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مقدمه

مایکوباکتریوم های غیر سلی از مهمترین باکتری های ساکن آب 
می باشند. تا کنون بیش از 180 گونه از آنها شناسایی شده است 
عامل  توبرکلوزیس  مایکوباکتریوم  مانند  آنها  از  اندکی  تعداد  که 

سل در انسان و مایکوباکتریوم بوویس عامل سل در انسان و گاو، 
با این حال غالب مایکوباکتریوم  پاتوژن مطلق می باشند )10(. 
های غیرسلی به صورت بالقوه برای انسان بیماری زا می باشند 
مایکوباکتریوم  سیمیه،  مایکوباکتریوم  به  توان  می  آنها  از  که 
کانزاسی، مایکوباکتریوم آویوم_انتراسلولاره و کمپلکی فورچیتوم 
منبع  ترین  مهم  آب  ویژه  به  محیط   .)18 و   10( نمود  اشاره 
ارگانیسم ها مي  این  باشد که  مایکوباکتریوم هاي غیرسلي مي 
این در حالي است  نمایند.  تکثیر  و  بقا رشد  بر  توانند در آن علاوه 
و  ها  ماهي  ها،  آمیب  حشرات،  است  شده  مشخص  امروزه  که 

شناسایی مایکوباکتریوم های بالقوه بیماری زای  جدا شده از سیستم های آب های شرب 
تهران 

عبدالرزاق هاشمي شهرکي1*، سعید ذاکر بستان آباد2

استادیار،انیستیتو پاستور ایران، تهران، ایران. 1
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چکیده

سابقه و هدف: مایکوباکتریوم های غیر سلی به طوری وسیعی در محیط پراکنده اند و از نمونه های محیطی جدا می شوند. بسیاری 
از گونه های آن ها به عنوان باکتری های بیماری زا برای انسان شناخته می شوند. هدف این مطالعه جداسازی و شناسایی مایکوباکتریوم 

های غیرسلی جدا شده از آب های سیستم شهری تهران بود. 

مواد و روش ها: از 22 منطقه شهري شهر تهران تعداد 44 نمونه آب برداشت گردید. از هر منطقه دو نمونه آب بررسي شد. یك 
لیتر آب در بطري هاي استریل جمع آوري و به آزمایشگاه منتقل شد.  بعد از تغلیظ نمونه هاي آب با استفاده از سیستم فیلتراسیون، با 
استفاده از NaOH و SDS  رسوب نمونه هاي آب آلودگي زدایي و کشت داده شد. ایزوله هاي مایکوباکتریومي جدا شده با استفاده از 

روش تعیین توالي ژن rpoB مورد شناسایي قرار گرفتند.

یافته ها: تمامي نمونه آب هاي مورد استفاده از نظر کشت مثبت بودند. سه نمونه آب داراي دو نوع مختلف کلني مایکوباکتریوم غیر 
سلي بود در حالي که بقیه نمونه ها یعني 41 نمونه داراي فقط یك نوع کلني خالص مایکوباکتریوم بودند. آلودگي محیط هاي کشت %1 
بود. تعداد 47 ایزوله مایکوباکتریومي در مجموع جدا سازي گردید. بر اساس تعیین توالي ژن  rpoB گونه هاي مایکوباکتریوم سیمیه، 

مایکوباکتریوم فورچیتیوم و مایکوباکتریوم گوردونه شایع ترین ها بودند.

نتیجه گیری: در این مطالعه نشان داده شد که در آب هاي شرب مایکوباکتریوم ها وجود داشته و جمعیت انساني با این گروه از 
باکتري ها مدام در تماس است. مطالعات تکمیلي مي تواند مشخص شدن نقش این باکتري ها در کیفیت آب هاي شرب کمك نماید.

کلمات کلیدي: مایکوباکتریوم هاي غیرسلي، شناسایی، آب شرب، تهران
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دوزیستان نیز نقش اساسي در حفظ و بقا این باکتري ها در در 
طبیعت دارند )1, 3(. بر این اساس لازم است همواره آب را به 
عنوان منبع اصلي مایکوباکتریوم هاي غیرسلي در نظر گرفت. این 
در حالي است که بیماري هاي ناشي از مایکوباکتریوم هاي غیر 
سلي هم در دنیا4,5 و هم در ایران  )11, 12( رو به فزوني است 
و آنچه شرائط را بغرنج تر مي نماید این است که در کشورهاي در 
حال توسعه مانند ایران، عفونت هاي آنها به راحتي با بیماري سل 
اشتباه تشخیص داده شد و حتي به صورت سل مقاوم به درمان 

در نظر گرفته مي شوند )13(.

پایش آب مي تواند در تعیین اکولوژي مایکوباکتریوم هاي غیر 
توزیع  هاي  سیستم  در  که  آبي  و  شرب  آب  کند.  کمك  سلي 
که  است  هایي  آب  انواع  از  یکي  است  جریان  در  شهري  آب 
مایکوباکتریوم ها به دلیل مقاومت ذاتي به ضدعفوني آب با کلر، 
در آن به صورت فلور میکروبي اصلي تبدیل شده اند و با شرکت 
در ساخت بیوفیلم بقا خود را در آن تضمین نموده اند )9 , 16(.

شهر تهران داراي 22 منطقه شهري است که در این مطالعه از 
هر منطقه شهري دو نمونه آب شرب از منازل جمع آوري شد و 
از نظر حضور و تنوع گونه اي مایکوباکتریوم هاي غیرسلي بررسي 

گردید.

مواد و روش ها: 
از 22 منطقه شهري شهر تهران تعداد 44 نمونه آب از آب هاي 
منازل برداشت گردید. از هر منطقه دو نمونه آب بررسي شد. از 
صاحبان منازل خواسته شد تا بطري استریل یك لیتري را از لوله 
آب شیر  آشپزخانه که  به طور عمده مصرف خوراکي دارد پر 
نمایند. در ضمن کنترل شد که در مسیر آب از هیچ گونه سیستم 
تصفیه آب استفاده نشده باشد و آب شرب، آب مصرفي موجود 
در سیستم توزیع آب شهري باشد. یك لیتر آب در بطري هاي 
ستارخان،  )خیابان  سامیار  آزمایشگاه  به  و  آوري  جمع  استریل 
صورت  به  آب  هاي  نمونه  تغلیظ  از  بعد  شد.   منتقل  تهران( 
 0/45 فیلترهاي  و  فیلتراسیون  سیستم  از  استفاده  با  جداگانه 
میکروني، رسوب از روي فیلتر ها با اسکالپل استریل تراشیده شد 

و در یك میکروتیوپ1/5 سي سي استریل وارد شد.

با استفاده از NaOH 1/5% و SDS  3% با استفاده از پروتکل 
توضیح داده شده توسط کاورت و همکاران )6( رسوب نمونه هاي 
آب آلودگي زدایي و بر روي دو محیط کشت لونشتاین جانسن 
در دماي 30 درجه سانتي  داده شد. محیط هاي کشت  کشت 
گراد به مدت دوماه انکوبه شدند و روزانه رشد آن ها کنترل شد. 
ایزوله هاي تند رشد در کمتر از هفت روز و ایزوله هاي کند رشد 

بیش از هفت روز رشد نمودند.

بعد از رشد و اطمینان یافتن از خالص بودن ایزوله هاي به دست 
آمده با استفاده از تکرار پاساژ ایزوله براي رسیدن به کلني تك، 
از تکثیر و تعیین توالي   با استفاده  ایزوله ها  شناسایي مولکولي 
MycoR  و  و    MycoF پرایمر  از دو  استفاده  با   rpoB ژن 
روش توضیح داده شده ادکامبي و همکاران مورد شناسایي قرار 
-(BLAST NT بعد از تعیین توالي با استفاده از .)2 )گرفتند 
GENBANK( و نرم افزار مگا شناسایي ایزوله هاي جدا شده 

انجام گردید )15(.

یافته ها:
تمامي نمونه آب هاي مورد استفاده از نظر کشت مایکوباکتریوم 
کلني  مختلف  نوع  دو  داراي  آب  نمونه  سه  بودند.  مثبت 
یعني  ها  نمونه  بقیه  که  حالي  در  بود  سلي  غیر  مایکوباکتریوم 
41 نمونه داراي فقط یك نوع کلني خالص مایکوباکتریوم بودند. 
آلودگي محیط هاي کشت 1% بود ولي به دلیل اینکه از هر نمونه 
اي دو محیط کشت، تلقیح شده بود لذا هیچ نمونه اي حذف نشد. 
تعداد 47 ایزوله مایکوباکتریومي در مجموع جدا سازي گردید که 
بعد از اطمینان یافتن از خلوص کلني ها، ژن  rpoB تکثیر و 

تعیین توالي شد. 

بر اساس تعیین توالي ژن  rpoB گونه هاي مایکوباکتریوم سیمیه 
مایکوباکتریوم  ایزوله(و   7( فورچیتیوم  مایکوباکتریوم  ایزوله(،   8(
گوردونه )7 ایزوله( شایع ترین ها بودند .مایکوباکتریوم موکاژنیکوم 
)6 ایزوله(، مایکوباکتریوم چلونه اي )6 ایزوله(، مایکوباکتریوم آویوم 
مایکوباکتریوم  و  ایزوله(   4( گاستري  مایکوباکتریوم  ایزوله(،   5(
ایزوله( مورد  ایزوله( و مایکوباکتریوم پرگرینوم )2  آبسسوس )2 
شناسایي قرار گرفتند. غالب ایزوله ها داراي شباهت بالاي %99,5 
به سویه مرجع گونه شناسایي شده بودند. تصویر شمار 1، آنالیز 
فایلوژنتیکي ایزوله هاي جدا شده در این مطالعه را نشان می دهد.
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بیش از هفت روز رشد نمودند.

بعد از رشد و اطمینان یافتن از خالص بودن ایزوله هاي به دست 
آمده با استفاده از تکرار پاساژ ایزوله براي رسیدن به کلني تك، 
از تکثیر و تعیین توالي   با استفاده  ایزوله ها  شناسایي مولکولي 
MycoR  و  و    MycoF پرایمر  از دو  استفاده  با   rpoB ژن 
روش توضیح داده شده ادکامبي و همکاران مورد شناسایي قرار 
-(BLAST NT بعد از تعیین توالي با استفاده از .)2 )گرفتند 

GENBANK( و نرم افزار مگا شناسایي ایزوله هاي جدا شده 
انجام گردید )15(.

یافته ها:
تمامي نمونه آب هاي مورد استفاده از نظر کشت مایکوباکتریوم 
کلني  مختلف  نوع  دو  داراي  آب  نمونه  سه  بودند.  مثبت 
یعني  ها  نمونه  بقیه  که  حالي  در  بود  سلي  غیر  مایکوباکتریوم 
41 نمونه داراي فقط یك نوع کلني خالص مایکوباکتریوم بودند. 
آلودگي محیط هاي کشت 1% بود ولي به دلیل اینکه از هر نمونه 
اي دو محیط کشت، تلقیح شده بود لذا هیچ نمونه اي حذف نشد. 
تعداد 47 ایزوله مایکوباکتریومي در مجموع جدا سازي گردید که 
بعد از اطمینان یافتن از خلوص کلني ها، ژن  rpoB تکثیر و 

تعیین توالي شد. 

بر اساس تعیین توالي ژن  rpoB گونه هاي مایکوباکتریوم سیمیه 
مایکوباکتریوم  ایزوله(و   7( فورچیتیوم  مایکوباکتریوم  ایزوله(،   8(
گوردونه )7 ایزوله( شایع ترین ها بودند .مایکوباکتریوم موکاژنیکوم 
)6 ایزوله(، مایکوباکتریوم چلونه اي )6 ایزوله(، مایکوباکتریوم آویوم 
مایکوباکتریوم  و  ایزوله(   4( گاستري  مایکوباکتریوم  ایزوله(،   5(
ایزوله( مورد  ایزوله( و مایکوباکتریوم پرگرینوم )2  آبسسوس )2 
شناسایي قرار گرفتند. غالب ایزوله ها داراي شباهت بالاي %99,5 
به سویه مرجع گونه شناسایي شده بودند. تصویر شمار 1، آنالیز 
فایلوژنتیکي ایزوله هاي جدا شده در این مطالعه را نشان می دهد.

تصویر شماره 1: درخت تکاملی بر اساس توالی ژن rpoB. در این تصویر 

قرابت ژنتیکی ایزوله های مایکوباکتریوم غیر سلی با ایزوله های مرجع 

گونه ها نشان داده شده است. درخت تکاملی با استفاده از الگوریتم NJ و 

ماتریکس K2P و با استفاده از نرم افزار مگا ترسیم شده است. قرابت ها با 

Bootstrap 1000 بار بدست آمده است )99, 100(.

بحث
تعداد گونه  های مایکوباکتریوم روبه افزایش می  باشند. تعدادی 
از این گونه  ها از بیماری  های انسانی و یا حیوانی مختلف مانند 
پستانداران و آبزیان جدا سازی و معرفی شده اند. بر این اساس 
همواره نگرانی   هایی در مورد پدیدار شدن بیماری  های نوظهور 
ناشی از باکتری های ناشناخته وجود دارد.  آب خاستگاه و منبع 

اصلی این گروه از باکتری ها عنوان شده است )4،9 , 16(. 

در این مطالعه اولیه تلاش شد تا نوع گونه ای غالب در آب های 
شرب شهر تهران تعیین گردد. گونه های جدا شده در این مطالعه  
عبارت بودند از مایکوباکتریوم سیمیه )8 ایزوله(، مایکوباکتریوم 
ایزوله(   7( گوردونه  مایکوباکتریوم  ایزوله(،   7( فورچیتیوم 
مایکوباکتریوم موکاژنیکوم )6 ایزوله(، مایکوباکتریوم چلونه اي )6 
ایزوله(، مایکوباکتریوم آویوم )5 ایزوله(، مایکوباکتریوم گاستري 
)4 ایزوله( و مایکوباکتریوم آبسسوس )2 ایزوله( و مایکوباکتریوم 
پروسینوم )2 ایزوله(. در این مطالعه 9 گونه مختلف مایکوباکتریوم 
جداسازی شد که گزاراش های متعددی حاکی از بیماری زا بودن 

آنها به ویژه در افراد دارای نقص سیستم ایمنی است)7،8(. 

در ایران گونه های مورد اشاره به کرات از نمونه های بالینی جدا 
شده اند )11، 12، 14، 17( که با توجه به اینکه راه انتقال فرد به 
فرد در عفونت های مایکوباکتریوم غیرسلی مطرح نمی باشد، می 
توان به آب به عنوان مخزن و راه انتقال اندیشید. در این مطالعه 
مایکوباکتریوم سیمیه، مایکوباکتریوم فورچیتوم و مایکوباکتریوم 

ایران  بالینی  های  نمونه  در  اول  گونه  دو  بودند.  غالب  گوردونه 
نیز به کرات مشاهده و گزارش شده اند ولیکن در ایران تاکنون 
گزارشی در مورد بیماری زا بودن مایکوباکتریوم گوردونه منتشر 

نشده است )11، 12، 13(.

در ایران در مطالعه های اندکی در این زمینه شده است که در 
غالب آنها مایکوباکتریوم فورچوئتوم ، مایکوباکتریوم شبیه چلونه 

اي و مایکوباکتریوم موکوژنیکوم شناسایی شدند )17(.

این مطالعه به صورت اولیه اهمیت آب های شرب از نظر جایگاه 
و منبع مایکوباکتریوم های غیرسلی به ویژه انواع بالقوه بیماری زا 
را نشان می دهد. نتایج این مطالعه می تواند دست مایه ای برای 

انجام مطالعات تکمیلی و دقیق در این زمینه باشد.

سپاسگزاری:
دانشگاه  پژوهشی  معاونت  توسط  مالی  نظر  از  مطالعه  این 
وسیله  بدین  است.  شده  مالی  حمایت  پرند  واحد  اسلامی  آزاد 

نویسندگان از آن معاونت کمال تشکر را دارند.
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