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 ABSTRACT 
 

 Background:  Aquatic ecosystems are an important source of nontuberculous mycobacteria (NTM) that can cause different 
diseases in human. Since culture of mycobacteria needs long-term incubation, fast-growing microorganisms and 
contaminants in the environment usually prevents the isolation of mycobacteria. Here, we compare different treatment 
protocols and describe a method that increases the recovery and improve the culturability of NTM from aqueous samples. 

 Materials & Methods:  A total of 35 samples from the water sources like tap water, and medical devices such as manometer, 
dialysis devices, nebulizers, ventilator and dental units were collected. Containers containing 50 mL of the sample were 
immediately transferred for culture on Lowenstein-Jensen medium to the laboratory and examined. For better isolation of NTM, 
different concentrations of NaOH, sodium dodecyl sulphate (SDS), cetylpyridinium chlorid (CPC), oxalic acid and cyclohexamide 
in culture media were examined. 

Results:  Culture media with 1% solution of NaOH, 3% SDS and 5% oxalic acid was completely effective to eliminate the 
contaminants and it also showed the lowest inhibitory effect on mycobacteria. The concentrations between 0.3 gr to 1 gr of 
cyclohexamide had the best inhibitory effect on growth of fungi. 

Conclusion:   Culture media with NaOH 1%, SDS 3%, 5% of oxalic acid and 0.3-1 gr cyclohexamide can increase the recovery 
and improve the culturability of NTM from aqueous samples.  
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Introduction

Nontuberculous mycobacteria (NTM) are 
opportunistic pathogens for humans. More than 160 
species of Mycobacterium genus have been recognized 
and they have high variability in the aspects of virulence, 
adaptation to the environment, pathogenicity, drug 
resistance and growth characteristics (1). A variety of 
NTM often widely dispersed in the environment can 
cause opportunistic infections in human (2-4). 

Environmental resources including water, soil, dust and 
aerosol (5) and in many cases, water is a carrier of the 
bacteria. Most NTM infections can cause disease through 
contact with soil and water resources and human-to-
human transmission is not reported until now [6]. 
Although the contact between the human and 
environmental mycobacteria is inevitable, the disease by 
NTM mostly related with skin defect, having previous 
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lung disease and disorders such as congenital and 
acquired immunodeficiency. 

These bacteria are mostly resistant to antibiotics, 
antiseptics and disinfectants and are also considered as 
nosocomial pathogen (7). Currently, more than 20 NTM 
species have been identified in drinking water that are 
resistant to disinfectants (such as chlorine) and also 
tolerate a wide range of pH and temperature. In addition, 
NTM can survive in pipes containing flowing water due to 
biofilm formation, their hydrophobicity and amoeba-
associated lifestyle (5, 8-13). The bacteria also were 
isolated from hot water systems, spas and swimming 
pools. Since culture of mycobacteria needs long-term 
incubation, fast-growing microorganisms and 
contaminants in the environment usually prevents the 
isolation of mycobacteria. For this reason, different 
treatment protocols were examined to increase the 
recovery and improve the culturability of NTM from 
aqueous samples.  

 

Materials and Methods 

Sample Collection 

A total of 35 samples from the aquatic sources of the 
teaching hospitals of Iran University of Medical 
Sciences, Tehran, Iran, including tap water and medical 
devices such as manometer, dialysis devices, 
nebulizers, ventilator and dental units were collected. 
Approximately 50 mL of each sample was collected in a 
sterile glass bottle, transferred to laboratory in an 
icebox and examined within 24 hrs.  

Sample Preparation and Culture 

Water samples were centrifuged for 30 minutes at 
3000 rpm. The sediment (3 mL) was transferred to two 
sterile containers, and was decontaminated by two 
methods. The first method was implemented as 
following: 1.5 mL of 1% NaOH and 1.5 mL of 3% SDS 
were added for decontamination after centrifuge and 
were incubated at room temperature for 30 minutes. 
Then, Phenolphthalein reagent and 40% phosphoric 
acid were added for neutralization. The tubes were 
then centrifuged at 3000 rpm. Supernatant was 
discarded and the pellet was cultured on two separate 
tubes containing Lowenstein Jensen (LJ) media which 
were then placed at 25°C and 37°C. Second method was 
as following: 0.05% CPC solution (cetylpyridinium 
chloride) with a volume equal to the sample was added 
after centrifugation. Samples were shaked for 20 
minutes at room temperature and then centrifuged at 
3000 rpm for 15 minutes and supernatant was 
discarded. Then, 2 mL of distilled water was added to 
the pellet for neutralization of the remaining CPC and 
was further centrifuged at 3000 rpm. Finally, pellet was 
cultured on two separate tubes of LJ media and placed 
at 25°C and 37°C. Culture media were studied every 48 

h for 5 months for the possible growth of colonies.  
Then, Acid-fast staining was performed by Ziehl-
Neelsen method which confirmed the presence of 
Mycobacteria. Phenotipycal characteristics and 
molecular method were used for confirmation (14).  For 
high contamination of samples with yeast and fungi, 
different concentrations of cyclohexamide were added 
to LJ media for primary isolation of the bacteria. 
Different cyclohexamide concentrations were 0.025 g, 
0.05 g, 0.06 g, 0.64 g, 0.2 g, 0.3 g, 0.5 g and 1 g, were 
used for each 1600cc of LJ culture media.  

Another treatment protocol was conducted for the 
isolation of colonies on contaminated LJ culture media 
with other bacteria or fungi by following four methods: 
First protocol; Mixed colonies were picked off and 
dissolved in 200 µL of distilled water in a sterile falcon. 
Then, CPC with the volume equal to the sample was 
added and vortexed. It was then shaken at room 
temperature for 30 minutes and centrifuged at 3000 
rpm for 30 minutes. In the next step, supernatant was 
discarded and 200 µL of distilled water was added to 
the sample for washing and was again centrifuged at 
3000 rpm for 15 minutes. Supernatant was discarded 
and finally, the pellet was cultured on LJ culture media 
containing cyclohexamide. Second protocol; Mixed 
colonies dissolved in 200 µL of distilled water in a sterile 
falcon and 1.5 mL of 1% NaOH and 1.5 mL of 3% SDS 
was then added. After vortexing and shaking at room 
temperature for 30 minutes, phenolphthalein reagent 
and 40% phosphoric acid were added for neutralization. 
Sample was then centrifuged at 3000 rpm for 30 
minutes. Supernatant was discarded and the pellet was 
cultured on LJ media containing cyclohexamide. Third 
protocol; mixed colonies dissolved in 200 µL of distilled 
water in a sterile falcon. Then, 200 µL of 5% oxalic acid 
was added to the solution. After vortexing, it was 
shaken at room temperature for 30 minutes. At that 
point, sample was centrifuged at 3000 rpm for 30 
minutes. Supernatant was discarded and pellet was 
cultured on LJ media containing cyclohexamide. Fourth 
protocol; mixed colonies dissolved in 200 µL of distilled 
water in a sterile falcon. 1.5 mL of 1% NaOH and 1.5 mL 
of 3% SDS were then added. After vortexing, it was 
shaken at room temperature for 30 minutes. 
Phenolphthalein reagent and 40% phosphoric acid 
were added for neutralization. Sample was then 
centrifuged at 3000 rpm for 30 minutes. Supernatant 
was discarded and the pellet was vortexed and 200 µL 
of 5% oxalic acid was added. The tube was then shaken 
at room temperature for 40 minutes and finally, sample 
was centrifuged at 3000 rpm for 30 minutes. 
Supernatant was discarded and the remaining pellet 
was cultured on LJ media containing cyclohexamide.  

Also, different culture media were used for isolation 
of Mycobacterium colonies from contaminated LJ 
media. The media was including: BHI agar culture 
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media, MacConkey culture media, Blood agar 
containing nalidixic acid (0.056 gr per 1600 cc of culture 
media), Blood agar containing penicillin G (0.05 gr), 
Blood agar containing nalidixic acid and penicillin (0.056 
gr and 0.05 gr, respectively), LJ culture media containing 
nalidixic acid, penicillin and cyclohexamide (0.02 gr per 
1600 cc culture media).  

 

Results 

Among the used protocols, mycobacteria were 
isolated by the two methods that are shown in Table 1. 
Concentrations of 0.025, 0.05 and 0.06 were somewhat 
effective in reducing fungal and yeast contaminations 
but did not thoroughly prevent contamination. 
Concentrations of 0.64 to 0.2 eradicated more than half 
of the fungal and yeast contaminations and in 

concentrations of 0.3 g and 0.5 g no fungal 
contamination was observed. But in some cases, small 
amounts of yeast and fungal contamination were still 
seen which were completely removed by concentration 
of 1 g cyclohexamide. 

Treating the contaminated colonies by 1-0.05% CPC 
solution and 2-1% NaOH and 3% SDS protocols did not 
reduced the contamination. Threating with 3-5% oxalic 
acid reduced the contamination but was not completely 
removed and after several days contamination level 
raised and other bacterial and yeast agents grew along 
with Mycobacteria. Finally, 4-1% NaOH, 3% SDS and 5% 
oxalic acid protocol was completely removed 
contamination from all the treated media and 
mycobacteria grew purely. 

 

 

Table  1. Frequency of mycobacterial isolates in water sources of the hospitals  

 

 

On BHI agar, no growth was observed after two 
months of storage. Culture on MacConkey agar and 
blood agar containing nalidixic acid and penicillin. A 
few days after culture, Gram-negative bacteria had 
growth on all culture media and no growth of 
mycobacteria was observed. On selective LJ culture 
media with antibiotics, no contamination was 
observed and mycobacteria started growth after a 
month or even two months in some cases but the rate 
of Mycobacterial growth was lower compared to LJ 
media containing cyclohexamide without antibiotics 
(penicillin and nalidixic acid).  

 

Discussion 

Today, many studies emphasize on the necessity of 
identifying NTM in water and finding the suitable 
solution for controlling these contaminations (14). 
There are different methods for isolation of NTM from 
the environment but there is a need for a standard 
method in order to identify the biological sources 
contaminated with NTM. In a study conducted by 
Kamala et al. in 1993 in India, 6 decontamination 
methods were used for isolation of mycobacteria from 
water and soil. More positive samples were detected 

by 3% SLS (Sodium Lauryl Sulfate) and 1% NaOH (15). 
Also, in a study conducted by Nicolas Radomski in 
2009, it was shown that decontamination with 0.05% 
CPC for 30 minutes and culture on rich LJ media 
containing PANTA, reduces the growth of unwanted 
bacteria significantly. It was shown that 
decontamination with 0.05% CPC caused termination 
of Mycobacterium chelonae (71.1%) and 
Mycobacterium avium (70%). In contrast, in a study 
conducted by Thomson et al. it was shown that using 
0.005 CPC in water samples leads to the survival of 
3.6% of both M. avium and Mycobacterium 
intercellular (16).  However, CPC could be used in 
different concentrations for samples with low 
(0.005%) or high (0.05%) contaminations (17). 

In a study by Khosravi and et al. in 2016 in Khuzestan 
province of Iran, 77 culture positive mycobacteria 
were isolated from 258 hospital water samples. CPC 
0.005% was used for decontamination (18). Moreover, 
in a study by Falsafi et al. in Iran, three methods of 
decontamination including 0.01% CPC, 4% NaOH and 
1% NaOH+3% SDS were used and indicated that 
decontamination with CPC is the best method for 
decontamination which reduces the growth of 
unwanted microorganism and does not have much 

Sample water Temperature Positive Negative Contaminated 

NAOH+SDS 
37°C 19 9 7 

25°C 24 7 4 

CPC 0.05 
 

37°C 0 33 2 

25°C 8 26 1 
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inhibitory effects on NTM (19). Rahbar et al. in Iran in 
2010 were studied on 120 water samples, they were 
able to isolate 10% of the total samples by 0.05% CPC 
(20).  

According to the results of the current study, the use 
of lower concentrations of CPC was highly effective 
compared to 1% NaOH and 3% SDS as using 0.05% CPC 
resulted in less contamination and higher persistence 
of samples compared to NaOH and SDS. But the 
number samples with Mycobacterial growth was 
lower. Most media with CPC showed no growth which 
is estimated to be a result from using high 
concentrations of CPC which probably is more 
effective in lower concentrations. Meanwhile, the 
growth rate of mycobacteria increases by increasing 
cyclohexamide level in culture media and no inhibitory 
effect was observed in Mycobacterial growth in 
cyclohexamide concentration to 1 g per 1600 cc. 
However, concentrations of 0.3 g and 0.5 g were the 
most effective in the purification of NTM. Nalidixic 
acid was effective in the preventing the contamination 
of culture media and purification of mycobacteria but 
can somewhat prevent the growth of Mycobacteria. 

Nalidixic acid has the highest inhibitory effect on NTM 
when the number of mycobacteria is low in the 
sample. Therefore, it is suggested to use nalidixic acid 
for purification and not for primary decontamination. 
In many studies conducted in Iran, 1% NaOH and 3% 
SDS were used same as the current study. But it seems 
like using low concentrations of CPC is effective in the 
isolation of NTM and depend on sample volume.  

In conclusion, the use of NaOH 1%, SDS 3%, 5% of 
oxalic acid and 0.3-1 gr cyclohexamide can increase 
the recovery and improve the culturability of NTM 
from aqueous samples.  
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 پزشکیشناسی میکروب

 

 

های مختلف های غیرسلی هستند که منجر به بیماریمهمترین منابع آبی برای مایکوباکتریومهای آبی  اکوسیستم زمینه و اهداف:  

می  انسان  دلیل  در  به  مایکوباکتریوم انکوباسیون  شوند.  مدت کشت  آبیها  طولانی  منابع  میکروارگانیسماز  سریع ،  و های  الرشد 

  که روشی  ،  های مختلفروش  ۀمقایس  در این مطالعه بانند.   کها جلوگیری میهای محیطی معمولا از رشد مایکوباکتریومآلودگی 

 . اندبررسی شده دهد های غیرسلی از منایع آبی را افزایش میمایکوباکتریوم جداسازی

نمونه از منابع آبی مانند شیر آب و سایر تجهیزات پزشکی مانند مانومتر، دستگاه دیالیز،    35در مجموع تعداد  مواد و روش کار:

جهت کشت بر  ها  نمونهی،  لیترمیلی  50آوری در فالکون  پس از جمعآوری شد.  های دندانپزشکی جمع نبولایزر، ونتیلاتور و یونیت

جانسون   اشتاین  لون  محیط  شدروی  داده  انتقال  آزمایشگاه  به  مایکوباکتریومندسریعا  بهتر  جداسازی  برای  سلی،  .  غیر  های 

 .شدنداسید اگزالیک و سیکلوهگزیمید ارزیابی  سولفات، ستیل پیریدینیوم کلراید، های مختلف سود، سدیم دودسیلغلظت

کننده را حذف کرد و دارای کمترین ی آلوده هاباکتریطور کامل  به  SDS  3%و    % 5، اسید اگزالیک  %3محلول سود   :هایافته

 ها قارچ گرم از سیکلوهگزیمید، بهترین اثر مهاری را بر روی رشد    0/ 3الی    1ها بود. غلظت  میزان تاثیر مهاری بر روی مایکوباکتریوم 

 داشت.

تواند می   SDS  3%  و  %5، اسید اگزالیک  %3سود  و تیمار با  گرم از سیکلوهگزیمید    0/ 3-1  محیط کشت با غلظت  گیری:نتیجه

  افزایش دهد.های غیر سلی از منابع آبی را جداسازی و کشت مایکوباکتریوم
 

 ی جداساز یهاروش  مارستان،یب یمنابع آب ،یسل ریغ یهاومیکوباکتریما :هاواژه  کلید

 
 

 دسترسی آزاد؛ کپی برداری، توزیع و نشر برای استفاده غیرتجاری با ذکر منبع آزاد است. :  مجله میکروب شناسی پزشکی ایران   ©رایت  کپی 

 مسئول: ۀنویسند

ساروخل  دربان  گروه  ،  لیداود 

دانشگاه    ،یپزشک  ۀ دانشکد  ،یشناسکروبیم

 ران یتهران، ا ران،یا یپزشکعلوم

 darban.d@iums.ac.ir   ایمیل:

 مه مقد

پاتوژن مایکوباکتریوم    غیرسلی  برای  فرصت   ی های های  طلب 

گونه مایکوباکتریوم شناسایی    160انسان هستند. تا به حال بیش از  

محیط اطراف، مقاومت آنتی  زایی، وفق با  شده است و از نظر بیماری 

 ( هستند  زیادی  بسیار  تنوع  دارای  رشد  خصوصیات  و  (.  1بیوتیکی 

مایکوباکتریوم مجموعه  از  که  ای  هستند  محیط  در  سلی  غیر  های 

عفونت می  به  منجر  فرصت توانند  ) های  شوند  انسان  در  (.  4- 2طلب 

و در    هستند ها  منابع محیطی شامل آب، خاک، گردوغبار و ائروسل 

  آید به حساب می   ها باکتری این  منبع عفونت برای  بسیاری از موارد، آب  

  تواند می های غیرسلی  های حاصله از مایکوباکتریوم . بیشتر عفونت ( 5) 

از طریق تماس با منابع آبی و خاکی انتقال یابد و تا به حال انتقال  

ود  . تماس انسان با محیط اطراف خ ان به انسان گزارش نشده است انس 

بیشتر در افراد    ها باکتری ناپذیر است و بیماری حاصله از این  اجتناب 

زمینه  ریوی  بیماری  پوستی،  جراحت  بیماری دچار  و  نقص  ای  های 

 (.  6)   شود می ایمنی مادرزادی و اکتسابی مشاهده  

ی آتی پیک نسبت به آنتی بیوتیک ها،  ها مایکوباکتریوم بیشتر  

و   ها  کننده  هستند ضدعفونی  مقاوم  عوامل    گندزداها   عنوان  به  و 

 ( نظر گرفته می شوند  بیمارستانی در  (. در حال حاضر  7بیماریزای 

گونه مایکوباکتریوم غیرسلی در آب آشامیدنی شناسایی    20بیش از  

مقاوم  نس شده است که   بت به ضدعفونی کننده هایی همچون کلر 

از دما و   تو   pHهستند و همچنین طیف وسیعی  انند تحمل  را می 

ید بیوفیلم، خاصیت  به دلیل تول   می توانند   ها باکتری کنند. به علاوه این  

و زندگی در داخل آمیب ها در لوله های حاوی آب جاری  آب گریزی  

چشمه    همچنین از منابع آب گرم همچون  ها باکتری این   . زنده بمانند 

 ی پزشکی ایرانشناسکروبیممجله 

 1398 آذر و دیـ  5ـ شماره  13سال 
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زی  (. به دلیل اینکه جداسا 13- 8،  5) ها و استخرها جداسازی شده اند  

کشت   دارد،    ها مایکوباکتریوم و  مدت  طولانی  انکوباسیون  به  نیاز 

ی آلوده کننده در محیط  ها باکتری الرشد و  سریع ی  ها میکروارگانیسم 

های  و به همین خاطر روش   کنند می معمولا از رشد آنها جلوگیری  

کشت   و  جداسازی  افزایش  جهت  تیمار  از    ها مایکوباکتریوم مختلف 

منابع آبی مورد ارزیابی قرار گرفته است. در این مطالعه ما تلاش کردیم  

نمون  از  کمی  حجم  و  جدید  روش  یک  از  استفاده  با  این  آب   ۀ تا  ی، 

 را جداسازی کنیم.   ها باکتری 

 ها مواد و روش  

 نمونه   آوری جمع 

های آموزشی  نمونه از منابع آبی بیمارستان   35تعداد  در مجموع  

دانشگاه علوم پزشکی ایران مانند شیر آب و سایر تجهیزات پزشکی  

یونیت  و  ونتیلاتور  نبولایزر،  دیالیز،  دستگاه  مانومتر،  های  مانند 

تقریبا  شد.    آوری جمع 1397  الی   1394در طی سالهای    دندانپزشکی 

آزمایش سریعا به    برای شد و    آوری مع ج   از هر نمونه آب   لیتر میلی   50

 آزمایشگاه انتقال داده شد. 

 سازی نمونه و کشت آماده 

دقیقه سانتریفوژ    30به مدت    rpm 3000در دور  های آب  نمونه 

به دو لوله استریل انتقال    حاصله از سانتریفوژ   ( لیتر میلی   3)   شد. رسوب 

در روش  زدایی شد.  ای آلودگی داده شد و هر کدام توسط روش جداگانه 

سانتر اول،   از  م   وژ ی ف ی پس    1/ 5و    % 1سود    لیتر میلی   1/ 5  زان ی به 

  30اضافه و سپس به مدت    یی زدا   ی جهت الودگ   SDS  3%  لیتر میلی 

در مرحله بعد با    . شد   همراه با تکان دادن انکوبه اتاق    ی در دما   قه ی دق 

  ی ساز ی خنث   % 40  ک ی فسفور   د ی و اس   ن ی اضافه کردن معرف فنل فتالئ 

گرفت  نمونه   . صورت  به مدت سپس     3000rpmدور    با   قه ی دق   30ها 

مانده در    ی سپس رسوب باق و    خته ی دور ر   یی رو   ع ی شدند. ما   وژ ی ف ی سانتر 

کشت    ( LJلوون اشتاین جانسون ) کشت    ط ی مح   ی مجزا حاو   ۀ دو لول 

  قرار داده شد.   سلسیوس درجه    25و    37  ی دما   شد و هر کدام در داده  

هم حجم    ۀ به انداز این صورت بود که پس از سانتریفیوژ،    به   روش دوم 

( اضافه شد،  cetylpyridiniumchloride)  CPC  05 /0%نمونه محلول  

همراه با تکان دادن انکوبه  دقیقه در دمای محیط    20ها به مدت  نمونه 

شد. پس    دقیقه سانتریفیوژ   15به مدت    3000rpm  دور   و سپس با   شد 

ریختن  رویی   از دور  به مایع  مقطر  آ   لیتر میلی   2ه  رسوب حاصل   ،  ب 

  دور با   سپس   . اضافه شد   CPC باقی مانده سازی استریل جهت  خنثی 

3000rpm   شد   دقیقه   15  مدت   به رسوب    و   سانتریفیوژ  نهایت  در 

شد و    داده   کشت   LJ  کشت   محیط   حاوی   مجزا   ۀ لول   دو   مانده در باقی 

های کشت  محیط   . شد   داده   قرار   سلسیوس درجه    25  و   37  دمای   دو   در 

الی کلنی  ماه برای مشاهده پیدایش احتم   5یک روز در میان به مدت  

از ظاهر شدن کلنی .  شدند رسی  ر ب  به  آ رنگ   ، پس  میزی اسید فست 

شده با  جدا های  و در نهایت هویت کلنی   شد   نلسون انجام - روش زیل 

های فنوتیپیک )شکل کلنی، سرعت رشد و تولید پیگمان( و با  تست 

 (. 14)   روش ملکولی تایید نهایی شدند 

مخمر و    با   ها نمونه لودگی فراوان  ه دلیل آ اولیه ب جداسازی  در  

اضافه    LJید به محیط کشت  های مختلف سیکلوهگزام قارچ ،غلظت 

های مختلف  غلظت شد تا از رشد آنها جلوگیری شود. به همین منظور  

به ترتیب    LJ  سی سی محیط کشت   1600سیکلوهگزامید به ازای هر  

به     گرم   1 ،   0/ 5 ،   0/ 3 ،   0/ 2  ،   0/ 64،  0/ 06،  0/ 05 ، 0/  025  : شامل 

شد.   اضافه  کشت  جهت  محیط  سیکلوهگزیمید  غلظت  بهترین 

  جداسازی همچنین جهت  گرم بود.    0/ 3  - 1  ها مایکوباکتریوم جداسازی  

محیط  کلنی  که کامل  آ   هایی  از  قارچی  ترکیبی  و  باکتریایی  لودگی 

های  کلنی در روش اول،    زیر استفاده شد.  روش تیمار  از چهار داشتند 

میکرولیتر    200و در    شد   از سطح محیط کشت برداشته   ها قارچ آلوده با  

ن استریل حل شد، سپس هم حجم  و ب مقطر استریل در یک فالک آ 

و ورتکس صورت گرفت. حدود نیم ساعت در    شد  اضافه  CPC  ، نمونه 

  3000rpm  دور   در   سپس    . شد   دمای محیط همراه با تکان دادن انکوبه 

در مرحله بعد مایع رویی را دور    . شد   سانتریفیوژ   دقیقه   30به مدت  

از   پس  و  شو آ ریخته  و  برای شست  مقطر  آ میکرولیتر    200  ، ن  ب 

    3000rpm دور   دقیقه با  15استریل به نمونه اضافه و دوباره به مدت 

شد. مایع رویی دور ریخته شده و در نهایت رسوب باقی    سانتریفیوژ 

محیط    از   ها قارچ آلوده با  های  کلنی کشت داده شد. در روش دوم،  مانده  

ون  ب مقطر استریل در یک فالک آ میکرولیتر    200در    و   کشت برداشته 

شد.  حل  میزان   استریل  به    1/ 5  و   % 1سود    لیتر میلی   1/ 5  سپس 

ه مدت  گرفت و ب   صورت   ورتکس   و   ن اضافه آ به    SDS   3%  لیتر میلی 

  مرحله   در شد.    همراه با تکان دادن انکوبه دقیقه در دمای محیط    30

  % 40  فسفوریک   اسید   و   فتالئین   فنل   معرف   کردن   اضافه   با   بعد 

  دور   با   دقیقه   30مدت   به   ها نمونه   سپس   . گرفت   صورت   سازی خنثی 

3000rpm    رسوب   نهایت   در   مایع رویی را دور ریخته و   شد.   سانتریفیوژ  

  محیط   از   آلوده   های کلنی در روش سوم،   . شد   داده   کشت   مانده   باقی 

  ن و فالک   یک   در   استریل   مقطر   ب آ   میکرولیتر   200  در و    برداشته   کشت 

  % 5میکرولیتر اگزالیک اسید    200میزان    به   سپس   شد.   حل   استریل 

دقیقه در    30سپس به مدت    . گرفت   صورت   ورتکس   و   به محلول اضافه 

محیط   انکوبه دمای  دادن  تکان  با  آن،   شد.   همراه  از    به   نمونه   پس 

  دور   را   رویی   مایع شد.    سانتریفیوژ   3000rpm  دور   با   دقیقه   30مدت 

در روش آخر،    شد.   داده   کشت   مانده   باقی   رسوب   نهایت   در   و   ریخته 

  ب آ   میکرولیتر   200  در و    برداشته   کشت   محیط   از   آلوده   های کلنی 

  1/ 5  میزان   به   سپس   شد.   حل   استریل   ن و فالک   یک   در   استریل   مقطر 
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  ورتکس   و   شد   اضافه   ن آ   به   SDS   3%  لیتر میلی   1/ 5  و   % 1سود    لیتر میلی 

همراه    محیط   دمای   در   دقیقه   30  مدت   به بعد،    ۀ . در مرحل گرفت   صورت 

  و   فتالئین   فنل   معرف   کردن   اضافه   با   سپس   . شد   با تکان دادن انکوبه 

  30مدت   به   ها نمونه . گرفت   صورت   سازی خنثی  % 40 فسفوریک   اسید 

شد و   ریخته  دور   رویی  مایع   . شد  سانتریفیوژ  3000rpm دور   با   دقیقه 

مده ورتکس شد و سپس مجددا به رسوب حاصل  آ رسوب به دست  

دقیقه در دمای    40درصد اضافه شد،   5میکرولیتر اگزالیک اسید    200

  30مدت   به   و در نهایت نمونه   همراه با تکان دادن انکوبه شد محیط  

مایع   سانتریفیوژ   3000rpm  دور   با   دقیقه  و    دور   رویی   شد.  ریخته 

سازی نهایی  در نهایت جهت خالص   . شد   اده د   کشت   مانده   باقی   رسوب 

سپس بر روی  چهارم استفاده شد و    روش ی آلوده از  ها نمونه و تیمار  

 حاوی سیکلوهگزامید کشت داده شد.    LJ  محیط کشت 

های زیر نیز جهت کشت  کشت   محیط   ، از بهتر جداسازی  جهت  

محیط کشت  این  گرفت.  قرار  استفاده  مورد  شامل  مجدد    محیط ها 

،  آگار مکانکی    کشت   محیط   ، آگار   ( BHIانفیوژن قلبی مغزی )   کشت 

بلاد    کشت   محیط ،  حاوی نالیدیکسیک اسید   آگار بلاد    کشت   محیط 

وی نالیدیکسیک  حا   آگار بلاد    کشت   محیط ،  حاوی پنی سیلین   آگار 

  پنی   ،   اسید   نالیدیکسیک حاوی    LJ  کشت   محیط   اسید و پنی سیلین و 

 و سیکلوهگزامید بودند.   سیلین 

 هایافته

ی غیر سلی با  ها مایکوباکتریوم های استفاده شده،  از میان روش 

  های غلظت جداسازی شدند.    1دو روش نشان داده شده در جدول  

رشد  گرم    0/ 06،  0/ 05 ، 0/ 025 از  حدودی  مخمرها    ها قارچ تا  و 

به  نتوانستند  اما  کردند،  آنها جلوگیری  جلوگیری  رشد  از  کامل  طور 

های قارچی  گرم بیش از نیمی از آلودگی   0/ 2تا    0/ 64های  غلظت کنند.  

گرم    0/ 5و    0/ 3های  و مخمری را متوقف کردند، درحالیکه در غلظت 

ه در برخی مواقع  البت گونه آلودگی قارچی یا مخمری مشاهده نشد.  هیچ 

گرم از    1ه در غلظت  شد ک ی قارچ و مخمر دیده می تعداد کمی از کلن 

 ها هم از بین رفت.  سیکلوهگزیمید، این آلودگی 

کلنی  با  تیمار  آلوده  مایکوباکتریایی  ی  ها باکتری یا    ها قارچ های 

های مدنظر  آلودگی   SDS  3%و    % 2- 1، سود    % 1تا    CPC  05 /0با  دیگر  

آلودگی را کاهش داد    % 5- 3اگزالیک    ا از بین نبرد. تیمار کردن با اسید ر 

طور کامل آن را از بین نبرد. بدین صورت که پس از چند روز،  ولی به 

در نهایت، سود  افزایش یافت.    ها باکتری سطح آلودگی با مخمرها و سایر  

1-4    ،%SDS  3%    تمام  طور کامل آلودگی را از  به   % 5و اسید اگزالیک

 طور خالص رشد کردند.  به   ها مایکوباکتریوم محیط کشت از بین برد و  

پس از چندین ماه انکوباسیون، هیچ رشدی    BHI  بر روی محیط 

های کشت مک کانکی  بر روی محیط مشاهده نشد.    ها مایکوباکتریوم از  

حاوی پنی سیلین و اسید نالیدیکسیک، پس از چند   آگار و بلاد   آگار 

های کشت  ی گرم منفی بر روی همه محیط ها باکتری روز انکوباسیون،  

بر روی  مشاهده نشد.    ها مایکوباکتریوم گونه رشد  مشاهده شد و هیچ 

حاوی آنتی بیوتیک، آلودگی مشاهده نشد و پس از   LJمحیط کشت  

مشاهده شد که نسبت   ها تریوم مایکوباک یک الی دو ماه، رشد کمی از  

آنتی   LJبه محیط کشت   بدون  بیوتیک رشد  حاوی سیکلوهگزیمید 

   مشاهده شد.    ها مایکوباکتریوم کمتری از  

 

 

 مختلف  ماریت ی هابا استفاده از روش مارستانیب   یاز منابع آب   ییای کوباکتریما یها هی حاصل از رشد جدا جی نتا . 1جدول  

 آلودگی  منفی مثبت دما روش تیمار

 + %1سود 

SDS3%   

 7 9 19 سلسیوس  درجه  37

 4 7 24 سلسیوس  درجه  25

CPC 05/0 37  2 33 0 سلسیوس  درجه 

 1 1 26 سلسیوس  درجه  25

 

 بحث

شناسایی  امروزه   ضرورت  بر  مطالعات  از  بسیاری 

آتیهامایکوباکتریوم راه حل مناسب  ی  پیدا کردن  پیک در آب و 

این   )  هاباکتریبرای کنترل  دارند  های مختلفی  روش(.  13تاکید 

دارد  هامایکوباکتریومبرای جداسازی   وجود  از محیط  غیرسلی  ی 

آب کمتر    ۀبا حجم نمون  یافتن روش استاندارد مناسبنیاز به  ولی  

ی  هاکتریوممایکوبا جهت شناسایی منابع و مخازن زیستی آلوده با  

انجام شده توسط   ۀمطالعن اساس در  بر همی.  استضروری  غیرسلی  

Kamala در هند از شش روش آلودگی   1993در سال  و همکاران

جداسازی   مقایسه  برای  خاک    ها مایکوباکتریومزدایی  و  آب  از 

مورد  روش    6سه روش از    ، آمدهدستهبر اساس نتایج ب.  استفاده شد

آب    ۀروش بر روی نمون  6روش از    2خاک و    ۀنموناستفاده بر روی  

از    ، ب و خاکآبرای هر دو نمونه    در نهایتارزیابی شد.   استفاده 
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و    SLS  3%روش   سولفات(  لوریل  به م  %1  سود)سدیم  نجر 

 (. 15) بیشتری شد جداسازی مایکوباکتریوم

و    Radomski توسط    2009شده در سال  انجام  ۀ در مطالع

  CPC  05/0%   با   یی زدا ینشان داد آلودگهمکاران، نتایج مطالعه 

  یحاو  یغن  LJکشت    طیمح  کیو کشت در    قهیدق  30به مدت  

PANTA ،    توجهبهرا    ها باکتریسایر  رشد قابل  کاهش    یطور 

   CPCبا    ییزدایآلودگ  نتایج حاکی از این بود که  نی. همچندهدیم

 وم یکوباکتریماهای  از جدایه    %1/71  رفتن  نیمنجر به از ب  05/0%

. در مقابل  شودمی  ومیآو  ومیکوباکتریما   هایاز جدایه  %70و    یچلون

از  ،و همکاران   Thomsonدر مطالعه   در   CPC   005/0%استفاده 

ش آب  بقا  نیرینمونه  سو  یبرا  %6/3  یموجب  دو    هیهر 

البته   (.16)  شد  نتراسلولاریا  ومیکوباکتریو ما  ومیآو  ومیکوباکتریما

CPC  می دررا  مختغلظت  توان  حاوی  هانمونهبرای    لفهای  ی 

توان استفاده  می(  %005/0)  تا آلودگی زیاد(  %005/0آلودگی کم )

 (. 17) کرد

مطالعه توسط  در  که  در   Khosraviای  همکاران  و 

از   2016سال  شد  انجام  خوزستان  جهت   CPC   005 /0% در 

شد. آلودگی  استفاده    جدایه  ( % 29)   77  ، نمونه   258  از   زدایی 

 مایکوباکتریوم  های جدایه که شامل  جداسازی شد    مایکوباکتریوم 

همچنین  (. 18) مایکوباکتریوم کند رشد بود  ۀ جدای  الرشد و سریع 

سه  و همکاران در ایران از    Falsafiوسط  انجام شده ت   ۀ در مطالع 

آلودگی   NaOH   و   CPC   01/0% ، NaOH   4%زدایی  روش 

1% +SDS   3%     داد نشان  و  آلودگی   ند استفاده شد  با  که  زدایی 

CPC   آلودگی روش  بوده بهترین  سایر    تواند می و    زدایی  رشد 

دهد میکروارگانسیم  کاهش  را  روی    ها  بر  کمی  مهاری  اثر  و 

 یدیگر  ۀ در مطالع  (. 19) باشد داشته  پیک ی آتی ها مایکوباکتریوم 

  120بر روی    2010و همکاران در ایران در سال    Rahbar  توسط 

 CPC   05/0% روش استفاده از  با    ها نمونه کل  از    %10  نمونه آب، 

 (.20) ی غیر سلی مثبت بودند  ها مایکوباکتریوم از نظر  

یافتهبنا ببر  مطالعه  دستههای  این  از  میآمده  نظر  رسد  به 

 SDS  و   NaOH  1%نسبت به    CPC  های کمتراستفاده از غلظت

  CPCاستفاده از    موقع  زیرا در  ی به مراتب بهتر داشته باشد،اثر  3%

به    05/0% و  آ   SDS  و   NaOHنسبت  کمتر   جداسازیلودگی 

  CPCهای حاوی  اکثر محیط.  بالاتر بود  هانمونه  در  هامایکوباکتریوم

رود به دلیل استفاده انتظار میبودند که    هامایکوباکتریومبدون رشد  

تر اثرات های پایینباشد که  احتمالا در غلظت  CPCاز غلظت بالای  

داشت. خواهد  سیکلوهگزامید   بهتری  میزان  افزایش  با  ضمن  در 

و    ها  بر روی محیط کشت بیشتر شدوممایکو باکتریسرعت رشد  

مهاریهیچ اثر  رشد    گونه  افزا  هامایکوباکتریومدر  غلظت  با  یش 

سی مشاهده  سی 1600گرم به ازای هر 1سیکلوهگزامید تا غلظت 

اسید    نگردید. محیط برای  نالیدیکسیک  آلودگی  از  جلوگیری 

اما تا حدی از   بود،ها مفید  سازی مایکوباکتریومصها و خالکشت

کند  تواندمی  هامایکوباکتریومرشد   زمانی    .جلوگیری  این  البته 

برای کشت مجدد    هامایکوباکتریومصادق است که از کشت خالص 

روی    بر  نالیدیکسیک اسید بیشترین اثر مهاری  استفاده نشده باشد. 

مایکوباکتریوم    کم  تعداد  ی باهانمونهدر  ی غیرسلی  هامایکوباکتریوم

نتی  .داشت پیشنهاد  در  خا  شودمیجه  از  صلجهت  سازی 

اسید آ  نالیدیکسیک  برای  ولی  شود  اولیه  لودگیاستفاده  زدایی 

 .  شودمی توصیه ن

 گیری نتیجه

مانند  تی که در ایران صورت گرفت، هدر بسیاری از مطالعا 

نظر  ه  اما ب  ، استفاده شده   SDS  3%  و  NaOH  1%از روش  مطالعه ما  

غلظتمی از  استفاده  پایین  رسد  در   CPCهای  خوبی  اثر  نیز 

البته    ی غیرسلیهامایکوباکتریومجداسازی     بسته داشته باشد که 

بر    . مورد استفاده نتایج ممکن است متفاوت باشد  ۀبه حجم نمون

سایر   شده خلاف  انجام  نمون  مطالعات  حجم  از  لیتری    ۀکه  یک 

  لیترمیلی  50)ی  ترکمدر این مطالعه از حجم آب    استفاده کردند، 

   NaOH  روش تیمار با استفاده از  استفاده ازدر نهایت  .  استفاده شد  (

محیط  کشت بر روی    همراه با     SDS 3% و      %5اسید اگزالیک  ،  1%

سب  مناعنوان یک روش  سیکلوهگزامید بهگرم  3/0  حاوی    LJکشت

 .شودمیی محیطی توصیه هامایکوباکتریومبرای جداسازی 

 ردانیشکر و قدت
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