
 

   

جداسازی و تعیین هویت مولکولی مایکوباکتریوم 
از ماهیان قزل آلای پرورشی استخرهای سبزوار 
)فروردین - شهریور ماه 1396(

bb

چكید ه 
مایکوباکتریوم، می باشد. مایکوباکتریوز یک بیماری مزمن و پیشرونده است که ممکن  عامل مایکوباکتریوز، گونه های مختلف جنس 
ناهنجاری های  پوستی،  پولک ها، زخم های  دادن  از دست  کلینیکال در ماهی شامل  کند. علائم  را درگیر  بافت های ماهی  است تمام 
اسکلتی، و .... می باشد. مایکوباکتریوز یک بیماری زئونوز است و بیشتر افرادی که با ماهی سرو کار دارند، در معرض خطر هستند. 
با توجه به گسترش پرورش ماهی قزل آلا در شهرستان سبزوار و داشتن آگاهی از ایجاد بیماری توسط مایکوباکتریوم در ماهیان و در 
نتیجه مرگ و میر و ایجاد خسارات اقتصادی و همچنین امکان انتقال این باکتری از ماهی به انسان، ضروری می باشد که به بررسی 
مایکوباکتریوم در ماهیان قزل آلای سبزوار بپردازیم. هدف از این تحقیق جداسازی و تعیین هویت مولکولی مایکوباکتریوم از ماهیان 
قزل آلای پرورشی استخرهای سبزوار می باشد. در این تحقیق تعداد ۵۰ ماهی قزل آلای پرورشی دارای علائم کلینیکال، از هفت استخر 
مختلف پرورش ماهی شهرستان سبزوار جمع آوری شد. پس از کالبدگشایی و کشت اختصاصی نمونه ها در شرایط استریل، به منظور 
تشخیص اسیدفست بودن باکتری، رنگ آمیزی ذیل نلسن انجام شد. سپس استخراج DNA صورت پذیرفت و 16s rRNA-PCR برای 
تایید عفونت مایکوباکتریومی انجام شد. برای تعیین هویت، نتایج سکونسینگ محصول PCR با استفاده از برنامه BLAST بررسی شد. 
 Mycobacterium peregrinum در این تحقیق، سه جدایه اسیدفست رشد نمود که سکانس هر سه جدایه با ۹۹ درصد شباهت به گونه
تعلق داشت. با توجه به اینکه M. peregrinum از آبزیان و موارد عفونت تنفسی انسان جداسازی شده، لذا ضروری است به افرادی که 

به هر نحوی با ماهی سروکار دارند، هشدارهای لازم داده شود. 

Mycobacterium peregrinum ،کلمات کلیدی: مایکوباکتریوز، ماهی قزل آلا
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The members of the genus Mycobacterium, are the causative agents of mycobacteriosis, Mycobacteriosis is a chronic and 
progressive disease that may affect all tissues of the fish. Clinical signs include scale loss, dermal ulceration, spinal defects 
and etc. Mycobacteriosis is a zoonosis disease, and most people who deal with fish, are at risk. Due to the expansion of Rain-
bow fish breeding in the city of Sabzevar and having awareness the disease caused by Mycobacterium in fish and as a result 
of mortality and economic damage and also possibility of transferring this bacterium from fish to humans, it is necessary to 
study Mycobacterium in Sabzevar Rainbow fish. The purpose of this research is isolation and molecular identification of 
Mycobacterium from Rainbow fishes in Sabzevar pools. In this research 50 Rainbow fishes with clinical signs collected from 
seven different fish breeding pools in Sabzevar city. After autopsy and culture of the specimens in sterile conditions, in order 
to confirm acid-fast of the bacteria, was performed Ziel-Neelsen staining. Then, DNA extraction was performed and PCR-16s 
rRNA was performed to confirm mycobacterium infection. To determine identity, the results of the sequencing of the PCR 
product were evaluated using the BLAST program. In this research, three acidfast isolates grew, that the sequence of all three 
isolates belonged with 99% similar to Mycobacterium peregrinum. Given that M. peregrinum is isolated from aquatic and 
human respiratory tract infections, Therefore, it is necessary to warn people who deal with fish in any way.
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مقدمه
مایکوباکتریوم می باشد که  عامل مایکوباکتریوز، گونه های مختلف جنس 
باکتری های میله ای، گرم مثبت و اسیدفست هستند )16(. این باکتری ها 
 )8( می شوند  بیماری  این   ایجاد  باعث  ماهی  گونه   200 از  بیش  در 
مایکوباکتریوز یک بیماری مزمن در جمعیت ماهی ها می باشد که با مرگ 
و میر پایین همراه است اما در برخی شرایط عفونت حاد شده و باعث 
به  را  زیادی  اقتصادی  نتیجه خسارات  در  و   )1( می گردد  زیادی  تلفات 
همراه خواهد داشت  )12(. شیوع مایکوباکتریوز در برخی از جمعیت های 

ماهی ممکن است به بیشتر از 15 درصد برسد )1(.
بسیاری از گونه های کند رشد و تند رشد مایکوباکتریوم از ماهی جداسازی 
 Mycobacterium marinum، Mycobacterium شده  است )12(. سه گونه
ایجادکننده  عوامل  شایع ترین   Mycobacterium chelonae و   fortuitum
طبیعی  ساپروفیت  مایکوباکتریوم ها  این   .)2( می باشند  مایکوباکتریوز 
موجود در آب و خاک و هستند و می توانند سال ها در آنجا باقی بمانند و 

بنابراین از این طریق می توانند به ماهی ها انتقال یابند )2(. یکی دیگر از 
مسیرهای انتقال به ماهی بلع غذای آلوده می باشد. ماهی آلوده به عنوان 
مخزن باکتری محسوب شده و عفونت را به سایر ماهی ها انتقال دهد. 
آلوده،  کوچک  ماهیان  بلع  طریق  از  می تواند  ماهی ها  بین  در  عفونت 
مدفوع و بافت های آلوده و همچنین تماس های پوستی منتقل شود. در 
برخی از ماهی ها انتقال از طریق تخمدان نیز گزارش شده است )5(. با 
وجود مسیرهای مختلف  ایجاد عفونت در بین ماهی ها، انتقال دهانی از 
طریق مدفوع یا لاشه ماهی آلوده بعنوان مسیر اصلی مایکوباکتریوز شناخته 
می شود )2(. از دیگر گونه های مایکوباکتریوم جدا شده از ماهی می توان به 
 Mycobacterium avium ،Mycobacterium abscessus ،Mycobacterium
 neoaurum ،Mycobacterium chesapeaki ،Mycobacterium  flavescens
 ،Mycobacterium gordonae ycobacterium shottsii ،Mycobacterium
 szulgai ،Mycobacterium scrofulaceum  ،Mycobacterium homophile

و ... اشاره کرد )1(. 
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بسیاری از ماهیان دوره طولانی حامل باکتری مایکوباکتریوم هستند، قبل 
یابد.  تظاهر  آن ها  در  مشخص  بطور  بیماری  بالینی  نشانه های  اینکه  از 
دوره کمون بیماری در ماهی ها متغیر است و دامنه ای از مرگ ناگهانی 
تا توسعه برای سال ها دارد. همه گونه های مایکوباکتریوم آبی می تواند 
موجب بیماری حاد یا مزمن در ماهی شوند که ممکن است با نشانه های 
بالینی متعدد و متنوع و اغلب شبیه به سایر بیماری ها همراه باشد )13(. 
علائم کلینیکال در ماهی غیراختصاصی و شامل از دست دادن پولک ها، 
زخم های پوستی، تغییرات رنگدانه، بیرون زدگی چشم ها، اتساع شکم، 
باله های خورده شده، رفتارهای غیرطبیعی، ناهنجاری های اسکلتی و .... 
می باشد )1(. علائم داخلی عفونت شامل بزرگ شدن کبد، طحال، کلیه 
اندام های  در  گرانولومایی  رنگ   یا خاکستری  ندول های سفید  و وجود 
داخلی می باشد.  فرم حاد بیماری با تراکم بالای باکتری مرتبط است که 
بندرت اتفاق می افتد )5(. شدت علائم به عوامل مختلفی از جمله سن 

ماهی، شرایط تغذیه ای، فشار اکسیژن و ... بستگی دارد )4(. 
مایکوباکتریوز یک بیماری زئونوز مرتبط با شغل است و بیشتر افرادی 
ممکن  افراد  هستند.  خطر  معرض  در  دارند،  کار  سرو  ماهی  با  که 
آب  با  وسیع  تماس  یا  ماهی  با  خراشیده  پوست  تماس  طریق  از  است 
پوستی  عفونت  یک  شنا  استخر  گرانولومای   .)1( شوند  مبتلا  آکواریوم 
و  حاد  التهاب  بصورت  که  می باشد  انسان  در   M. marinum از  ناشی 
به  محدود  بیماری  می شود.  دیده  توبرکولوئیدی  گرانولومای  تا  مزمن 
لنفاوی  غدد  به  لنفی  مسیرهای  طریق  از  می تواند  اما  بوده  پوست 
مجاور گسترش یابد. انتشار به مغز استخوان و احشاء شکمی به ندرت 
به  مبتلا  افراد  مورد  در  اما  است  نادر  عمومی  انتشار  می شود.  دیده 
دستگاه  بیماری  به  منجر  می تواند  ایمنی  تضعیف کننده  بیماری های 
به  انسان  انتقال  از  ،7(. شواهدی   13( مرگ شود  نهایت  در  و  تنفسی 
انسان مایکوباکتریوز وجود ندارد )13(. هدف از این تحقیق جداسازی 
و تعیین هویت مولکولی مایکوباکتریوم از ماهی های قزل آلای پرورشی 

شهرستان سبزوار می باشد.

مواد و روش ها
در این تحقیق تعداد 50 ماهی قزل آلای پرورشی که دارای علائم کلینیکال 
هفت  از  بودند،  پولک ها  دادن  دست  از  و  چشم ها  بیرون زدگی  مانند 
جمع آوری  سبزوار  شهرستان  مختلف  مناطق  از  ماهی  پرورش  استخر 
گردید. به منظور جمع آوری نمونه ها هفت استخر پرورش ماهی به طور 
دارای  ماهی  نمونه   50 تعداد  برای  گرفت.  قرار  بررسی  مورد  همزمان 
پرورش ماهی  استخر  از هر  و  زمان سپری شد  روز  کلینیکال سه  علائم 
در  حاضر،  حال  در  )جدول1(.  گردید  جمع آوری  نمونه  مشخصی  تعداد 
فعال  بصورت  ماهی   پرورش  استخر   13 مجموع  در  سبزوار  شهرستان 
وجود دارد که این هفت استخر به دلیل گسترده تر بودن نسبت به سایر 
استخرها برای انجام تحقیق انتخاب شدند. این تحقیق در فاصله زمانی 

فروردین الی شهریورماه 1396 انجام شد. 
مطالعه حاضر یک تحقیق توصیفی می باشد که به بررسی حضور و عدم 
حضور مایکوباکتریوم در ماهیان قزل آلای پرورشی استخرهای شهرستان 
سبزوار پرداخته است، لذا محاسبات آماری و آنالیز داده ها در این تحقیق 
و  تحقیق مطالعه  این  از  اینکه هدف  به  توجه  با  است.  نگرفته  صورت 
جداسازی مایکوباکتریوم و در صورت مثبت بودن تعیین هویت مولکولی 
مایکوباکتریوم بوده است و تعیین شیوع از اهداف مطالعه نبوده لذا حجم 

نمونه تعیین نشده است.
به  شده  فریز  و  تازه  شکل  به  شماره گذاری  از  پس  ماهی  نمونه های 
همه  روی  بر  و  یافت  انتقال  سبزوار  پزشکی  علوم  دانشگاه  آزمایشگاه 
آن ها به صورت مجزا كالبدگشایی و کشت انجام شد. مراحل کشت شامل 
تمامی  برای  کشت  و  تغلیظ  سازی،  خنثی  زدایی،  آلودگی  کردن،  صلایه 

نمونه ها انجام پذیرفت.

الف( صلایه کردن
)کبد،  احشاء  از  قسمت هایی  اسکالپل  تیغ  وسیله  به  استریل  شرایط  در 
طحال، کلیه و روده(، سر و دم نمونه های ماهی برداشت گردید. سرو دم، 

جداسازی و تعیین هویت مولکولی مایکوباکتریوم از  ...

گونه شناسایی شدهنتیجه 16s rRNA PCRنتیجه رنگ آمیزی اسیدفستتعداد نمونه های مثبتتعداد نمونه هاشماره استخر

171++M. peregrinum

261++M. peregrinum

371++M. peregrinum

45----

58----

69----

78----

              جدول1- نتایج تحقیق بطور خلاصه
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کبد، طحال و کلیه در یک هاون چینی و روده در هاون  چینی دیگری  
)بعلت احتمال آلودگی بیشتر(  قرار داده شد و با استفاده از شن استریل 

بصورت کامل صلایه گردید.

ب( آلودگی زدایی
به هر یک از هاون های حاوی تکه های نمونه، سود نرمال استریل به مقدار 
دقیقه در دمای  تا 30  به مدت 20  و  اضافه شد  با حجم نمونه،  مساوی 

آزمایشگاه  قرار گرفت. 

ج( خنثی سازی
در شرایط استریل و زیر هود ایمنی 5 تا 10 سی سی از مایع روئی هاون 
قطره  بصورت  سپس  گردید.  منتقل  استریل  فالكون  لوله  به  و  برداشت 
2 قطره  تا   1( کلریدریک  اسید  و  بلو  برموتیمول  قطره، مخلوط معرف 
معرف برموتیمول بلو در5 سی سی اسید کلریدریک نرمال( اضافه گردید 
تا زمانیکه pH محلول خنثی شد و محلول به سبز زیتونی تغییر رنگ داد. 

د( تغلیظ
لوله های فالکون به مدت 20 دقیقه در g 3000 سانتریفوژ گردید و مایه 

رویی دور ریخته شد . 

ه( کشت
به رسوب باقیمانده در هرلوله، حدود 0/5 میلی لیتر تامپون فسفاته اضافه 
و به میزان 0/1 میلی لیتر در هر یک از محیط های کشت شامل دو محیط 
كشت لونشتاین جانسون گلیسرول دار )LJG( و محیط كشت لونشتاین 
دمای  دو  در  محیط  هر  از  و  گردید  تلقیح   )LJP( پیروات دار  جانسون 
رشد  از  بعد  گرفت.  قرار  سانتی گراد  درجه   37 و  سانتی گراد  درجه   25
باکتری ها برای اطمینان از اسید فست بودن آن ها رنگ آمیزی ذیل نلسن 
برای  نمونه ها  و  تهیه  مجدد  کشت  یافته  رشد  باکتری های  از  شد.  انجام 

استخراج DNA به موسسه واکسن و سرم سازی رازی منتقل گردید.

استخراج DNA و تعیین غلظت DNA استخراج شده با دستگاه 
نانودراپ

دستورالعملی که در این تحقیق برای استخراج DNA مورد استفاده قرار 
گرفت پروتکلی است که به وسیله ون سولینگن و همکاران او در سال 

1997 طرح ریزی شد )20(. 

 DNA مراحل استخراج
و  برداشت  باکتری  لوپ  دو  یا  یک  جدایه  هر  از  باکتری  کشتن  برای 
و  گردید  منتقل   1X TE بافر  میکرولیتر   300 حاوی  میکروتیوب  به 
میکروتیوب ها به مدت یک ساعت در 80 درجه سانتی گراد قرار گرفت. 
در ادامه مقدار 50 میکرولیتر لیزوزیم به هر میکروتیوب اضافه و پس از 
ورتکس به مدت یک ساعت در 37 درجه سانتی گراد داخل ترمومیکسر 
قرار گرفت. سپس 75 میکرولیتر مخلوط پروتئیناز K و SDS 10 درصد 
به هر میکروتیوب اضافه و پس از ورتکس سریع به مدت 10 دقیقه در 
65 درجه سانتی گراد انکوباسیون شد. در ادامه به هر میکروتیوب 100 

میکرولیتر NaCl 5 مولار و 100 میکرولیتر محلول CTAB اضافه گردید و 
به مدت کوتاه ورتکس و سپس به مدت 10 دقیقه در انکوباتور 65 درجه 
سانتی گراد قرار گرفت. در ادامه 750 میکرولیتر ایزوآمیل الکل–کلروفرم  
به هر میکروتیوب اضافه و به مدت 10 ثانیه ورتکس و سپس به مدت 5 
دقیقه در g 12000 سانتریفوژ گردید. ترکیبات ذکر شده باعث ایجاد سه 
فاز آبی شد که لایه حاوی DNA درفاز بالایی قرار داشت. با کمک سمپلر 
به آهستگی فاز آبی كه حاوی DNA بود برداشت و به یک میکروتیوب 
ایزوپروپانول به فاز آبی حاوی اسید  دیگرمنتقل گردید. 450 میکرولیتر 
نوکلئیک اضافه و به مدت 30 دقیقه در 20- درجه سانتی گراد نگهداری 
 g به مدت 15 دقیقه در دمای اتاق در DNA شد. میکروتیوب های حاوی
12000 سانتریفوژ و مایع رویی دور ریخته شد. به هر میکروتیوب مقدار 
1 میلی لیتر اتانول 70 درصد سرد اضافه و سپس 5 دقیقه در دمای اتاق 
رسوب  حاوی  میکروتیوب های  شد.  ریخته  دور  مایع رویی  و  سانتریفوژ 
DNA در دمای اتاق به مدت 24 ساعت قرار داده شد تا خشک شود. در 
پایان به رسوب DNA، مقدار 20 میکرولیتر بافر 1x TE، ریخته شد تا کاملا 
حل شود. DNA استخراج شده برای تخمین میزان DNA و بررسی اولیه 
به وسیله الکتروفورز در دمای 4 درجه سانتی گراد نگهداری شد. در مرحله 
بعدی به وسیله دستگاه اسپکتروفتومتر نانودراپ میزان و خلوص DNA به 

طور دقیق مشخص شد )1(.

آزمایش PCR بروی DNAهای استخراج شده برای شناسایی 
مایکوباکتریوم

 :F پرایمر  جفت  و  مایکوباکتریوم  اختصاصی   16S rRNA ژن  از 
 '5  :R و   '3  )ACGGTG GGTACTAGG TGTGGG TTTC(  '5
تکثیر  برای     '3  )TCTGCGATTACTAGCGACTCCGACTTCA(
با  که  میکرولیتر  نهایی 16  با حجم   PCR استفاده شد.    543  pb قطعه 
 5( میکرولیتر  یک  پرایمرها  از  هریک  و حجم   Master mix از  استفاده 
پیکو مول( و 100-150 نانوگرم DNA و تنظیم حجم نهایی با آب مقطر 

انجام شد. 
 برنامه حرارتی PCR به صورت واسرشت اولیه DNA به مدت سه دقیقه 
در 95 درجه سانتی گراد و در ادامه 25 چرخه دمایی 94 درجه سانتی گراد 
درجه  دقیقه،72  یک  مدت  به  سانتی گراد  درجه   60 دقیقه،  یک  بمدت 
برای طویل نمودن  نیز  پایان  در  انجام شد.  دقیقه  سانتی گراد بمدت یک 
دقیقه   10 مدت  به  سانتی گراد  درجه   72 در  حرارتی  مرحله  یک  نهایی 
از ژل آگارز یک درصد   PCR اعمال گردید )5(. برای مشاهده محصول 

استفاده شد. 

تعیین سکانس
کره  ماکروژن  شرکت  به  ذکرشده  پرایمرهای  همراه  به   PCR محصول 
با  نتایج به دست آمده  توالی،   نتایج تعیین  از دریافت  ارسال شد. پس 

برنامه BLAST مورد بررسی قرار گرفت.

نتایج
از تعداد هفت استخر پرورش ماهی در شهرستان سبزوار، از سه استخر 
داشتند  قرار  هم  به  نزدیک  مکانی  درفاصله  که  سه  و  دو  یک،  شماره 
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تعدادی نمونه ماهی دارای علائم کلینیکال )جدول1( جداسازی شد، که 
از این تعداد از هر استخر تنها یک نمونه مثبت )آلوده به مایکوباکتریوم( 
گزارش شد و از چهار استخر باقی مانده نمونه مثبتی جداسازی نشد. پس 
روی  کلم  گل  شکل  به  کلنی هایی  کشت،  زمان  از  هفته  یک  گذشت  از 
محیط های کشت ظاهر شد که نشان دهنده احتمال وجود مایکوباکتریوم 

سریع الرشد می باشد. 
رنگ آمیزی  باکتری های رشد یافته،  بودن  اسید فست  تشخیص  منظور  به 
برای سه نمونه مذکور، مثبت  نتیجه رنگ آمیزی  انجام شد و  نلسن  ذیل 
  16s rRNA-PCR ،گزارش شد. سپس برای تایید عفونت مایکوباکتریومی
انجام شد. با انجام PCR در ایزوله های اسید فست، تعلق داشتن هر سه 
نمونه  جدا شده به مایکوباکتریوم تائید گردید. اعمال این استراتژی در مورد 
تمام جدایه ها منجر به مشاهده یک باند الکتروفورزی مشخص به اندازه 

546 جفت باز روی ژل آگارز گردید )شکل1(. 
برای تعیین هویت، نتایج سکونسینگ محصول PCR با استفاده از برنامه 
نمود  رشد  اسیدفست  جدایه  سه  تحقیق،  این  در  شد.  بررسی   BLAST
سریع الرشد  گونه  به  شباهت  درصد   99 با  جدایه  سه  هر  سکانس  که 

Mycobacterium peregrinum تعلق داشت )شکل 2(.

بحث
به  ماهیان  آلودگی  مورد  در  متعددی  اخیرمطالعات  سال های  در 
این  نتایج  است.  گرفته  صورت  دنیا  مختلف  نقاط  در  مایکوباکتریوم ها 

تحقیقات نشان دهنده گسترش جهانی این میگروارگانیسم می باشد )5(. 
 M. جزء کمپلکس ،M. peregrinum ،گونه جداسازی شده در این تحقیق
طلب  فرصت  پاتوژن  یک  و  گونه سریع الرشد  یک   .)6( است   fortuitum
می باشد. زیستگاه این گونه آب و خاک می باشد و می تواند بدون میزبان 
فراوانی   ،)14( همکاران  و  مهاجری   .)3( باشد  داشته  وجود  محیط  در 
گونه های مایکوباکتریوم آتیپیک استان کرمانشاه را در 110 نمونه آب مورد 
بررسی قرار دادند که از این تعداد 35 نمونه آلوده مشاهده شد و گونه های 
 Mycobacterium و   Mycobacterium goodi، Mycobacterium aurum
 Mycobacterium smegmatis، با فراوانی 11/5 درصد و گونه های gastri
 Mycobacterium porcinum، M. peregrinum، Mycobacterium

شد  جداسازی  درصد   8 فراوانی  با   M. chelonae و   mucogenicum
 M. شد  گفته  که  طور  و همان  است  منطقه ای سردسیر  کرمانشاه   .)14(
peregrinum از نمونه های آب این منطقه جداسازی شده، بنابراین به نظر 
به عنوان یک ماهی سردآبی، می تواند میزبان  می رسد که ماهی قزل آلا 
باشد. رهبر و همکاران )18(، 350 نمونه خاک و  این گونه  برای  مناسبی 
همچنین 120 نمونه آب از شهرستان ارومیه را مورد بررسی قرار دادند که 
از این تعداد، 65 نمونه خاک، آلوده به مایکوباکتریوم های غیرسلی بود و 
 M. ،)5/14 درصد( M. fortuitum بیشترین درصد فراوانی مربوط به گونه
 M. chelonae ،)2/58 درصد( M. flavescens  ،)3/4 درصد( peregrinum
 Mycobacterium ،هر کدام با فراوانی 1/71 درصد M. mucogenicum و
درصد(،   0/85(  M. abscessus درصد(،   1/14(   thermoresistible
و  درصد   0/57 فراوانی  با  کدام  هر   M. smegmatis و   M. neoaurum 
M. fortuitum third biovalant complex 3 با فراوانی 0/85 درصد گزارش 
شد. از نمونه های آب نیز تنها در 10 مورد مایکوباکتریوم غیرسلی جداسازی 
با 2/5 درصد بیشترین فراوانی و    M. chelonae M. fortuitum و  شد که 
فراوانی  با  کدام  هر   M. smegmatis و   M. peregrinum، M. abscessus
این  در  که  است  منطقه سردسیر  ارومیه   .)18( شد  گزارش  درصد   0/84
منطقه نیز M. peregrinum از آب و خاک جداسازی شده است. رعایایی 
اهواز  در خاک  غیرسلی  مایکوباکتریوم های  بررسی  به   ،)18( و همکاران 
با   .)18( نشد  جداسازی   M. peregrinum تحقیق  این  در  که  پرداخت 
توجه به اینکه گونه M. peregrinum از خاک اهواز به عنوان یک منطقه 
گرمسیر، جداسازی نشده اما از آب کرمانشاه و آب و خاک ارومیه )منطقه 
تمایل  گونه  این  که  داد  احتمال  می توان  است،  شده  جداسازی  سردسیر( 
بیشتری به مناطق سردسیر دارد و بنابراین ماهی  قزل آلا که سردآبی است 
این گونه نسبت به ماهیان گرم آبی باشد.  می تواند میزبان مناسبی برای 
اما به طور قطع نمی توان بیان کرد که این گونه به طور کلی در مناطق 
مناطق  در  بیشتری  تحقیقات  باید  زمینه  این  در  و  ندارد  وجود  گرمسیر 
گرمسیر و سردسیر صورت پذیرد. همچنین فاکتورهای مختلفی از جمله 
روش های آلودگی زدایی می تواند بر نتایج گونه های به دست آمده موثر 
باشد. عوامل دیگری مانند شرایط آب و هوایی و پوشش گیاهی بر فلور 
موجود در آب و خاک یک منطقه موثر خواهد بود )18(. همانطور که 
بیان شد گونه M. peregrinum از آب و خاک کرمانشاه و ارومیه به عنوان 
آب  تفاوت شرایط  به  توجه  با  و  است  شده  جداسازی  مناطق سردسیر، 
استخر  از هفت  اینکه  و  با منطقه گرمسیر سبزوار  مناطق  این  و هوایی 
پرورش ماهی تنها در سه استخر، در فاصله مکانی نزدیک به هم، آلودگی 
وجود داشته است، به نظر می رسد این گونه جزء فلور شهرستان سبزوار 
نبوده و احتمال می رود که آلودگی از طریق دیگری به عنوان مثال غذای 

آلوده، به ماهیان منتقل شده است.
همان طور که گفته شد M. peregrinum گونه ای فرصت طلب است و در 
آب و خاک وجود دارد بنابراین در شرایط مناسب )استرس( می تواند برای 
حیوانات از جمله ماهی، بیماری زا باشد )3(. گونه M. peregrinum برای 
انسان نیز بیماری زا بوده و بخصوص در افراد دارای نقص ایمنی می تواند 
سبب عفونت  های پوستی و بافت نرم، باکتریمی و پنومونی شود )3، 6، 
9، 19، 10(. در داخل کشور این گونه تاکنون از موارد انسانی جداسازی 
نشده است اما در کشورهای دیگر، گزارش هایی مبنی بر عفونت انسان با 

شکل1- نتایج PCR . ستون 6-1 نمونه های جدا شده از ماهی. ستون P: کنترل مثبت. ستون N: کنترل 

منفی. ستون M: سایز مارکر استفاده شده. )اصلی(

جداسازی و تعیین هویت مولکولی مایکوباکتریوم از  ...
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این باکتری وجود دارد. کامیجو و همکاران )10(، توانستند از یک عفونت 
پوستی گونه M. peregrinum را جداسازی کنند )10(. همچنین تادوروال 
و همکاران )19(، این گونه را از ضایعات ریوی یک مرد 72 ساله جداسازی 

کردند )19(.
مختلف  ماهیان  از  مایکوباکتریوم  گونه  چندین  تاکنون  نیز  ایران  در 
جداسازی شده است. قاضی سعیدی و همکاران )7(، از 113 آبشش ماهیان 
سردآبی خاویار بندر ترکمن، 11 مورد مایکوباکتریوم شناسایی کردند که 
بجز  مایکوباکتریوم ها  سایر  موارد  بقیه  و   M. marinum مورد  دو   تنها 
مورد  کشت  محیط  و  خنثی سازی  روش  است.  بوده   M. peregrinum
این  تفاوت  تنها  است،  حاضر  تحقیق  مشابه  تحقیق،  این  در  استفاده 
و  اکبری  همچنین   ،)7( می باشد  بررسی  مورد  ماهی  نوع  در  تحقیق  دو 
همکاران )1(، در موسسه تحقیقات واکسن و سرم سازی رازی از ماهیان 
در  که   ،)1( کردند  جداسازی  را   M. fortuitum گونه  البرز،  استان  زینتی 
روش آلودگی زدایی علاوه بر محلول سود، برای نمونه هایی با آلودگی کمتر 
از مخلوط سدیم نیترات و ان استیل ال سیستئین نیز استفاده شد. برای 
استفاده  نیز  هرولد  محیط  از  جانسون  لونشتاین  محیط  بر  علاوه  کشت 
نوع  براین  علاوه  باشد.  موثر  حاصل  نتایج  در  می تواند  که  است  شده 
ماهی های مورد بررسی نیز متفاوت بوده است. امینی و همکاران )13(، 
در موسسه تحقیقات واکسن و سرم سازی رازی، 50 نمونه ماهی سردآبی 
قزل آلا و همچنین  50 نمونه ماهی گرم آبی استان البرز را مورد بررسی قرار 
M. peregrinum، گونه های  داد، که از ماهیان سردآبی قزل آلا، علاوه بر 

M. gordonae و Mycobacterium septicum نیز جداسازی شد. اما از ماهیان 
M. peregrinum جداسازی شد  گونه  بجز  مایکوباکتریوم ها  سایر  گرم آبی 
)13(. در این تحقیق نیز مشابه اکبری و همکاران )1(، برای آلودگی زدایی، 
از مخلوط سدیم نیترات و ان استیل ال سیستئین و محلول سود و برای 
کشت، از محیط هرولد و لونشتاین جانسون استفاده شد. ماهی سردآبی 
ماهی  نمونه   50 روی  حاضر  تحقیق  مشابه  و  بود  قزل آلا  بررسی  مورد 
انجام شد که البته علاوه بر M. peregrinum دو گونه دیگر نیز جداسازی 
عوامل  کشت،  محیط  نوع  و  خنثی سازی  روش  در  تفاوت  بر  علاوه  شد. 
سبزوار،  شهرستان  به  نسبت  البرز  استان  بیشتر  وسعت  جمله  از  دیگری 
از  باعث شد  بیشتر،  آلودگی  احتمال  نتیجه  در  و  بیشتر  آبی  منابع  وجود 
ماهی قزل آلا گونه های دیگری نیز جداسازی شود. با توجه به مطالب گفته 
شده، در داخل کشور گونه M. peregrinum تنها از ماهیان سردآبی قزل آلا 
مشاهده  گرم آبی  و  زینتی  ماهیان  نمونه های  در  و  است  شده  جداسازی 
این  عدم وجود  بر  قطعی  دلیل  این موضوع نمی تواند  البته  است.  نشده 
گونه در ماهیان زینتی و گرم آبی  باشد و به تحقیقات بیشتری نیاز دارد. در 
تحقیق حاضر اگر تعداد نمونه های مورد مطالعه بیشتر بود احتمال داشت 
گونه های بیشتری جداسازی شود. همچنین برای آلودگی زدایی تنها از سود 
نرمال و برای کشت نیز از محیط لونشتاین جانسون استفاده شد که  در 

نتایج بدست آمده می تواند موثر باشد.  
جنوبی  آفریقای  در  زینتی  ماهی  نمونه   30 از   ،)15( همکاران  و  موتون 
 M. peregrinum گونه  تحقیق  این  در  کردند،  جداسازی   M. fortuitum

BLAST شکل2- بررسی نتایج تعیین توالی با برنامه
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جداسازی نشده است. با توجه به اینکه محیط کشت استفاده شده در این 
تفاوت در گونه جداسازی شده در  لونشتاین جانسون است،  نیز  تحقیق 

مطالعه می تواند علل دیگری داشته باشد )15(. 
با  گورخری  زینتی  ماهی  روی   ،)22  ،21( همکاران  و  ویپس  مطالعه  در 
استفاده از روش ستیل پریدینیوم کلراید برای آلودگی زدایی و محیط های 
شامل,  مختلفی  گونه های  جانسون  لونشتاین  و  بروک  میدل   کشت 
 M. haemophilum, M. marinum, M. chelonae, M. fortuitum
و  آراناز   .)21  ،22( شد  جداسازی   M. peregrinum و   M. abscessus
ماهی  نوع  یک  از  نمونه   14 در  را   M. peregrinum گونه   ،)3( همکاران 
این روش برای  )Tinca tinca( جداسازی کردند که در  پرورشی سردآبی 
آلودگی زدایی از هگزا دسیل پیریدینیوم کلراید و برای کشت از محیط های 
نوع  که  تفاوت  این  با  شد،  استفاده  بروک  میدل  و  جانسون  لونشتاین 
حاضر  تحقیق  با  نیز  آلودگی زدایی  روش  و  نبود  قزل آلا  سردآبی  ماهی 
متفاوت بود، بنابراین می توان نتیجه گیری کرد که این نوع ماهی سردآبی 
به  نسبت  باکتری  این  و  باشد  باکتری  از  گونه  این  میزبان  می تواند  هم 
در   ،)9( همکاران  و  هانگسلو   .)3( است  مقاوم  آلودگی زدایی  روش  دو 
 سوئد به بررسی وجود مایکوباکتریوم در 120 ماهی زینتی پرداختند که 
 M. peregrinum و   M. fortuitum درصد،   50 فراوانی  با   M. marinum
و  درصد   21 فراوانی  با   M. gordonae درصد،   29 فراوانی  با  کدام   هر 
M. chelonae با فراوانی 13 درصد جداسازی شد. برای آلودگی زدایی از 
ان استیل ال سیستئین سدیم کلراید استفاده شده است و نسبت به محلول 
کشت  برای  و  دارد  کمتری  قدرت  حاضر  تحقیق  در  استفاده  مورد  سود 
علاوه بر محیط لونشتاین جانسون از میدل بروک هم استفاده شده است 

که در نتایج حاصل می تواند موثر باشد )9(. 
 کوسار و همکاران )11(، در یک بررسی جداسازی مایکوباکتریوم از 107 
های  گونه  شامل  جدایه ها  از  درصد  که90  دادند  انجام  را  زینتی   ماهی 
گونه های  درصد   10 و   M. chelonae و   M. marinum, M. fortuitum
 M. peregrinum/ septicum, M. gordonae, Mycobacterium دیگر شامل
 arupense, Mycobacterium ulcerans, Mycobacterium kansasii,
اتانول  فنوکسی  از  آلودگی زدایی  برای  بود.   Mycobacterium setense
استفاده شده  لونشتاین جانسون  و  بروک  میدل  از محیط  برای کشت  و 
 M. peregrinum است، در این تحقیق ماهیان مورد بررسی زینتی بوده و
نیز  آلودگی زدایی  این روش  به  این گونه،  بنابراین  است،  جداسازی شده 

مقاوم بوده است )11(.
 پوک و همکاران )M. marinum، M. peregrinum، M. fortuitum ،)17 و 
abscessus M. را از27 ماهی زینتی جداسازی کردند، برای آلودگی زدایی 
از تری کائین متانوسولفونات و برای کشت از لونشتاین جانسون استفاده 
M. peregrinum همراه با گونه های  شده است )17(، که در این تحقیق 
شایع آلوده کننده ماهی ها نیز جداسازی شده، علیرغم اینکه تعداد ماهیان 
مورد بررسی زیاد نبوده با این وجود گونه M. peregrinum جداسازی شده 

است که به این روش آلودگی زدایی نیز مقاوم بوده است.
به  آلودگی  موارد  بیشتر  کشور  از  خارج  در  فوق،  مطالب  به  توجه  با   
وجود  با   M. peregrinum و  بوده  زینتی  ماهیان  در  مایکوباکتریوم ها 
آلودگی ها  موارد  بیشتر  در  شایع  گونه  متفاوت،  آلودگی زدایی  روش های 
بوده است اما در داخل کشور این گونه تاکنون از ماهیان زینتی جداسازی 

این به معنای  از ماهیان سردآبی جداسازی شده است که  نشده و فقط 
عدم وجود این گونه در ماهیان زینتی نمی باشد و نیاز به تحقیقات بیشتری 
از  با خارج  مقایسه  در  داخل کشور  در  به طورکلی  دارد.  زمینه  این  در 
کشور در زمینه آلودگی ماهیان به مایکوباکتریوم ها  تحقیقات کمی صورت 

گرفته، که  می تواند باعث تفاوت در نتایج شود.
با توجه به اینکه M. peregrinum در داخل کشور و نیز در خارج از کشور 
از ماهی ها جداسازی شده و دو مورد هم عفونت پوستی و عفونت ریوی 
در  تحقیق حاضر  بنابراین   ،)10،  19( است  گزارش شده  انسانی  از نمونه 
مورد جداسازی این گونه از ماهیان قزل آلا حائز اهمیت بوده و به افراد 
بخصوص دارای نقص ایمنی که در تماس با ماهی هستند، ضروری است 

هشدارهای لازم داده شود.    

نتیجه گیری کلی 
در این تحقیق، منشاء آلودگی ماهیان قزل آلای شهرستان سبزوار مشخص 
نشده است و اینکه آیا گونه جداسازی شده جزء فلور منطقه بوده و یا 
آلودگی در نتیجه سایر عوامل ایجاد شده است یا خیر، در هاله ای از ابهام 
بررسی  به  نیاز  مشابه  بسیاری سوالات  و  این سوال  به  پاسخ  دارد.  قرار 

بیشتر و گسترده تر دارد.
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