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 مقدمه

توسط  1959ی آتیپیک در سال ها مایکوباکتریوم
 4رانیون براساس سرعت رشد و تولید رنگدانه به 

 گروه چهارم، .بندی شدند گروه دسته

روی  که بر هستند الرشد ی سریعها مایکوباکتریوم
 دهند کلنی تشکیل می روز 7کمتر از  محیط کشت در

منابع محیطی  در الرشد ی سریعها مایکوباکتریوم ).1(
 در .شوند خاک یافت میو  از قبیل آب مختلف

   چکیده
های محیطی  های سریع الرشد پاتوژن مایکوباکتریوم غیرتوبرکلوزیس خصوصاً های یکوباکتریومما: هدف و زمینه

توانند از منابع  ها می انسان وطور فزاینده شناخته شده است  های انسان به فرصت طلبی هستند که نقش آنها در بیماری
تشخیص  الرشد، های سریع باتوجه به انتشار جهانی مایکوباکتریوم .خصوصاً آب و خاک دچار عفونت شوندمختلف محیطی 

مطالعه فراوانی در این  .هم از نظر مطالعات اپیدمیولوژیک بسیار حائز اهمیت است هم از نظر کلینیکی و آنهاو شناسایی 
 الرشد از منابع آب و خـاک در مـنـاطـق مـخــتلـف شـهـر ربـاط کـریم بـا اسـتـفاده از روش ی سریعها مایکوباکتریوم
PCR-RFLP ـهـای  بـا مــورد هـدف قـرار دادن ژن hsp6516 وS-23S Rrna مورد بررسی قرارگرفت.  

بعد از  .آوری گردید مناطق مختلف شهر رباط کریم جمع زانمونه آب و خاک  454در مطالعه حاضر : کارروش 
آنزیم  با دو PCRتکثیر و سپس محصولات PCR-RFLP با استفاده از روش  hsp65قطعه  ،DNAاستخراج 

آنزیم  با دو PCRمحصولات  و تکثیر نیز 16S-23SRNA قطعهو هضم گردید  HaeIII و BsteIIمحدودکننده 
  .روی ژل پلی آکریل آمید انجام شد اساس الکتروفورز بر بر  و آنالیز گردیدهضم   HaeIII, CfoIمحدودکننده

 227از %) 63( نمونه 144نمونه خاک و  227از  %)5/21(نمونه  49 ،اساس کشت و مشاهده میکروسکوپی بر: یافته ها 
ونه آب دارای نم 29 وخاک  نمونه PCR-RFLP، 7روش  از نمونه آب از نظر مایکوباکتریوم مثبت گردید و با استفاده

و حاصل از کشت مطابقت کامل داشته  نتایج با روش مولکولار نتایج حاصل از و الرشد بودند مایکوباکتریوم سریع
  . های آب و خاک بود مایکوباکتـریوم سریع الرشد عمده در مجموع نمونه ،% 8/27مایکوباکتریوم فـورتیتوم با فـراوانی 

آب و  های نمونهشده در مجموع  ترین مایکوباکتریوم سریع الرشد جدا فورتیتوم عمدهمایکوباکتریوم  :گیری نتیجه
 .باشد خاک در منطقه رباط کریم می

   16S-23S rRNAژن، hsp65، ژنPCR-RFLPمایکوباکتریوم سریع الرشد،: کلیدی واژه های
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الرشد  های سریع مایکوباکتریوم، یهای آب سیستم
وفیلم و تعامل با پروتوزوآها توانند با تشکیل بی می
های  مایکوباکتریومای  تنوع گونه حضور و. ء یابندبقا

کیفیت  ،pH ،الرشد درآب تحت تاثیر حرارت سریع
نین دسترسی به مواد مغذی همچ شیمیایی آب و

حضور فراگیر آنها در منابع با وجود  .گیرد قرار می
های  کوباکتریوممایراه انتقال اصلی  ،محیطی
های  الرشد به انسان و به دنبال آن بیماری سریع

در حالی که شیوع . ندرت اثبات شده است کلینیکی به
آنها در نتیجه منابع محیطی آلوده گزارش شده 

های کلینیکی را  حضور تصادفی آنها در نمونه اما ،است
آنجا که  از). 2( توان نادیده گرفت نیز نمی

هایی  عنوان پاتوژن به الرشد های سریع مایکوباکتریوم
 ،اند ها و حیوانات اهلی آشکار شده برای انسان

 ، میزان فراوانی وشناسایی منابع محیطی، مخزن
 .)3(ها بسیار با اهمیت است  تداوم آنها در اکوسیستم

با  الرشد سریعی ها مایکوباکتریوماز بین بردن 
معمول بسیار سخت است و های آلودگی زدایی  روش

مواد ضد عفونی  به ها نسبتاً در مقایسه با کلی فرم
 ،های آب گرم در سیستم .ندتر استاندارد مقاوم

وفیلیک فـراوانی ظهـور و بقاء های ترم مایکوباکتریوم
درجـه  70ضی موارد دمای تا در بعــ .یابند می

ها  ای جـلوگـیری از ایـن ارگانیـسـمگـراد بر سانتی
آب سـرد مایکوباکتریوم های  سیستم در .یـاز استن

مایکوباکتـریوم  ،مایکوباکـتریوم چلونی ،فـورتیتوم
ایکوباکتریوم موکوژنیکوم یافت آبسسوس و م

 رـاساس تکثی لفی برــای مختـه روش). 4( شـوند می
ریع و شناسایی ـلف برای تشخیص سـای مختـه ژن

از  .ودــش یـاده مـای مایکوباکتریوم استفـه گونه
ای ه مـبا آنزی  ضمـو ه ر ژن ـیـثـکـت ها،ـان آنـیـم
 رار دادن ـق  دفـه ورد ـده با مـننـدود کــحـم

 16S-23S rRNA internalو hsp65ای ه ژن

transcribed spacer (ITS) شود ترجیح داده می 
هـضم  آنالیز پترن محصولات حاصل از تکثیر و .)5(

کیلو  65ژن  کـننده ازبااندونوکلئازهای محدود 

ی ها مایکوباکتریومبرای شـناسایی  ،hspدالتونی 
 ار وـمـبی  ونهـدو نم رـه ی ازـطـب محیـرصت طلـف

 وت ـردیده اسـات گـاثب د،ـورت مفیـی به صـمحیط
ی کند رشد و ها مایکوباکتریومدو  برای شناسایی هر

بنابراین با توجه به  ).6( گردد الرشد استفاده می سریع
و ارتباط آنها با  الرشد سریعی ها مایکوباکتریوماهمیت 

تحقیق حاضر به وجود  ،ایجاد بیماری در انسان
در آب و خاک  های غیرتوبرکلوزیس مایکوباکتریوم

از آب  آنهابتوان ضمن جداسازی  معطوف گردیده تا
  .برد  و خاک به گونه آنها نیز پی

  
  کارروش 

برای این مطالعه  و عملی بوده -کاربردینوع مطالعه 
 227نمونه آب و  227نمونه آب و خاک شامل   454

. مختلف رباط کریم تهیه شد نمونه خاک از مناطق
 ترجیحاً متری خاک، سانتی 5های خاک از عمق  نمونه

 های آب از نمونه. شد آوری جمعاز خاک مرطوب 
 .آوری گردید مناطق مختلف جمع های سطحی در آب

آلودگی زدایی  ها به آزمایشگاه، انتقال نمونه پس از
 ایزوله ها بر صورت گرفت و% 4روش پتروف  با

کشت داده  1ن اشتاین جانسنیمحیط کشت لو 3روی 
 37و  40 ،دمای اتاق ای مختلف یعنیـدم 3د و در ـش

 پـس از ینـچنـو هم شدرارداده ـقگراد  درجه سانتی
یر برای مشاهده ـاسم تهیه نیلسن -رنگ آمیزی زیل

، DNAبرای استخراج  .گرفت کوپی صورتـمیکروس
تیمار با سوکروز صورت  شدن، Heat kill بعد از
 در طی دو مرحله، RFLP-PCR روش .گرفت

  hsp65با استفاده از ژن 2مرحله اول و مرحله دوم
اول ناحیه اختصاصی با  گیرد که در مرحله انجام می

  دو پرایمر استفاده از 
TB15(5-CGT AYG ACG AAG AGG CCC GT-3)                              

)TB17(5-WAS GGR TCC TCS AGG ACS GC-3          

                                                 
1 Lowenstein Jensen 
2 Nested PCR 
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 مـیکرولیتـر 50مـخــلـوط  در و دهـردیـثیر گـتک
PCR  ،1  میـکرولـیترdntp،  5/1  میکرولـیترMgcl2 ،

 میکرولیتر Taq polymerase، 5/2 میکرولـیتر 25/0
)1 (%DMSO، 5  میکرولیترPCR Buffer  2/0و 

 TB15پیکومول   4میکرولیتر از هر یک از پرایمرهای 
الگو به  DNAمیکرولیتر از  5 استفاده شد وTB17  و

دقیقه  5صورت  به PCRسیکل  و مخلوط اضافه شد
 95سیکل شامل  30سپس  درجه و 95دمای  در

دقیقه  1به مدت درجه  56ثانیه و  20درجه به مدت 
 دور در 1ثانیه و در نهایت  40درجه به مدت  72و 

محصولات  و بوددقیقه  10درجه به مدت  72دمای 
  از با استفاده  PCRحاصل از 

)TB11(5-ACC AAC GAT GGT GTG TCC AT-3  
)TB12(5-CTT GTC GAA CCG CAT ACC CT-3     

 441صورت مشاهده قطعه  در ثیر یافته وـدد تکـمج
روی ژل  بر TBاز پرایمر  استفاده بازی با جفت
 های آنزیم استفاده از با هضم آنزیمی ،%2 آگارز

 وگرفت انجام  HaeIII و BstEIIمحدود کننده 
آکریل  ژل روی آمده تدس هبPCR  محصولات

آمیزی توسط  رنگ و گردید الکتروفورز ،آمید
آنالیز قطعات حاصل  ).7( شد انجام اتیدیوم بروماید

 اینترنتی هضم با استفاده از سایتاز 
app.chuv.ch/parasite/index.html  فتانجام گر 

  .)1جدول (
ی غیرتوبرکلوزیس با استفاده از ها مایکوباکتریوماکثر 
در صورتی که  .باشد قابل شناسایی می hsp65ژن 

                          قابل شناسایی نباشند ازدو پرایمر
sp1(5- ACC TCC TTT CTA AGG AGC ACC-3)          

sp2(5-GATGCT CGC AAC CAC TAT CCA-3)      
و سپس ه استفاده گردید 16S-23SrRNAبرای ژن  

جفت  300تا  200که قطعه  PCRحاصل از  محصولات
هضم  HaeIII,CfoIآنزیم  با دو باشد یم بازی

روی ژل آکریل آمید الکتروفورز  و سپس بر هگردید
  .)2 جدول( )8( گردد می

  

  BsteII و HaeIIIبعد از هضم با  hsp65 PCR اندازه قطعات حاصل از. 1جدول 
  HaeIII  BsteII الرشدمایکوباکتریوم سریع

Mycobacterium senegalenseI 55,60,125,140  85,120,230  
Mycobacterium peregrinum60,100,140,145  85,130,230 

Mycobacterium abscessus 50,60,70,140  210,235  
Mycobacterium conceptionense 55,60,125,140  85,120,230  
Mycobacterium parafortuitum II 140,170  115,320  

Mycobacterium obuense 60,90,140  210,235  
Mycobacterium poriferae 50,95,160  210,235  

Mycobacterium mucogenicum 60,65,140  130,320  
Mycobacterium  aurum 80,175  85,130,235  

  

  CfoI و HaeIIIبعد از هضم با  16s-23srRNA PCR زاندازه قطعات حاصل ا. 2جدول 
  PCR محصول  CfoI HaeIII الرشدمایکوباکتریوم سریع

Mycobacterium abscessus 257  عدم هضم عدم هضم  
Mycobacterium senegalense 72,174 109,148  257  

Mycobacterium fortuitum 257  109,148 عدم هضم  
Mycobacterium parafortuitum 310  30,50,115 عدم هضم  

  

  یافته ها
 کلنی، زمان رشد(کشت  گروه مورد مطالعه از نظر

و مشاهده ) دمای رشد رنگ کلنی، کلنی، تعداد
  .میکروسکوپی بررسی شدند

آوری شده از مناطق مختلف  نمونه خاک جمع 227از 
مشاهده اساس کشت و  بر شهر رباط کریم،

نمونه از نظر مایکوباکتریوم مثبت  49میکروسکوپی 
های  مایکوباکتریوم نمونه خاک از نظر 7. گردید
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هداشت           

27 از .ردید
نظر ما مونه از

 میکروسکوپی
ه مایکوباکتریو

لف مایکوباکتر

زم(کشت  نظر
دمای رشد ی،

  .دند
آوری شده از

اساس کشت 
 از نظر مایکو

مایک  از نظر
27 از .ردید

نظر ما مونه از
 میکروسکوپی
ه مایکوباکتریو

ف مایکوباکتریو

ک مثبت از نظر
الرش سریعریوم

نمون 2 شامل ه
1 )6/28(%، 1
نم 1 ،%)3/14(2

1 ،%)3/14( 3وم
،%) 14.3( 4وم

نم 1 ،%) 3/14(
%) 3/14( 6وم

  . شد بودند
                  

se 

m 
um 

tum 

جله سلامت و بهم

مثبت گر د
نم 144شده،  

مشاهده ت و
نمونه 29داد 

های مختل گونه
PCR-RFL  

د مطالعه از نظ
رنگ کلنی ی،

پی بررسی شد
آ ونه خاک جمع

بر ط کریم،
نمونه 49پی 

نمونه خاک 
مثبت گر د
نم 144شده،  

مشاهده ت و
نمونه 29داد 

های مختلف ونه
PCR-RF:  

نمونه خاک 49 
مایکوباکتر یوم،

ه یافت شد که
یوم سنگالنـس
2یوم فورتیتوم

یوم پرگـرینـو
یوم موکوژنیکو

( 5یوم آئوروم
یوم پارافورتیتو

رش کند %)7/85
          

م  324

الرشد سریع
آوری جمع

اساس کشت
این تعد از

  . بودند
تشخیص گ

LPاز روش 

گروه مور
کلنی تعداد

میکروسکوپ
نمو 227از 

شهر رباط
میکروسکوپ

7. گردید
الرشد سریع
آوری جمع

اساس کشت
این تعد از

  . بودند
تشخیص گو

FLPروش 

از مجموع
مایکوباکتری

نمونه 7 در
مایکوباکتری
مایکوباکتری
مایکوباکتری
مایکوباکتری
مایکوباکتری
مایکوباکتری

7( ها نمونه
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الرشد با هضم محصول  های سریع شناسایی مایکوباکتریوم. 2شکل

hsp65 با استفاده از  BsteII و HaeIII  
 مایکوباکتریوم پارافورتیتوم، 2شماره  مایکوباکتریوم کانسپتیوننس، 1 شماره

 5مایکوباکتریوم آئوروم، شماره  4مایکوباکتریوم سنگالنس ،شماره  3شماره 
 7شماره  مایکوباکتریوم آبسسوس، 6شماره  مایکوباکتریوم موکوژنیکوم،

H37 RV   
  

  
الرشد با هضم محصول  های سریع شناسایی مایکوباکتریوم .3شکل 

16S-23S rRNA  با استفاده از CfoI وHaeIII  
H:HaeIII      C:CfoI        P:PCR Product 

شماره  مایکوباکتریوم سنگالنس، 2شماره  مایکوباکتریوم فورتیتوم، :1شماره 
  H37RV 4شماره  مایکوباکتریوم آبسسوس، 3

  

  بحث
با اینکه مایکوباکتریوم توبرکلوزیس کمپلکس به عنوان 

های ریوی در انسان شناخته  عامل اصلی بیماری
ه قدرت بیماریزایی اما امروز اند، شده

را کمتر از مایکوباکتریوم  های آتیپیک مایکوباکتریوم
ی ها مایکوباکتریوم .دانند کمپلکس نمی توبرکلوزیس

گونه کلینیکی مرتبط شامل  3شامل  الرشد سریع
چلونی و مایکوباکتریوم  مایکوباکتریوم فورتیتوم،

که توانایی ایجاد  باشد مایکوباکتریوم آبسسوس می
 مایکوباکتریوم .)4( ها را دارند طیف وسیعی از عفونت

 ،خاک ی است که ازالرشد سریعم ارگانیس فورتیتوم،

ار و محیط بیمارستان کشت داده غب و گرد آب،
مایکوباکتریوم فورتیتوم از طریق تلقـیح . شود می

ولیـه انسان شامـل عفونت مسـتقیم، باعـث  عفـونت ا
عفــونت بافت نرم و عفـونت   پـوست،اولـیه 

ی ها وباکتریوممایکعمده  .گردد می ای جـراحیه زخم
های تنفسی نهفته یافت  فورتیتوم در افرادی با بیماری

سل مقاوم  به اغلب داروهای ضدمعمولاً  شوند و می
های بیوشیمیایی و  استفاده از روش). 9( باشند می

های  های فنوتیپی برای تشخیص گونه تست
در . بر است زحمت و زمان مایکوباکتریومی پر

های ژنوتیپی برای شناسایی  های اخیر روش سال
های  روش .توسعه یافته است ها مایکوباکتریوم

های  ولی متعددی برای تشخیص دقیق گونهمولک
ست که از این توسعه یافته امختلف مایکوباکتریوم 

هایی همچون  از مزیت PCR-RFLPمیان روش 
. )10(بودن نتایج برخوردار است   سریع و صریح

مقایسه سه روش شناسایی به  موندراگون و همکاران
 ،های بیوشیمیایی شامل تست ها مایکوباکتریوم

-PCRو  )HPLC( کروماتوگرافی مایع با کارآیی بالا

RFLP 107 ،طی یک سال آزمـایش .پرداختند 
مایکـوباکتریوم با استـفاده از این سـه روش 

و نتیجـه حاصل بیانـگر این بـود که  شـناسایی شـد
ترین  سریعترین و اختصاصی PCR-RFLP روش

های غیرتوبرکلوزیس  روش تشخیص مایکوباکتریوم
های بیوشیمیایی روش مناسب  است و سپس تست

برای شناسایی مایکوباکتریوم توبرکلوزیس است و 
HPLC ز نظر قیمت، عنوان روشی متوسط ا به

چیمارا و . )11(سرعت و اختصاصی بودن بود 
-hsp65 PCRمراحل تشخیصی برای  ،همکارانش

RFLP  گونه  333مطرح کردند و موفق شدند
ای  را با کمک  این روش در سطح گونه مورد مطالعه
در . )12( ای مورد شناسایی قرار دهند و زیرگونه

نمونه آب و خاک  454مجموع  از مطالعه حاضر،
 نمونه 193 ،آوری شده از منطقه رباط کریم جمع

کشت و  از نظر مایکوباکتریوم براساس%) 5/42(
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مشاهده میکروسکوپی مثبت گردید که 
آب %) 6/18( نمونه 36 در الرشد سریعمایکوباکتریوم 

آنـها با روش % 5/55خاک یافت شد که شنـاسایی   و
hsp65PCR-RFLP  صــورت گـرفـت و شـنـاسـایـی

صورت  16S-23SrRNAآنـهـا براسـاس ژن % 44
شده صورت حفاظت  بهhsp65  از آنجا که ژن .گرفت

ز های مایکوباکتریایی وجود دارد و ا در همه گونه
  ،ها برخورداراست تنوع کافی برای تمایز این گونه

گزینه  hsp65اساس ژن  بر PCR-RFLPروش 
اساس  بر PCR-RFLPمناسبی در مقایسه با روش 

16S-23SrRNA  های  مایکوباکتریومبرای شناسایی
مایشات طرفی انجام آز از .باشد غیرتوبرکلوزیس می

های کشت مثبت  نمونه DNAمولکولی بااستفاده از 
روی  اما رشد کلنی بر ،پذیرد به سهولت انجام می

های کندرشد  محیط کشت خصوصاً در مایکوباکتریوم
 نیاز به زمان طولانی دارد و از طرفی کارکردن بر
روی محیط کشت برای کاربر و آزمایشگاه ریسک 

نتیجه در مطالعه حاضر  در  .دارد آلودگی بالایی در بر
از  DNAاساس استخراج  آزمایشات مولکولی بر

 .نمونه مستقیم انجام شده است
آوری  ای که توسط لی و همکاران با جمع در مطالعه

کشی  بهای لوله های سطحی و آ نمونه آب از آب 158
از آبهای سطحی و % 59مایکوباکتریوم در . انجام شد

از آبهای لوله کشی یافت شد که بیشترین گونه % 26
در  hsp65 PCR-RFLPیافت شده با استفاده از 

آبهای سطحی، مایکوباکتریوم گوردنی و در آبهای 
در ). 13(کشی مایکوباکتریوم لنتی فلاویوم بود  لوله

های  وع مایکوباکتریوممطالعه حاضر با توجه به شی
های  الرشد در ایران به بررسی مایکوباکتریوم سریع
کریم   الرشد در آب و خاک منطقه رباط سریع

ای که توسط قائمی و  در مطالعه. پرداخته شد
مقایسه  ،انجام گرفت 2006همکاران در سال 

پر  های محیطی در مناطق کم شیوع و مایکوباکتریوم
برای . لستان صورت گرفتشیوع بیماری سل استان گ

گیری صورت  این منظور از خاک این دو منطقه نمونه

ن یروی محیط لو گرفت و پس از مراحل تیمار،
 220به طور کلی . اشتاین جانسون کشت داده شد

نمونه از مناطق پر شیوع  120نمونه گرفته شد که 
درصد کشت مثبت  20سل بود که از این تعداد 

از  .کتریوم تشخیص داده شدنوع مایکوبا 47شدند و 
 66نمونه گرفته شده از مناطق کم شیوع سل  100

نوع مایکوباکتریوم  114که  درصد کشت مثبت شدند
ای که  مطالعه ایران در در .)14( شد داده تشخیص

جداسازی  ،توسط رهبر و همکاران صورت گرفت
نمونه آب و  470الرشد از  های سریع مایکوباکتریوم

آوری شده از مناطق مختلف ارومیه مورد  خاک جمع
 و %3از سدیم لوریل سولفات  .بررسی قرار گرفت

NaOH  1 %های خاک  برای آلودگی زدایی نمونه
مایکوباکـتریوم از  نمونه خـاک، 350از . استفاده شد

مایکوباکتریوم  وجداسـازی شد  نمـونه، 65
سـویه بیشـترین فـراوانی در  18فورتـیتوم با 

نمونه آب  120از  .های جداسازی شده بود نمونه
 ها و آبهای نوشیدنی، شده از رودخانه آوری جمع

نمونه یافت شد که گونه عمده  12مایکوباکتریوم در 
شده مایکوباکتریوم فورتیتوم و   جداسازی

نتیجه این مطالعه ). 15( مایکوباکتریوم چلونی بود
الرشد  بیانگر این است که شیوع مایکوباکتریوم سریع

با توجه به . مشابه دیگر منابع جغرافیایی در ایران است
های  های اخیر مایکوباکتریوم اینکه در سال

های  غیرتوبرکلوزیس به عنوان عامل اصلی عفونت
شناخت درباره  ،اند یافته فرصت طلب ظهور

های  ریایی در محیط و شناسایی گونهاکتهای ب گونه
تواند در استراتژی درمان  عمده در محیط می

ه توسط آنها نقش مهمی داشته های ایجاد شد عفونت
، عدم غیرتوبرکلوزیسهای  تنوع مایکوباکتریوم .باشد

امکانات تشخیصی پیشرفته و از طرفی پیچیدگی 
توان از عواملی  ها را می تشخیص اینگونه باکتری

ارتباط با  دانست که موجب شده مطالعات جامعی در
   .آنها صورت نپذیرد
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  نتیجه گیری
نتیجه مطالعه حاضر بیانگر تنوع فراوانی 

 بیشترین باشد و الرشد می سریعهای  ممایکوباکتریو
 آب نمونه مجموع در الرشد سریع مایکوباکتریوم

و از طرفی  بود فورتیتوم مایکوباکتریوم وخاک،
در  الرشد در آب های سریع مایکوباکتریومفراوانی 

 .باشد کریم بیشتر می مقایسه با خاک در منطقه رباط
الرشد و  های سریع با توجه به تنوع مایکوباکتریوم

قدرت بیماریزایی آنها و از طرفی مقاومت آنها به 
یافتن منابع دارای  سل، داروهای ضد

ی ها الرشد و همچنین راه های سریع مایکوباکتریوم

انتقال آنها به انسان کمک شایانی به پیشگیری از ابتلا 
 .نماید ی غیر توبرکلوزیس میها به مایکوباکتریوم

  
  و قدردانی تشکر
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 .گردد پرسنل این بخش تشکر و قدردانی میدیگر 
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ABSTRACT 

 
Background & Objective: Nontuberculous mycobacteria (NTM) especially rapid growing 
mycobacteria (RGM) are opportunistic environmental pathogens and their role in human 
disease is increasingly recognized. In addition, several studies indicated that humans can be 
infected by NTM from various environmental sources especially soil and water. Identification 
of rapid growing mycobacteria is important for both clinical and epidemiological studies 
because of their worldwide propagation. Incidence of rapid growing mycobacteria from water 
and soil in different regions of Robat Karim was studied using PCR-RFLP method and 
targeting hsp65 gene and 16S-23SrRNA. 
Methods: In this study a total number of 454 water and soil samples were collected from 
different areas of Robat Karim. After decontamination of isolates by petroff method, the 
sediment obtained was cultured onto Lowenstein Jensen media and Ziehl Neelsen staining 
was performed for microscopic observations. After DNA extraction, hsp65 gene amplified by 
PCR-RFLP and then PCR products were digested by two restriction enzymes, BsteII and 
HaeIII, prior to undergoing polyacrilamid gel electrophoresis (PAGE). 16S-23S rRNA gene 
was also amplified and then PCR products were digested by restriction enzymes of HaeIII and 
CfoI and analyzed using PAGE. 
Results: Based on the culture and microscopic observations, 49 (21.5%) out of 227 soil 
samples and 144 (63%) out of 227 water samples were positive regarding mycobacterium. 7 
soil samples and 29 water samples were contained rapid growing mycobacteria based on 
PCR-RFLP method. 
The results obtained by molecular method matched completely with those from culture 
method. Therefore, identification of Rapid Growing Mycobacterium has a sensitivity of 100% 
and mycobacterium fortuitum was the predominant isolated rapid growing mycobacteria in 
water and soil samples with a frequency of 27.8%.  
Conclusion: Mycobacterium fortuitum was the most dominant rapid growing mycobacterium 
isolated from soil and water samples in Robat Karim area. 
Keywords: Rapid Growing Mycobacteria; PCR-RFLP; Hsp65 Gene; 16S-23S rRNA Gene 
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