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 چکیده 

طور گسترده در خانوادۀ بزرگی از باکتری های اسید فست هستند که ب (NTM) مایکوباکتریوم های غیرتوبرکلوزی زمینه و هدف:

 NTMنی در ارتباط اند. این گونه ها با بیماری های انسا %30روفیت هستند، حدود ها ساپ گونهاین اگر چه اکثر . محیط پراکنده اند

 ومنی مشابه پاسخ ای دارای ویژگی های میکروبیولوژیکی مشترک هستند مانند القاء توبرکلوزیس مایکوباکتریومها و اعضای مجموعۀ 

یرا نمی توانند زیک چالش تشخیصی برای پزشکان است  NTMتظاهرات بالینی یکسان. با این حال، بیماری های ناشی از گونه های 

بیماری  ه آسانی ازگاهی ببر اساس تاریخچۀ بالینی، نتایج آزمون پوستی توبرکولین، الگوهای رادیولوژیکی و گزارش های اولیۀ آزمایش

 وروری بوده ضمانی اتژی های درسل تشخیص دهند. لذا شناسایی دقیق مایکوباکتریوم های غیرتوبرکلوزی به دلیل متفاوت بودن استر

 لازم است مورد توجه جدی قرار گیرد. 

در محیط  جمع آوری و پس از آلودگی زدایی و پردازش، NTMنمونه آب به منظور جداسازی گونه های  120تعداد  :کار روش

ونه گدر شناسایی  rpoBو  16S rRNA ،hsp65ژن محافظت شدۀ  3جانسون کشت داده شدند. سپس دقت و حساسیت  -لونشتاین

 جداسازی شده مورد ارزیابی قرار گرفتند.  NTMهای 

و  16S rRNA ،hsp65از نمونه های آب جداسازی شدند. نتایج بررسی توالی ژنهای  NTMکلنی  87در این مطالعه : یافته ها

rpoB  نشان داد که ژنhsp65  ست. انه ها برخوردار ژن دیگر از دقت و حساسیت بالایی در تشخیص گو 2در مقایسه با 

 کافی NTMبرای تشخیص گونه های  rpoBو  16S rRNA، تعیین توالی جزئی از ژنهای hsp65بر خلاف ژن  نتیجه گیری:

 نیست.

 16S rRNA ،hsp65 ،rpoBمایکوباکتریوم های غیرتوبرکلوزی، شناسایی، ژن های واژگان کلیدی: 
 

 مقدمه
 

اعضای مجموعۀ  جنس مایکوباکتریوم به سه گروه اصلی

 NTMمایکوباکتریوم توبرکلوزیس، مایکوباکتریوم لپره و 

(Nontuberculous mycobacteria)  .تقسیم می شوند

NTM  ها خانوادۀ بزرگی از باکتری های اسید فست هستند که

بطور گسترده در محیط پراکنده اند و مخازن مهم آنها شامل آب و 

ساپروفیت هستند،  NTM. اگر چه اکثر گونه های (1)استخاک 

 . (4-2)این گونه ها با بیماری های انسانی در ارتباط اند %30حدود 

و اعضای مجموعۀ مایکوباکتریوم توبرکلوزیس  NTMگونه های 

ت میکروبیولوژیکی مشترکی مانند القاء پاسخ ایمنی مشابه و صفا

تظاهرات بالینی مشترک بخصوص بیماری های غدد لنفاوی و ریه 

یک  NTMدارند. با این حال، بیماری های ناشی از گونه های 

چالش تشخیصی برای پزشکان ریه، پزشکان اطفال و سایر پزشکان 

بالینی، نتایج آزمون پوستی است زیرا نمی توانند بر اساس تاریخچۀ 

توبرکولین، الگوهای رادیولوژیکی و گزارش های اولیۀ آزمایشگاهی به 

. شیوع (1)را از سل تمییز دهند NTMآسانی بیماری های ناشی از 

در حال افزایش است و گزارش شده  NTMبیماری های ناشی از 

که در ایالات متحدۀ آمریکا شیوع این بیماری ها احتمالاً بیشتر از 

. مدارکی وجود دارد که این دسته از (5)بیماری سل است 

مایکوباکتریوم ها قادرند انواع مختلفی از بیماری ها را در ریه، 

پوست، کلیه، مغز و سایر نقاط بدن ایجاد کنند اما شایعترین بیماری 

 لنفادنیت در کودکان و عفونت های ریوی در  NTMهای ناشی از 
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بزرگسالان هستند. کودکان سرطانی، دریافت کنندگان پیوند عضو و 

پیوند سلول های بنیادی و افراد دچار نقص سیستم ایمنی قربانیان 

ها بسیار  NTMدرمان عفونت های ناشی از . (6)هستند اصلی

متفاوت از درمان بیماری های ناشی از مایکوباکتریوم توبرکلوزیس 

بوده و مستلزم استفاده از چندین آنتی بیوتیک با دورۀ درمانی 

طولانی است. به عوان مثال؛ جراحی بدون درمان آنتی بیوتیکی 

ف است، برخلا NTMسنگ بنای درمان لنفادنیت ناشی از 

که درمان آنتی بیوتیکی بسیار مهم  MTBلنفادنیت مرتبط با 

به گونه های  . رویکرد به درمان و انتخاب دارو با توجه(7, 1)است

NTM  جدا شده نیز متفاوت است. مقاوم بودن این دسته از

مایکوباکتریوم ها به اکثر داروهای ضد سل و انتشار وسیع آنها در 

ها را دو چندان کرده است.  NTMطبیعت اهمیت مطالعه بر روی 

اگرچه اعضای مجموعۀ مایکوباکتریوم توبرکلوزیس به عنوان عامل 

وی در انسان شناخته شده اند اما امروزه اصلی بیماری های ری

ها را کمتر از این  NTMبسیاری از محققان قدرت بیماریزایی 

 . (8)دسته نمی دانند

ها به عنوان پاتوژن واقعی و از علل مهم  NTMدر حال حاضر 

عفونت های انسانی شناخته شده اند. لذا شناسایی دقیق گونه های 

NTM  به دلیل متفاوت بودن استراتژی های درمانی ضروری بوده و

یکی از مباحث اساسی مایکوباکتریولوژی در سالهای اخیر بوده است 

. اگرچه این باکتری ها با روشهای فنوتیپیک تشخیص داده می (3)

شوند، اما این روش ها وقت گیر بوده، دقت و حساسیت کمتری 

دارند. در حال حاضر با پیشرفت در میکروبیولوژی مولکولی روشهایی 

ها را  NTMکه تشخیص سریع تر و دقیق تر در دسترس هستند 

 PCRممکن می سازند. از میان روشهای مولکولی، روشهای بر پایۀ 

 16Sمناسب تر و قابل اطمینان تر هستند. ژن های زیادی مانند ژن

rRNA  ،hsp65  ،ITS  ،rpoB  وdnaj  بطور گسترده به منظور

ه قرار گرفته شناسایی مایکوباکتریوم ها در سطح گونه مورد استفاد

ژن محافظت شدۀ  3. دراین مطالعه دقت و حساسیت (12-9)اند

16S rRNA ،hsp65  وrpoB   در تشخیص صحیح گونه های

NTM  .ال که تا به این سؤمورد ارزیابی و مقایسه قرار گرفت

کدامیک از این ژنها در تشخیص صحیح گونه ها کمک کننده است؟ 

 پاسخ داده شود. 

 کارروش 

( از میلی لیتر 500نمونه آب )هر کدام  120در این مطالعه تعداد 

ی منابع مختلف آب شهر تبریز در شرایط کاملاً استریل جمع آور

د ۀ ضاز ماد NTMبرای آلودگی زدایی نمونه ها و جداسازی  شدند.

 (CPC 0.01%)%  01/0عفونی کنندۀ ستیل پیریدینیوم کلراید 

ان نمونه ها از می دقیقه استفاده شد. 30به مدت )مرک، آلمان( 

 یک()ارنج ساینتیفیک، بلژ میکرون 45/0فیلترهایی با قطر منافذ 

یل میلی لیتر آب مقطر استر 2عبور داده شدند. رسوبات حاصل در 

این جانسون کشت داده شدند. پس از حل و در محیط کشت لونشت

درجۀ سلسیوس، کلنی های  30هفته انکوباسیون در دمای  8

مشکوک به اسید فست، با استفاده از رنگامیزی اختصاصی زیل 

ز، نلسون و یکسری آزمون های بیوشیمیایی از جمله آریل سولفاتا

ت ترانی کاتالاز نیمه کمی، کاتالاز مقاوم به حرارت، و آزمون احیای

ت شناسایی اولیه شدند و برای انجام مطالعات بعدی از آنها کش

 خالص تهیه شد.   

از روش جوشاندن و انجماد  DNA: برای استخراج DNAاستخراج 

استفاده شد. برای اینکار، یک لوپ از کلنی های کشت خالص در 

دقیقه ورتکس  3حل و به مدت  TE (1X)میکرولیتر از بافر  500

ن یکنواخت بدست آمد. در مرحلۀ بعد شد تا سوسپانسو

درجۀ سلسیوس  100دقیقه در دمای  20سوسپانسیون به مدت 

درجه  -20دقیقه به دمای  15جوشانده شد و سپس به مدت 

بار تکرار شد. سپس به مدت  3سلسیوس انتفال داده شد. این عمل 

میکرولیتر از  100سانتریفیوژ گردید.  xg 13000دقیقه با دور  10

به میکروتیوب دیگری  PCRل رویی برای انجام واکنشهای محلو

انتقال داده شد. پرایمرهای مورد استفاده در این مطالعه از مقالات 

استفاده  مستخرج شدند. نام و مشخصات پرایمرهای مورد (13-15)

نشان داده  1در این تحقیق به همراه منابع آنها در جدول شماره 

شده است.

 

 rpoBو  16S rRNA ،hsp65نام و مشخصات پرایمر های مورد استفاده جهت تکثیر قسمتی از ژن های محافظت شدۀ  :1جدول 

(3́ به 5توالی پرایمر ́) منابع  

ژن هدف 

برای 

 تکثیر

اندازه 

محصول 

PCR 

 طول
 نام

 پرایمر

Telenti et al. 

(1993) 

F: ACCAACGATGGTGTGTCCAT  

hsp65 

جفت  441

 باز

20 Tb 11 

R: CGGATCACTCGTGAACGCTA 20 Tb 12 

Harmsen et al. 

(2003) 

F: AGAGTTTGATCMTGGCTCAG 
16S rRNA 

جفت  921

 باز
20 16S27 F 

R: CCGTCAATTCMTTTRAGTTT 20 16S907 R 

Adekambi et al. 

(2003) 

F: GGCAAGGTCACCCCGAAGGG 
rpoB 

جفت  764

 باز
20 Myco F 

R: AGCGGCTGCTGGGTGATCATC 21 Myco R 
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از میکروتیوب   (PCR)برای واکنش های زنجیره ای پلیمراز

میلی لیتری استفاده شد و حجم کل اجزای شرکت  2/0های 

میکرولیتر بود. ترکیبات مورد استفاده  25کننده در واکنش 

به همراه مقادیر آنها در جدول  PCRبرای انجام واکنش های 

از بدست آوردن دمای اتصال  نشان داده شده است. پس 2

 rpoBو  16S rRNA ،hsp65پرایمرها، هر کدام از ژن های 

برای هر کدام از نمونه ها مطابق برنامۀ زمانی و سیکل حرارتی 

 انجام گردید.  3جدول

 

 

 

 rpoBو  16S rRNA  ،hsp65ترکیبات مورد استفاده و مقادیر آنها برای تکثیر ژن های  :2جدول 

غلظت 

 نهایی

جم بر اساس میکرو ح

 (µl)لیتر 
 نام ترکیب

1X 

MgCl2 2 mM 
12.5 µl 

Taq DNA Polymerase 2x Master Mix 

MgCl2 4 mM 

< 1.000 ng variable Template DNA 

0.4 pmol 1 µl Forward Primer (10 pmol) 

0.4 pmol 1 µl Reverse Primer (10 pmol) 

- 9.5 µl Nuclease-free water 

- 25 µl Total Volume 

 

 

 

 rpoBو  16S rRNA  ،hsp65برای تکثیر ژن های  PCRبرنامه زمانی و سیکل حرارتی : 3جدول

تعداد 

 سیکل ها
 مراحل دما بر حسب سلسیوس زمان

سیکل 1  
4 

 دقیقه
95 

دناتوراسیون 

 اولیه

سیکل 35  

30 

 ثانیه
 دناتوراسیون 94

30 

 ثانیه

)متفاوت برای  65تا  60

ن ها(هر کدام از ژ  

دمای اتصال 

 پرایمر

50 

 ثانیه
 توسعه 72

سیکل 1  

10 

 دقیقه
 توسعۀ نهایی 72

 نگهداری 4 

 

 

سویۀ  DNAاز  PCRبرای کنترل صحت واکنشهای 

و آب مقطر  (H37Rv)استاندارد مایکوباکتریوم توبرکلوزیس 

استریل به ترتیب به عنوان کنترل مثبت و کنترل منفی 

الکتروفورز  %5/1در ژل آگارز  PCRاستفاده شد. محصولات 

نمونه های مثبت با استفاده  PCR(. محصولات 1شدند )شکل

از کیت های مخصوص شرکت کیاژن آلمان خالص سازی و 

برای تعیین توالی به شرکت ماکروژن کرۀ جنوبی ارسال شدند. 

 Chromasبرای آنالیز توالی های بدست آمده از نرم افزارهای 

pro (version 2.1)  وDNASTAR Lasergene 

(version 7.1) .به منظور شناسایی گونه های  استفاده شد

جداسازی شده و مقایسۀ توالی های نوکلئوتیدی بدست آمده 

،  NCBIبا سایر توالی های نوکلوئیدی موجود در پایگاه داده 

 16Sبرای هر کدام از ژنهای  (blastn)بلاست نوکلئوتیدی 

rRNA،hsp65  وrpoB گرفت انجام

)https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi( . 
 

 

 

 

https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi
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ز ژن جفت باز ا 921، شکل وسطی الکتروفورز hsp65جفت باز از ژن  441. شکل سمت راست الکتروفورز  PCR: الکتروفورز محصولات 1شکل 

16S rRNA  جفت باز از ژن  764و شکل سمت چپ الکتروفورزrpoB  .(M: Marker, P: Positive, N: Negative). 

 یافته ها

جداسازی شدند.  NTMکلنی  87نمونه آب،  120از مجموع 

و تعیین توالی ژن  PCRنتایج این مطالعه نشان داد که 

hsp65  16در مقایسه با ژن هایS rRNA  وrpoB  از دقت

برخوردار  NTMو حساسیت بالاتری در شناسایی گونه های 

سطح در  NTMاست. با استفاده از این ژن تمامی کلنی های 

گونه شناسایی شدند و مشکلی در شناسایی گونه های بسیار 

نزدیک از جمله اعضای گروه م. فورچوئیتوم مشاهده نشد. به 

عنوان مثال شناسایی گونۀ م. فوکائیکوم که متعلق به گروه م. 

به عنوان  16S rRNAفورچوئیتوم بوده و در تعیین توالی ژن 

فاده از این ژن از م. موکوژنیکوم شناسایی می شد، در است

یکدیگر متمایز شدند. با استفاده از تعیین توالی این ژن حتی 

 (. 4)جدول زیرگونه های م. آبسسوس هم قابل شناسایی بودند

 

 

 .rpoBو  hsp65 ،16S rRNA: نام و تعداد گونه های شناسایی شده بر اساس تعیین توالی ژنهای 4جدول 

rpoB gene (764 bp) 16S rRNA gene (921 bp) hsp65 gene (441 bp) 
گونه های شناسایی 

 شده

گونه های شناسایی  گونه های شناسایی شده

 شده

 م. آبسسوس بلی بلی
 م. چلونه بلی بلی

 م. فوکائیکوم خیر بلی
 م. فورچوئیتوم خیر بلی
 م. گوردونه بلی بلی
 م. کانزاسی بلی بلی

 م. مارینوم بلی بلی
مم. موکوژنیکو بلی بلی  
 م. نووکاسترنس خیر خیر

 م. پاراگوردونه خیر خیر
 م. پره گرینوم خیر بلی
 م. سیمیه خیر بلی
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 16S rRNAجفت باز از ژن  921با استفاده از تعیین توالی 

ن، م. گونه شناسایی شدند. با استفاده از این ژ 6تنها تعداد 

ه نووکاسترنس از م. فلاوسنس تشخیص داده نشد و درصد تشاب

هر دو گونه یکسان بود. ضمن اینکه مشکل شناسایی گونه 

ز انه وجود داشت. بطوریکه م. پاراگوردو های بسیار نزدیک نیز

وم ئیتم. گوردونه، م فوکائیکوم و م. پره گرینوم از م. فورچو

 نتیلقابل تمایز از یکدیگر نبودند. همچنین م. سیمیه از م. 

 فلاووم قابل تفکیک نبود. 

نشان داد، اگر چه اکثر   rpoBنتایج حاصل از تعیین توالی ژن

ا استفاده از تعیین توالی این ژن قابل گونه های مایکوباکتریوم ب

درصد تشابه  hs65تشخیص بودند اما بطور کلی نسبت به ژن 

از  16S rRNAپایین تری را نشان می داد. در مقایسه با ژن 

می  rpoBدقت بالایی برخوردار بود. بطوریکه با آنالیز ژن 

توان گونه های نزدیک از جمله م. فوکائیکوم را از م. 

م. پورسینوم را از م. فورچوئیتوم متمایز کرد که  و مموکوژنیکو

قابل تفکیک نبودند. با  16S rRNAبا استفاده از آنالیز ژن 

، م. پاراگوردونه از م. گوردونه قابل تمایز rpoBاستفاده از ژن 

نبود. م. نووکاسترنس دیگر گونه ای بود که با استفاده از این 

 ژن شناسایی نشد.  

یلوژنتیکی سویه های جدا شده از نمونه درخت ف 2در شکل 

که  hsp65های آب بر اساس تعیین توالی ژن محافظت شدۀ 

مقایسه شده اند، نشان داده  ATCCتوالی آنها با سویه های 

 MEGAشده است. برای رسم درخت فیلوژنتیکی از نرم افزار 

 M. tuberculosisاستفاده شد. از سویه استاندارد  7نسخۀ 

(H37Rv)  عنوان شاخه فرعی به(Out Group)  استفاده

 شده است.
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ا سویه تکرار و مقایسه آنها ب 100با  hsp65: درخت فیلوژنتیکی سویه های تشخیص داده شده بر اساس توالی ژن 2شکل

 ( استفاده شده است.Out groupبه عنوان شاخه فرعی ) M. tuberculosis H37Rv. از سویۀ استاندارد ATCCهای 

 نشان داده شده است. 0.02تفاوت در توالی نوکلئوتیدها بر اساس مقیاس 
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 بحث

گونه به  شناسایی دقیق مایکوباکتریوم های غیرتوبرکلوزی در سطح

لحاظ متفاوت بودن استراتژی های درمانی از اهمیت بسیاری 

ی این باکتری . روشهای متفاوتی برای شناسای(7, 3)برخوردار است 

و تعیین توالی ژنهای  PCRها در سطح گونه پیشنهاد شده است. 

یکی از این روش ها  rpoBو  16S rRNA ،hsp65محافظت شده 

 .(12-9) است که توسط پژوهشگران مختلف بکار گرفته شده اند

و  Telenti تعدادی از محققان روش توسعه داده شده توسط

را برای شناسایی گونه های   hsp65 -PRA، یعنی(13)همکاران 

NTM  .مورد استفاده قرار داده اندSartori در  (16)همکاران  و

نیز از روش پیشنهاد  NTMکشور برزیل برای تشخیص گونه های 

برتری روش مولکولی تعیین  استفاده کرده اند. Talentiشده توسط 

نسبت به سایر  hsp65توالی ژن های محافظت شده بخصوص ژن 

 Scobarبه اثبات رسیده است.  PRAروش های مولکولی از جمله 

یک  hsp65نتیجه گرفتند که تعیین توالی ژن  (17)و همکاران 

است. این  NTMابزار شناسایی بهتر و دقیقتر برای تمایز گونه های 

 PRAه با استفاده از روش را ک NTMاز جدایه های  %10محققان 

 hsp65قابل تشخیص نبودند را با استفاده از تعیین توالی ژن 

، گونه های hsp65شناسایی کردند. در این تحقیق با استفاده از ژن 

متعلق به یک گروه که از نظر ژنتیکی بسیار نزدیک هستند در سطح 

ش گونه و زیر گونه شناسایی شدند. لذا به نظر میرسد که این رو

مورد استفاده  NTMبطور موفقیت آمیزی برای تمایز گونه های 

 قرار گیرد. 

در مقایسه با ژن های  hsp65نتایج این مطالعه نشان داد که ژن 

16S rRNA  وrpoB  از ناهمگنی ژنتیکی بالایی برخوردار است و

 16Sمی تواند در تشخیص گونه هایی که با تعیین توالی ژنهای 

rRNA  وrpoB  تشخیص نیستند بکار رود. آنالیز ژن قابلhsp65 

برای تمایز گونه  (18)و همکاران  Kimبطور موفقیت آمیزی توسط 

در  (19)های مایگوباکتریوم بکار رفته است. خسروی و همکاران 

-hsp65روش  2از  NTMخوزستان برای شناسایی گونه های 

PRA  و تعیین توالی ژنrpoB  .استفاده کرده اندHussein  و

از  NTMدر کشور آلمان برای تشخیص گونه های  (20)همکاران 

استفاده کرده اند.  16S rRNAجفت باز از ژن  1037تعیین توالی 

برای شناسایی گونه  (21)و همکاران  Shinدر کشور کره جنوبی 

-rpoBجدا سازی شده از نمونه های آب از روش  NTMهای 

PRA د. آنها برای گونه هایی که با استفاده از این استفاده کرده ان

و  rpoBروش قابل تشخیص نبودند از روش تعیین توالی ژنهای 

hsp65  استفاده کرده اند که استفاده از روش تعیین توالی ژن

hsp65 .رضایت بخش بوده است 

 

دارای  16S rRNAجفت باز از ژن  921تکثیر و تعیین توالی 

 از محدودیت ها این بود که گونه هایمحدودیت هایی بود. یکی 

دیت حدومتعلق به یک گروه قابل تمییز از یکدیگر نبودند. از دیگر م

 م. موکوژنیکوم.، از م. م. فوکائیکومهای این ژن عدم تفکیک 

 مچنینهو  م. لنتی فلاووماز  م. سیمیه، م. گوردونهاز  پاراگوردونه

 ن توالی این ژنبود. تعیی م. چلونهاز  م. آبسسوسعدم تفکیک 

بخصوص در تمایز گونه های کند رشد مایکوباکتریوم دارای 

 محدودیت هایی است.   

موفق به جداسازی و  2012در سال  (22)دیباج و همکاران 

از نمونه های آب شدند. آنها در مطالعه  م. نووکاسترنسشناسایی 

. در را تعیین توالی کردند 16S rRNAجفت باز از ژن  1420خود 

 م. نووکاسترنسحالیکه در مطالعۀ حاضر با استفاده از همین ژن، 

 م. نووکاسترنستشخیص داده نشد. ممکن است دلیل عدم شناسایی 

 16S rRNAدر استفاده از ژن  NTMو تعدادی از گونه های 

تعیین توالی طول کوتاهتری از این ژن باشد. لذا می توان اینگونه 

با استفاده  NTMایی دقیق گونه های استنباط کرد که برای شناس

 ، از توالی کامل این ژن استفاده شود.   16S rRNAاز ژن 

ی از در مقایسه با استفاده از طول کوتاهـتر rpoBاستفاده از ژن 

 از دقت و حساسیت بالاتری برخوردار بود. هرچند 16S rRNAژن 

 %99بیش از  NTMدر استفاده از این ژن، درصد تشابه گونه های 

 مشاهده نشد. 

 نتیجه گیری

 16S rRNA  ،rpoBاگرچه ژنهای محافظت شدۀ زیادی از جمله 

برای تشخیص گونه های مایکوباکتریوم توسط  hsp65و 

یق مورد استفاده قرار میگیرد، نتایج این تحقمختلف پژوهشگران 

ا دو دارای هتروژنیسیتۀ بالایی در قیاس ب hsp65ژن نشان داد که 

، تعیین توالی بخشی hsp65بر خلاف ژن . همچنین ژن دیگر است

برای تشخیص دقیق  rpoBو  16S rRNAاز ژنهای محافظت شذۀ 

ی و لازم است توالی کامل یا یلند تر کافی نیست NTMگونه های 

 ها استفاده گردد.  NTMاز این ژنها در تشخیص 

 تعارض منافع

 تعارض منافع وجود ندارد.
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