمونه های آب به مدت 30 دقیقه با
غلظت نهایی، 0/01 % ( پس از کشت در محیط کشت غنی، به 
طور قابل توجهی کاهش رشد میکروارگانیسم های غیر هدف را 
نشان می دهد. پیشنهاد می شود که این روش می تواند به شکل 
استاندارد برای تشخیص NTM در نمونه های آبی استفاده شود.

بحث:
اهمیت مطالعه مایکوباکتریوم ها از زوایای متعددی مطرح است. 
باکتری  این  از  ناسی  بیمارستانی  های  عفونت  روزافزون  شیوع 
بهداشتی  های  سیستم  جدی  معضلات  از  یکی  عنوان  به  ها 
از  استفاده  دلیل  به  در صنعت شیلات  است.  کشورهای جهان 
آب های سطحی جهت رشد ماهی ها و گزارش هایی مبنی بر 
شیوع انواعی از عفونت های مایکوباکتریومی، اهمیت مطالعه این 
شده  چندان  دو  های سطحی  آب  منابع  در  باکتریایی  خانواده 
است)4،12(. با اینکه مایکوباکتریوم  توبرکلوزیس کمپلکس به 
عنوان عامل اصلی بیما یهای ریوی در انسان شناخته شده است، 
اما امروزه قدرت بیماریزایی مایکوباکتریوم های آتیپیک را کمتر 
ايران،  در  دانند.  نمی  کمپلکس  توبرکلوزیس  مایکوباکتریوم  از 
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م. فورچيتوم  به عنوان گونه غالب از نمونه هاي باليني گزارش 
گرديده است)19،9(.  همچنین در بعضی مطالعات اشاره گرديده 
است كه م. كانزاسي و م. سيميه گونه هاي باليني شايع ديگر 
های  نمونه  از   نادر  به صورت  آويوم  م.  و  باشند  مي  ایران  در 
اشاره شده است كه م.  باليني گزارش گرديده است. همچنين 
سيميه به عنوان كي پاتو‍ژن نوظهور از نمونه هاي باليني بيماران 
مشكوك به سل در ایران جدا گرديده است)8(.  این مطالعات  
مي تواند مؤيد اين مطب باشد که الگوي انتشار ماكيوباكتريوم 
از كي منطقه  نيز  تواند در كي كشور  هاي غيرسلي حتي مي 
به منطقه ديگر  تفاوت جدي بين  گونه هايي كه باعث ايجاد 

بيماري مي شوند را نشان دهد.
و   Briance توسط   2010 سال  در  ايتاليا  در  كه  مطالعه‏اي  در 
همكاران صورت گرفت، از مجموعه 40 نمونه اي كه از آب هاي 
بيمارستاني گرفته شده بود، 70% آلوده به ماكيوباكتريوم هاي 

محيطي تشخيص داده شدند)2(.
 NTM رفع آلودگی شیمیایی و میکروبی آب ها برای تشخیص
روش  از  فیلتراسیون  روش  چه  اگر  است.   ضروری  بسیار  ها 
آشامیدنی  آب  از  ها  مایکوباکتریوم  جداسازی  برای  سانتریفوژ 
و سطحی موثرتر گزارش شده است اما در این بررسی به علت 
گرفتگی سریع فیلتر توسط مقدار زیادی از ذرات معلق، روش 
سانتریفوژ برای جداسازی باکتری ها از نمونه های آب استفاده 

شد )5(. 
جداسازی  برای  همکاران  و   Parashar   ،2004 سال  در 
زدایی  آلودگی  روش  از  محیطی،  زیست  های  مایکوباکتریوم 
استاندارد استفاده کردند. مطابق با این روش، آلودگی زدایی با 
سدیم دودسیل سولفات  3% به اضافه سود 4% سپس ستریماید 
این مطالعه به عنوان روشی موثر  این روش در  انجام شد.   %2
خالص  ایزوله  و  محیطی  های  آلودگی  تمامی  بردن  بین  از  در 
مایکوباکتریوم ها معرفی شد.  در حالی که در مطالعه حاضر ضد 
عفونی با روش CPC به نظر می رسد بهترین روش برای کاهش 
به  دیگر،  از سوی  است.  غیر هدف  های  میکروارگانیسم  سطح 
طور قابل توجهی کمترین اثر مهاری را برای مطالعه گونه های 
NTM دارد. اگر چه تعداد کم NTM های جداسازی شده امکان 

برآورد دقیق تنوع NTM را در زیستگاه های مورد مطالعه نمی 
دهد)14(.

در این مطالعه نشان دادیم که غلظت نهایی CPC ٪ ./.1 منجر 
به جداسازی بهینه NTM ها می شود. با این حال با مقایسه این 
است  دشوار  مطالعات،  سایر  در  استفاده  مورد  غلظت  با  غلظت 
بهینه ترین روش معرفی  کنیم.  به عنوان  را  این غلظت   که  
بنابراین با توجه به بررسی های انجام شده در این مطالعه و سایر 
با  را متناسب  استفاده  CPC  مورد  نهایی  یادداشت ها، غلظت 
میزان آلودگی و کدورت آب )لوله کشی و یا آب های سطحی( 
نیز  و همکاران   Neumann گیریم.    نظر می  در  بررسی  مورد 
به صورت  محیطی  های  مایکوباکتریوم  جداسازی  روش   12 از 
موازی استفاده کردند که تجزیه و تحلیل آماری نشان داد که هر 

دو روش TSB و CPC ٪ 0/05 مناسب بود)13(. 
در ایران مطالعات محدودی به روی جداسازي مایکوباکتریوم ها 
از آب صورت گرفته است، می توان به مطالعه رهبر و همکارانش 
در سال 2010 که بر روي 120 نمونه آب،  از آب رودخانه ها، 
جویبارها و آب هاي آشامیدنی استان ارومیه انجام گردید اشاره 
کرد. در این مطالعه توانستند از 12 نمونه که 10% کل نمونه ها 
را شامل می شد با روش  CPC ٪ 0/05    مایکوباکتریوم آتیپیک 
جدا کنند. بیشترین نمونه هاي آلوده را آب جویبارها و آب هاي 
سطحی به خود اختصاص دادند و باکتری غالب م. فورچوئیتوم 
بود)24(. در مطالعه کرمی و همکاران در مجموع 70 نمونه آب 
از منابع آبی سطحی استان اصفهان برداشت و آلودگی زدایی با 
روش   Tacquet-Tison (SDS (3%)-NaOH (1%(( صورت گرفت 
که در نهایت 24 مایکوباکتریوم ایزوله شد)10(.  همچنین  قائمی 
استان  NTM های خاک  بررسی  به  ای  مطالعه  در  و همکاران 
گلستان پرداختند که در آن اهمیت م. مارینوم در عفونت آبزیان 
و ماهیگیران مورد بحث قرار گرفته است. در مطالعه دیگری که 
در اصفهان توسط اصفهانی و همکارانش در سال 2011 انجام 

گرفت، 21 ماكيوباكتريوم آتيپكي جداسازی شد)6(.
العاده منابع مختلف آب  بر اهمیت فوق  این مطالعات،  مجموع 
هاي سطحی) آب آشامیدنی، آب فواره ها، آب هاي رودخانه و 

...( در انتشار مایکوباکتریوم هاي محیطی اشاره دارد.
نتايج حاصل در این بررسی مي‏تواند به داده‌هاي سودمندي در 
رابطه با تعیین تنوع، پراکندگی، الگوی انتشار مایکوباکتریوم‏ها 
برخی  جداسازی  برای  مختلف  های  روش  توانایی  همچنین  و 
منجر  نوپدید  عفونی  بیماری‏های  ایجاد  در  موجود  گونه‏های  از 
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برنامه مبارزه  این داده‏ها می‏تواند برای تدوین  گردد. همچنین 
با سل کشور و استان مورد استفاده قرار گیرد. نتایج نشان می 
دهد منابع تامین آب ممکن است به NTM های بسیار متنوع 
آلوده باشد که می تواند به طور بالقوه برای انسان مضر باشند. 
مهم  مسئله  یک  آب  منابع  در   NTM فراوانی  تعیین  بنابراین، 
برای بهداشت عمومی است. نتایج این مطالعه می تواند برای این 

منظور مفید باشد.
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