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مقدمه

مواد مورد س��وءمصرف همواره در شرایط غیر اس��تاندارد، غیر استریل 
و معمولاً در آزمایش��گاه هاي زیر زمیني1  تولید ش��ده و توزیع و عرضة 
آن ها نیز تابع هیچ یك از قوانین مصوب نمي باش��د. ش��رایط نامناس��ب 
تولی��د و توزیع این مواد زمینه را جهت رش��د عوام��ل بیماري زا مانند 
میكروارگانیسم ها فراهم مي کند. آلودگي هاي باکتریایي در بین افرادي 
که از این مواد اس��تفاده مي کنند بس��یار شایع اس��ت، به خصوص اگر 
این مواد به ش��كل تزریقي مورد استفاده قرار گیرند. ایجاد عفونت هاي 

 1Clandestine laboratories

باکتریایي در خون2، اندوکاردیت3 و عفونت هاي پوس��تي، اس��تخواني و 
بافت نرم ارتباط مس��تقیم با استفاده از مواد مورد سوءمصرف به شكل 
تزریقي دارند )1(. در بس��یاري از موارد علت بس��تري اف��راد معتاد به 
علت ابتلا به عفونت بافت هاي مختلف مي باشد )2(. میكروارگانیسم هاي 
گوناگون��ي در نمونه هاي تری��اک، هروئین و آمفتامین یافت ش��ده اند. 
طبق مطالعات موجود باس��یلوس ها از دس��ته باکتري هایي هستند که 
س��بب آلودگي این مواد مي شوند. آنتراکس پوستي از عوارض تماس با 
باسیلوس آنتراسیس مي باشد. این شكل بیماري در 95% موارد آلودگي 
به باس��یلوس آنتراسیس دیده مي شود. آنتراکس گوارشي در اثر مصرف 
 2bacteraemia
 3Endocarditis
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مواد خوراکي آلوده به باسیلوس آنتراسیس ایجاد مي گردد، در حالي که 
آنتراک��س ریوي از استنش��اق گ��رد و غبار حاوي مقادیر بالا از اس��پور 
باکتري ها حاصل مي ش��ود. سایر گونه هاي باس��یلوس مانند باسیلوس 
س��رئوس و س��وبتیلیس ایجاد باکتریم��ي، سپتي س��مي، اندوکاردیت، 
مننژی��ت، عفونت زخم ها، عفونت دس��تگاه ادراري و تناس��لي، گوش، 
چشم، دستگاه تنفسي و گوارش��ي مي کنند. باسیلوس سرئوس دو نوع 
س��ندرم مس��مومیت غذایي ایجاد مي نماید. نوعي از این مسمومیت به 
سرعت آغاز شده و با تهوع و استفراغ همراه مي باشد و در نوع تأخیري 

آن اسهال شایع است )3(. 
اگ��ر چه مطالعات متعددي جهت بررس��ي آلودگي میكروبي مواد مورد 
سوءمصرف در سایر کشورها انجام شده است )2و4(، اما بررسي جامعي 
بر روي آلودگي میكروبي مواد مورد سوء مصرف در ایران صورت نگرفته 
اس��ت. ایجاد عفونت هاي بافت نرم در افرادي که انواع مواد را به اشكال 
تزریقي استفاده مي کنند در ایران بسیار شایع است. طبق گزارش ادارة 
س��لامت جوانان وابسته به معاونت س��لامت وزارت بهداشت، درمان و 
آموزش پزش��كي عفونت و زخم هاي شدید در محل تزریق آمفتامین ها 

گزارش شده است )5(.
آلودگي هاي میكروبي و به خصوص آلودگي هاي باکتریایي مانند آلودگي 
به باس��یلوس ها و کلس��تریدیوم بوتولینوم در مواد مورد سوءمصرف در 
مطالعة  Cole و همكاران مورد بحث قرار گرفته اس��ت )6(. باسیلوس ها 
باکتري هاي هوازي و یا بي ه��وازي اختیاري، گرم مثبت، غیر متحرک، 
میله اي ش��كل و از خانواده باسیلاس��ه هس��تند و اکثراً به شكل زنجیر 
ب��ه دنب��ال یكدیگر قرار مي گیرند. برخي از باس��یلوس ها اس��پور تولید 
مي کنند. اس��پورهاي باس��یلوس ها به حرارت ملایم مقاوم بوده، اما در 
دم��اي 121 درجة س��انتي گراد در اتوکلاو به م��دّت 15 دقیقه از بین 
مي روند. باسیلوس ها انواع مختلفي دارند. باسیلوس سرئوس4، باسیلوس 
آنتراس��یس5، باس��یلوس س��وبتیلیس6، باس��یلوس تورینجینسیس7 و 
باس��یلوس میكوئیدیس8 ، از خانوادة باسیلاس��ه هس��تند. باس��یلوس 
س��رئوس تولید کننده ي انتروتوکس��ین هاي مولدّ اسهال و تهوع بوده و 
قادر به ایجاد سندرم اسهال و تهوع مي باشد. بیماري سیاه زخم9 توسط 
باسیلوس آنتراسیس ایجاد مي شود. باسیلوس سوبتیلیس موجب فساد 
مواد غذایي و آش��امیدني مي گردد )7(. آلودگي مواد مورد س��وءمصرف 
به باس��یلوس ها در مطالعات گذش��ته در سایر کش��ورها دیده مي شود 
) 8-10(. در گزارش��ات موجود، باسیلوس س��رئوس سبب سلولیت در 
فرد مصرف کنندة این ماده ش��ده اس��ت )8(. با توجه به ش��یوع بالاي 
ابتلا به بیماري س��یاه زخم در معتادان تزریقي در فاصله زماني دسامبر 
2009 ال��ي مارس 2010 هش��دار عمومي در کش��ورهاي انگلس��تان، 
آلمان و دانمارک ایجاد ش��د. در این هشدار عمومي دستورالعمل هایي 
ب��ا مضمون نحوه برخ��ورد با معتادان مبتلا ب��ه عفونت هاي بافت نرم و 
4 Bacillus Cereus
5 Bacillus anthracis
6 Bacillus subtilis 
7 Bacillus thuringiensis
8 Bacillus mycoides
9 Anthrax

سپس��یس جهت اطلاع رس��ته بهداش��تي، درماني صادر ش��د )11(. با 
توجه به گزارش��ات رس��مي و غیر رس��مي مبني بر ایجاد عفونت هاي 
مختلف در بافت نرم و س��ایر بافت ها در افرادي که مواد غیر قانوني را به 
صورت تزریقي اس��تفاده مي کنند، مطالعة حاضر طراحي گردید. ایجاد 
آلودگي میكروبي توس��ط تمامي میكروارگانیس��م ها حائز اهمیت است. 
ب��ه عنوان گام نخس��ت، مطالعه بر روي آلودگ��ي نمونه ها از نظر وجود 
باسیلوس ها آغاز گردید. هدف از انجام این تحقیق بررسي آلودگي مواد 
مورد س��وءمصرف )هروئین، کراک، تریاک و ترکیبات شبه آمفتامیني( 

به باسیلوس ها مي باشد. 

روش بررسي

24 نمونه از مواد مورد س��وءمصرف شامل هروئین، تریاک، آمفتامین و 
مت آمفتامین ارجاعي به آزمایش��گاه سم شناس��ي پزشكي قانوني استان 
تهران مورد آزمایش��ات میكروبي قرار گرف��ت. از هر یك از نمونه ها در 
شرایط کاملًا استریل غلظت mL/mg 1 تهیه شد. مقدار 100 میكرولیتر 
از مخلوط آماده شده )به شكل سوسپانسیون یا محلول( به پلیت حاوي 
محیط گشت بلاد آگار تلقیح شده، پلیت ها به مدّت 24 ساعت در دماي 
30 درجة س��انتي گراد در انكوباتور در ش��رایط هوازي گرم خانه گذاري 
شدند. پس از 24 س��اعت کلني هایي که داراي مشخصات باسیلوس ها 
بودند انتخاب ش��ده و جهت انجام آزمون هاي تأییدي بیوش��یمیایي و 
سنجش حساس��یت آنتي بیوتیكي آماده شدند. از کلني هاي ایجاد شده 
لام میكروس��كوپي تهیه شد. جهت اطمینان از وجود باسیلوس ها رنگ 
آمی��زي گرم، آزمون کات��الاز، آزمون هیدرولیز ژلاتی��ن، آزمون تخمیر 
قندها ش��امل گلوکز، گزیل��وز، مانیتول و آزمون همولی��ز بتا مطابق با 

روش هاي استاندارد باکتریولوژیك انجام شد )13-11(.
 

الف( رنگ آميزي گرم 
 )1996( Barson رنگ آمیزي گرم10 مطابق با روش ارائه ش��ده توس��ط
انجام ش��د )12(. در این مرحله باکتري هاي گرم منفي به رنگ قرمز یا 
صورت��ي در آمده و باکتري هاي گ��رم مثبت به رنگ آبي یا بنفش دیده 

شدند. 

ب( آزمون کاتالاز 
 )1996( Barson آزم��ون کاتالاز11 مطابق با روش ارائه ش��ده توس��ط 
انجام شد )12(. در صورت تشكیل حباب اکسیژن نتیجه آزمون کاتالاز 

مثبت تلقي مي شود.

ج( آزمون هيدروليز ژلاتين12

10 Gram Staining
11 Catalase test
12 Gelatinhydrolysis test
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ه��دف از انجام این آزمون افت��راق باکتري هاي مولد ژلاتیناز از س��ایر 
باکتري ها مي باش��د. ژلاتین پروتئین محلول در آب بوده و از جوشاندن 
کلاژن به دس��ت مي آید. میكروارگانیس��م هایي که ح��اوي آنزیم خارج 
سلولي ژلاتیناز هستند قادر به هیدرولیز ژلاتین مي باشند. ژلاتین تحت 
تأثیر آنزیم ژلاتیناز ابتدا به پلي پپتید و سپس به اسید آمینه هیدرولیز 

مي شود.
 Vashist جهت انجام آزمون هیدرولیز ژلاتین از روش ارائه ش��ده توسط

و همكاران )2013( استفاده شد )13(. 

د( آزمون تخمير قندها13 
باکتري باس��یلوس قادر به تخمیر برخي از قندها مي باش��د. به عبارتي 
توانایي تخمیري باکتري ها معیار با ارزش��ي براي شناسایي آن ها است. 
محیط کش��ت Phenol Red Broth Base محیط کش��ت کامل و حاوي 
مواد مغذي بوده و به عنوان محیط کنترل منفي جهت انجام آزمون هاي 
تخمیري و به عنوان پایة جهت افزودن مادة قندي یا مشتقات آن ها به 
کار رود. محصول نهایي تخمیر مشتقات قندي اسیدهاي آلي مي باشند. 
اسیدهاي آلي تولید شده رنگ شناساگر pH به نام Phenol Red موجود 

در محیط کشت را از رنگ قرمز به رنگ زرد تبدیل مي کنند.
جهت انجام تس��ت تخمیر قندها  از روش ارائه ش��ده توسط Vashistو 

همكاران )2013( استفاده شد )13(.

ه( آزمون هموليز14 
همولیز به معني شكس��تن گلبول هاي قرمز است. توانایي باکتري ها در 
ایجاد پدیدة همولیز بر روي محیط کش��ت ب��لاد آگار15 متفاوت بوده و 
مي توان��د به عنوان عاملي در تقس��یم بندي میكروارگانیس��م ها به کار 
رود. آنزیم مسئول ایجاد پدیدة همولیز را همولایزین16 مي نامند. ایجاد 

همولیز توسط باکتري ها به سه دسته تقسیم مي شود:
الف( آلفا همولیز: همولیز آلفا گاهي همولیز س��بز نیز نامیده مي ش��ود. 
زیرا پراکس��ید هیدروژن باکتریایي موجب اکسیداسیون هموگلوبین به 

متهموگلوبین سبز مي شود. 
ب( بتاهمولی��ز: به معني همولیز کامل گلبول هاي قرمز خون در اطراف 
کلني ه��ا مي باش��د. اطراف کلني ها هالة ش��فاف یا به رن��گ زرد ایجاد 

مي گردد.
ج(گاماهمولیز: به معني عدم توانایي میكروارگانیس��م در ایجاد همولیز 

مي باشد. این باکتري ها را غیر همولیتیك17 مي گویند.
نتیجه ي همولیز ایجاد هاله ش��فاف در اطراف کلني هاي باکتري است. 
در مطالعات میكروب شناس��ي کلیه باس��یلوس ها به استثناء باسیلوس 

آنتراسیس داراي آنتروتوکسین همولیتیك مي باشند )14(.
آزمون همولیز جهت شناس��ایي باسیلوس ها طبق مراجع موجود انجام 

 13Carbohydrate fermentation test
14 Hemolysis test
15 Blood Agar 
16 hemolysin
17 non – hemolytic

شد )14(.

و( تست سنجش حساسيت باکتري به پني سيلين18 
 Jorgensen جهت انجام آزمون حساسیت باکتري به پني سیلین، از روش
و همكاران )2009( اس��تفاده ش��د )15(. قطر حساسیت باکتري ها به 
پني س��یلین اندازه گیري ش��د. قطر حساس��یت از روي هالة عدم رشد 

اطراف باکتري به دست مي آید. 

يافته ها

نتایج حاصل از رنگ آميزي گرم
پ��س از انجام رن��گ آمیزي گ��رم، لام ها زی��ر میكروس��كوپ نوري با 
بزرگ نمایي 100 مورد بررس��ي قرار گرفتند. باس��یل هایي که به رنگ 
بنفش � آبي با دو انتهاي گرد و با آرایش تك تك، دو تایي و در مواردي 
به ش��كل زنجیرة کوتاه و یا به ش��كل زنجیرة پشت سر هم قرار گرفته 
بودن��د به عنوان کلني باس��یلوس انتخاب ش��دند. پس از بررس��ي هاي 
میكروس��كوپي بر روي 24 نمونه، 24 کلني به ش��كل باس��یلوس ها در 
محی��ط کش��ت تمامي نمونه ها مش��اهده ش��دند. جه��ت تأیید وجود 
باسیلوس ها آزمون هاي بیوشیمیایي متعددي بر روي کلني ها انجام شد. 

نتایج آزمون کاتالاز
تمامي کلني هاي تازه تهیه ش��ده از 24 نمونه )24 ساعته( با انجام این 
تس��ت حباب تش��كیل دادند که مي تواند ناش��ي از متصاعد شدن گاز 
اکس��یژن باش��د. بنابراین تمامي 24 نمونه از نظر وج��ود آنزیم کاتالاز 

مثبت بودند.

نتایج آزمون هيدروليز ژلاتين
نتای��ج حاصل از آزمون هیدرولیز ژلاتین در مورد تمامي نمونه ها مثبت 

بود و تمامي باکتري ها داراي آنزیم ژلاتیناز بودند. 

نتایج آزمون تخمير قندها
نتایج حاصل از آزمون تخمیر قندهاي گلوکز، گزیلوز و مانیتول در مورد 
تمامي نمونه ها مثبت بود و تغییر رنگ محیط کشت از قرمز به زرد در 

مورد تمامي نمونه ها دیده شد. 

نتایج آزمون پدیده هموليز
نتایج حاصل از بررسي پدیده همولیز نشان داد که 11 نمونه )%45/83( 
 mm در ای��ن آزمون داراي نتای��ج مثبت بودند و قطر هال��ة همولیز از

65-12 متغیر بود. 
نتایج حاصل از آزمون هاي بیوش��یمیایي وجود باس��یلوس ها از خانواده 
آنتراس��یس، س��رئوس و س��وبتیلیس را در نمونه هاي مواد مورد س��وء 

18 Penicillin sensitivity test
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مصرف تایید مي کند.

بحث و نتيجه گيري

نتایج حاصل از این تحقیق نش��ان دادند که مواد مورد س��وءمصرف به 
میكروب ها از خانوادة باس��یلوس ها آلوده مي باش��ند. مطالعات متعددي 
ایجاد عفونت هاي بافت نرم و س��ایر بافت ها را در مصرف کنندگان مواد 
به صورت وریدي به اثبات رسانده اند )6(. حل کردن مواد در حلال هاي 
غیر استریل و حاوي میكروارگانیسم ها ورود انواع باکتري ها را به جریان 
خون عمومي تس��هیل مي کند. به علاوه آلودگي مواد مورد سوءمصرف 
به انواع میكروارگانیس��م ها ایجاد عفونت را در افراد وابسته به این مواد 
توجی��ه مي کنند )8 و 16و17(. در بررس��ي هاي به عمل آمده در ایران 
مطالعات اختصاصي در خصوص آلوده بودن مواد مورد س��وءمصرف به 
میكروارگانیس��م ها انجام نشده است. نتایج نشان دادند که از 24 نمونة 
مورد بررس��ي از دسته هاي مختلف مواد مورد سوءمصرف )اوپیوئیدهاي 
طبیعي و نیمه صناعي و محرک هاي ش��به آمفتامیني( همگي آلوده به 

باسیل  هاي گرم مثبت بودند. 
در می��ان ان��واع آلودگي هاي میكروبي، باس��یلوس ها به علّت اس��پورزا 
بودن و ایجاد بیماري هاي خطرناک مانند س��یاه زخم از اهمیت ویژه اي 

برخوردارند.
یك��ي از مهم ترین نكاتي که در س��اخت و نگه��داري داروها باید بدان 
توجه نمود حفظ کیفی��ت دارو و جلوگیري از آلودگي میكروبي داروها 
مي باش��د. داروهاي تقلبي و مواد مورد س��وءمصرف که در شرایط غیر 
اس��تاندارد و بدون هیچ گونه نظارت تهیه مي شوند، حاوي آلودگي هاي 
میكروبي بیش از حد مجاز هستند و کیفیت این مواد مورد ارزیابي قرار 
نمي گیرد )18(. هم چنین مصرف کنندگان این مواد از خطرات مصرف 
آن ها بي خبر هس��تند. از آن جایي که میزان عرضه و تقاضاي مواد مورد 
سوءمصرف در ایران بالا مي باشد، بالطبع آلودگي میكروبي افراد مصرف 
کننده و بیماري هاي عفوني متعاقب آن نیز داراي ش��یوع بالایي است. 
از انواع باکتري هاي موجود در هروئین مي توان به باسیلوس آنتراسیس 
اش��اره نمود )9(. اس��پور باکتري آنتراس��یس مي تواند از طریق تزریق 
هروئین و یا استنشاق آن از طریق دود کردن19 و یا تدخین20 وارد بدن 
ش��ود. هروئین آلوده به باکتري از نظر ظاهري تفاوتي با سایر هروئین ها 

نداشته و اسپور باسیلوس با چشم غیر مسلح قابل رؤیت نیست )16(.
در مطالعه اي که به مدّت 6 س��ال در کشور اسپانیا انجام شد، 35 مورد 
آرتریت عفوني در معتادان به هروئین تزریقي دیده شد. در بررسي هاي 
به عمل آمده علّ��ت ایجاد آرتریت عفوني اس��تافیلوکوکوس اورئوس21 
گ��زارش ش��د )2(. اندوکاردیت و اس��تئومیلیت در مص��رف کنندگان 
هروئی��ن در مطالع��ة Ciccarone گزارش ش��ده اس��ت )19(. علاوه بر 
باسیلوس ها سایر میكروارگانیسم ها نیز در مواد مورد سوء مصرف یافت 

19Smoking 
20 Snorting
21 Staphylococcus aureus

شده است. McLauchlin و همكاران درسال 2002 هفده گونه باکتري 
 Harruff  و Dunbar  .)20( را در 58 نمونه هروئین شناس��ایي نمودند
در مطالعه اي ده ساله دریافتند که عفونت بافت نرم22 مي تواند ناشي از 
 Mulleague مصرف هروئین هاي آلوده به باکتري ها باشد )21(. مطالعه
و همكاران در انگلستان بر روي بیوپسي سرم معتادان به هروئین بیانگر 

آلودگي به کلستریدیوم بوتولینوم بود )22(.
آزمایش��ات انجام شده به عنوان روش هاي تأییدي بر وجود باسیلوس ها 
در نمونه هاي مورد بررس��ي صحه گذاش��ت. باس��یلوس ها باکتري هایي 
هس��تند که فعالیت آنزیم کاتالاز در آن ها مثبت است )23(. در مطالعه 

حاضر نیز در تمامي 24 نمونه فعالیت آنزیم کاتالاز مثبت بود. 
آزمون هیدورولیز ژلاتین در تمامي نمونه ها مثبت بود و این امر نش��ان 
دهن��ده فعالیت آنزیم ژلاتیناز در باس��یلوس هاي موجود در موارد مورد 
سوءمصرف مي باشد. باسیلوس هاي آنتراسیس و سرئوس قادر به تخمیر 
گلوکز بوده و این فعالیت در مورد باسیلوس سوبتیلیس در مورد تخمیر 
قندهاي گزیلوز و مانیتول دیده مي ش��ود )24(. تمامي 24 نمونة مورد 
آزمای��ش قادر به تخمیر هر س��ه قند بودند ک��ه مي تواند گویاي وجود 
باکتري هاي خانواده باسیلاس��ه )گونه هاي آنتراس��یس، س��رئوس و یا 
سوبتیلیس( در این نمونه ها باشد. در مطالعات استاندارد باکتریولوژیك 
باس��یلوس هاي سوبتیلیس و سرئوس در محیط کشت بلاد آگار همولیز 
بت��ا ایجاد مي کنند و این در حالي اس��ت که برخي از انواع باس��یلوس 
آنتراس��یس همولیز گاما )غیر همولیتیك( ایجاد مي نمایند )14(. نتایج 
حاصل از انجام آزمون همولیز در محیط کش��ت بلاد آگار نشان داد که 
11 نمونه )45/83%( داراي همولیز آلفا و بتا بودند )گونه هاي سوبتیلیس 
و س��رئوس( و در 13 مورد )54/17%( باکتري ها غیر همولیتیك بودند 
)گونه آنتراسیس(. نتایج حاصل وجود باکتري هاي خانواده باسیلاسه را 

تایید مي کند. 
در مطالعه انجام ش��ده 75% نمونه ها نسبت به پني سیلین مقاوم بوده و 
25% آن ها به پني س��یلین حساسیت نشان دادند. باسیلوس آنتراسیس 
به پني سیلین حساس بوده و باس��یلوس سرئوس نسبت به پني  سیلین 
مقاومت نش��ان مي  دهد )15(. نتایج حاصل از حساسیت به پني سیلین 

نیز وجود باسیلوس ها از خانواده آنتراسیس را تایید کرد. 
از محدودیت ه��اي مطالعه حاضر مي توان به عدم امكان جدا س��ازي و 
تش��خیص اعضاي خانواده باس��یلوس ها و س��ایر باکتري ها اشاره نمود. 
پیش��نهاد مي ش��ود در صورت وجود امكانات آزمایشگاهي بررسي هاي 
جامع تر از نظر وجود س��ایر باکتري ها مانند کلستریدیوم بوتولینوم و ... 

صورت گیرد. 

22 Necrotizing fasciitis
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Abstract

Background: Bacterial infections are a common risk associated with illicit drug using. Infectious diseases such as 
endocarditis, osteoarthritis and bacteraemia are common among injecting drug abusers. Bacillus species are among 
the most important bacterial species. Two Bacillus species, Bacillus anthraces (causes anthrax) and bacillus cereus 
(causes food borne illness) are categorized to be important in medicine. Therefore it is necessary to survey illicit drugs 
for the presence of bacteria. The objective of the present study was to identify bacillus species in illicit drugs.

Methods: Twenty four samples of illicit drugs, including heroin, opium, amphetamine and methamphetamine 
were collected randomly from Forensic Toxicology Laboratory, Tehran, Iran. Standard culture, biochemical and 
bacteriological methods were used for isolation, characterization and determination of bacillus species.

Findings: All of the samples showed positive results for cultural and confirmatory bacteriological tests. All of the 
samples were contaminated with bacillus species.

Conclusion: Considering illicit drugs are produced and distributed in unsterile and unhygienic conditions, 
therefore, more experimental analysis also informing the medical society and would be beneficial for educating 
victims of abuse and their family. 
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