
 
   های بالینی شناسایی تنوع زیستی نوکاردیاهای جداشده از نمونه

      
     

      
      

 
دور 

یز 
 پای

م،
دو

ره 
شما

م، 
ده

ه 
89

31
 

1 

های بالینی  شناسایی تنوع زیستی نوکاردیا های جدا شده از نمونه

  های تهران، با روش فنوتیپی و روش مولکولی بیمارستان

 چکیده

 بیماری شکل به معمولا  سیوزینوکارد ت.با ویژگی اسید فست نسبی اس ای هیک باکتری گرم مثبت، رشت «نوکاردیا»
 و ساالم افراد در هم را یمهاجم یماریب واندت می که ودش می انینما لوماتوزجادگرانویا ای چرک با همراه مزمن ای حاد
شناساایی تناوز زیساتی نوکاردیاا هاای جادا شاده از  پژوهاههاد  از ایان د. کنا جادیا مونوساپرسیا افراد در هم

 است.  PCR ی تهران با روش فنوتیپی و مولکولیها نبیمارستا
 پس از جداسازی توسا  روشد. ش آوری جمعهای تهران  ه بیمارستاناز محوط بالینینمونه   022 بدین منظور

Paraffin baiting  و اساید فسات   با بررسی ماکروسکوپی و سپس میکروسکوپی توس  رنگ آمیزی گرم ها یکلون
 مورد ارزیاابی راراری بیوشیمیایی ها تتس و سایر درجه سانتیگراد 54توانایی رشد در لیزوزیم مایع، رشد در ، نسبی

ها نشاان داد از  مقایسه شد کاه یافتاهدو نتیجه  PCR گرفت. در نهایت با طراحی پرایمر اختصاصی جنس و واکنش 
 های بیوشیمیایی مثبت تشخیص داده شد . که  از نظر کشت و تست آید میدست ه ایزوله ب 02نمونه ،  022

ی فناوتیپی و ها تتسا یارت در اجای مختلا  جانس نوکاردیاا باه دلیال شارای  مت ااوها هبا توجه به تنوز گون
 یاراجا .باه اشاتباه نوکاردیاا تشاخیص داده شاود ،خاانواده اکتینومیسات جنسی دیگار ازبیوشیمیایی ممکن است 

 .ی بر روش فنوتیپی باشدتأییدواند ت میی مولکولی ها شرو
 .مولکولی ساییشنا فنوتیپی، شناسایی  بالینی، نمونه تهران، های نبیمارستا نوکاردیا،: واژگان کلیدی
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 مقدمه

 یبااکتر نیا .است اینوباکتریکور راسته ریز و نوباکتریاکت شاخه به متعلق ای هرشت مثبت گرم یباکتر کی «اینوکارد»
 افاتی ایادن نقاا  تماام ودر فسااد حال در واناتیح و اهانیگ ،هوا ،آب ،خاک در یطیمح تیساپروف کی عنوان به

 شیبا تاکنون. (5 و 0)است   کپسول فارد و رمتحرکیغ مثبت، کاتالز ،ینسب دفستیاس یباکتر نیا .(1و0)ودش می
 04 ،ها هگون نیا نیب از که هشد ییشناسا یمولکول و یپیفنوت یها شرو از است اده با اینوکارد از ییایباکتر گونه 54از

. (4د)هساتن کماپلکس دسیآساترو  ایانوکارد هاا نآ نیتر عیشاا .اند هشاد شاناخته باالقوه پااتونن عناوان باه گونه
 یمااریب وانادت می و ودشا می انیانما جادگرانولومااتوزیا ای چرک همراه مزمن ای حاد شکل به معمولا  سیوزینوکارد

 وزی% موارد نوکاارد52 حدود ،یتن س یها مفرد. کن جادیا مونوساپرسیا افراد در وهم سالم افراد در هم را یمهاجم
 زیان یپوسات یهاا مفر. (6) داشاب می مارتب  کمپلکس دسیآسترو  با%( 82)حدود  تر بیشکه  هندد می لیرا تشک
 یاکتسااب یمنیا نقص به انیمبتلا در ییاینوکارد یها تع ون وزیش. (1)دارند ارتبا  سینسیلیبراز اینوکارد با معمولا 

 ونادیپ کاه یساانک و ننادک می مصر  دیکواسترو یکورت یها دارو که یافراد جمله از ،شده سرکوب یمنیا با افراد و
از  شیبا ریاباوده و مارو و م یدوره درماان طاولن نی% است. همچن122 حدود سالم افراد با سهیمقا در ،اند هگرفت
که یکی  ا  ازییای کیکروفریور  استنوکاردیا یک باکتری ساپروفیت   .(9 و 8، 5) ودش می دهیافراد د نی% در ا84

ب ، آمچنین در بسیاری ا  کواقی  در. هر خاک سرتاسر زهان یافتوان دت ک ود . این باکتری را ش ک خاک شناخته 
وانی  بیه ونیوان ت ک  ،برخی  وواکیپ پاتوژوکییک .(01)شود ک فساد گیاهان، گرد و غبار و هوا یافت حال ازیای در

، وان بیه سین رول ژنپوپروژیپراتییو تی ک وواکپ کستع  کنن ه برای نوکاردیو یس در نظر گرفته شود کیه ا  زمریه آن 
باه نظار  .ی سرکوب کنن ه سیستم ایمن  اشاره کردها ننئوپلا ی، ای  ، سیرو  کب ی، دریافت وضو پیون ی و درکا

 یهاا شرو(. 10و11) در نظار گرفتاه شاود risk factorواناد یاک ت میکه  نیزسوء مصر  وریدی داروها رسد  می
)باا اسات اده از رناگ  ها هنمونا یوسکوپسکریم یظاهر شده، بررس یها یکلون یماکروسکوپ یشامل بررس یپیفنوت

مرجاع در  یروشا یانتخااب یهاا   ی( و کشات در محیباکتر ای هو مشاهده فرم رشت یفست نسب دیگرم و اس یزیآم
ی مناسا  از ها هاما این روش هم به دلیل ورت گیار باودن و نیااز باه ایزولا ؛ودش میمحسوب  وزینوکارد صیتشخ

 تار بیشچاه  هار تیو حساسا تیبا اختصاصا PCRمانند  یمولکول یها شرو رفیز طت. اباکتری دارای معایبی اس
و ناد ک میرا فاراهم  ایاشناخته شده نوکارد یها هتمام گون یامکان بررس یکروسکوپیو م یپیفنوت یها شنسبت به رو

شناساایی  پژوهاهایان  د  از. ها(8 و 1) ودش میاست اده  ای هطور گسترده ب صیدر تشخ ها ناز آ ریاخ یها لدر سا
 .است ی تهران با روش فنوتیپی و مولکولیها نتنوز زیستی نوکاردیا های جدا شده از محی  بیمارستا
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 ها روش

 گیری روش جداسازی و نمونه

ی نوکاردیاا از ها هروش جداساازی گوناد. شا آوری جماعهاای تهاران  نمونه از مراکز درمانی و بیمارساتان دویست
 ( میلای لیتار محای   14 باه  از نموناه نموناه در این روش د. انجام ش Paraffin baitingاساس روش بر  ها هنمون

Carbon free broth 0g  NaNO0  ،0 mg ZnSO5   ،2.4 g MgSO5 5H0O ،2.8 g K0HPO5   ،12 mg FeCl0  ،8 

mg  MnCl0. 5H0O  دادیام.  درجه ررار 44دریقه در بنماری  6سپس به مدت  ،دهکر، در یک لیتر آب مقطر( منتقل
پوشیده با پارافین را درون هر کدام نهاده و حجام هار  ای همحصول را به دو لوله استریل منتقل کرده و یک میله شیش

درجه  50درجه و دیگری را در  04را در دمای  ها همیلی لیتر رساندیم. یکی از این لول 12کدام را با محی  مذکور به 
هاای عماومی  ی ظاهر شده را بر محای ها یسپس کلوند. ظاهر شو ها یونروز انکوباسیون کردیم تا کل 01به مدت 

گارمانند   (.10کشت دادیم تا مراحل بعدی انجام شود) بلاد آ

 های فنوتیپی روش اجرای تست

های مورد نظر، باه بررسای ماکروسکوپی)شاامل شاکل، رناگ و ناوز کلاونی( و ساپس  پس از ظاهر شدن کلونی
 94 (توانایی رشد در لیازوزیم ماایعو پارشیال اسید فست پرداختیم.  رنگ آمیزی گرمها توس   میکروسکوپی ایزوله
میلی لیتر  4لیتر آب مقطر را به  1میلی لیتر گلیسرول در  52گرم پپتون و  Beef extract ،4 گرم 0میلی لیتر از مخلو  

باه  درجه ساانتیگراد 54رشد در  نرمال (؛21/2میلی لیتر اسیدکلریدریک   122میلی گرم لیزوزیم ،  122مخلو ، 
گار در یک لیتر آب مقطر(؛01)، تست اور ازروز 0مدت   گرم12)به علاوه ارزیابی هیدرولیز کاز ین گرم محی  اوره آ

Skim milkگار در  0را به محلول میلی لیتر 92 در گار 0)محلول تیروزین میلی لیتر آب مقطر(؛ 95گرم آ % نوترینت آ
گار اتاوکلاو شاده در محلاول 0)محلول  گزانتین % تیروزین فیلتر شده(؛4/2اتوکلاو شده در محلول  % نوترینت آ

 لیتار آب مقطار(؛ 1گارم نلتاین  102گارم پپتاون،  Beef Extract ،4گارم  0) نلتاین % گزانتین فیلتر شده(؛4/2
گار اتوکلاو شده در محلول 0)محلول  اسکولین، هیپوگزانتین ؛ تولیاد ن فیلتر شاده(% هایپو گزانتی4/2% نوترینت آ

% 4/1درصد گلوکز فیلتر شده(؛ گالکتوز )محلول  1% فنول رد اتوکلاو شده در محلول 4/1)محلول  اسید در گلوکز
% فنول رد اتوکلاو شده در محلول 4/1)محلول اینوزیتول % گالکتوز فیلتر شده(؛1فنول رد اتوکلاو شده در محلول 

% مانیتول فیلتر شده(؛ آرابینوز 1% فنول رد اتوکلاو شده در محلول 4/1)محلول  مانیتول % اینوزیتول فیلتر شده(؛1
% فنول رد اتوکلاو 4/1)محلول  سوربیتول% آرابینوز فیلتر شده(؛ 1% فنول رد اتوکلاو شده در محلول 4/1)محلول 

هالوز فیلتر  % تره1محلول  % فنول رد اتوکلاو شده در4/1)محلول هالوز تره % سوربیتول فیلتر شده(؛1شده در محلول 
گار در  00) ، ؛ است اده از سیتراتشده( گرم پودر  4/16) نیترات یاحیامیلی لیتر آب ( و  522گرم محی  سیترات آ
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در پرونه در نظار گرفتاه شاد. زماان انکوباسایون  های بیوشیمیایی مشخص شده تست لیتر آب مقطر ( 1نیترات در 
باشد. محی  انکوباسیون به منظور جلاوگیری از خشاک شادن  رجه سانتیگراد مید 05روز در  01ها به مدت  نمونه

 ( .16و 14، 15ها باید مرطوب نگه داشته شود )  محی 

 های مولکولی آزمایش

  DNAاستخراج 

ی خالص و دارای رشد مناس  و ها یکلند. از روش جوشاندن همراه لیز رلیایی است اده ش DNAاستخراج  به منظور
پس . سامیکرولیتر از آب تزریقی وارد کردیم 022و  در میکروتیوپ حاوی  آوری جمعبا کمک لوپ استریل تازه را  

محلول رویی خاارج و د. سانتری یون شدن  rpm 12222 دریقه در دور 0به مدت  ها، پی موجود میکروتیوها هنمون
سپس  .درجه ررار داده شد 05در  دریقه 02به رسوب اضافه شد و ورتکس شدید انجام و  %5میکرولیتر سود  422

 0دور  12222شو و هر باار و دور دو دریقه انجام و رسوب نگهداری و رسوب سه بار شست 12222سانتری یون در 
ساعت در  02و به میزان  یمرا به آن اضافه کرد TEمیکرولیتر از بافر  022در این مرحله مقدار  .دریقه سانتری یون شد

 دریقاه در  0باه مادت  هاا پبعاد از ساپری شادن ایان زماان میکروتیو .اد رارار دادیامدرجه ساانتیگر 122دمای 

rpm12222(71) ذخیره شد 02اشد که در دمای منهای ب میحلول رویی حاوی ننوم باکتری د. مسانتری یون گردی. 

 طراحی پرایمر

( NCBI)هاا از باناک نن نایان نتاوال و سپس ساکانس اسات اده شاد.  PCRبرای  1از پرایمر جدول  در این مرحله
یاافتن منااطق  به منظاور  MEGAشده و توس  نرم افزار( Alignedهد ، همردی  )ی هاننی توال د. گردیدریافت 

-باا اسات اده از نارم PCR برای اجارایزوج پرایمر ی . طراحگرفتررار ی بررس پرایمر موردی مناس  به منظور طراح

 د. شانجام   Allele ID ، Oligo  ، Gene runnerافزارهاي
 S rRNA 11. توالی پرایمر 1جدول 

 

 Tm Sequence طول قطعه
Primers 

61S rRNA 

0011 bp 05 
0AGAGTTTGATCCTGGCTCAG3 72F 

0'- GGTTACCTTGTTACGACTT -3' 0947R 
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  PCRبرنامه و مواد 

د. وساایکلر رارار داده شادنو در دساتگاه ترمشاد بسته  ها در میکروتیوب 0مخلو  واکنش طبق جدول پس از تهیه 
 آورده شده است. 0رنامه کار دستگاه در جدول ب

 PCR. حجم واکنش 2جدول 

PCR reaction mix 

l52 Master mix 

l6 Each primer (61pmol) 

l5 DNA template 

l56 Deionised Water (DW) 

21l Total volume 

 PCRظور اجرای . برنامه کار دستگاه ترموسایکلر به من3جدول 

Temperature مراحل واکنش  PCR  

 denaturation Initial  (6cycle) دقیقه 4 ،گراددرجه سانتی 52

 Denaturation (01cycle )Amplification ثانیه41 ،گراددرجه سانتی 52

 Annealing (دقیقه 6 ،گراددرجه سانتی 24)61sژن 

 Extension دقیقه  6 ،گراددرجه سانتی 25

 Final دقیقه 2گراد درجه سانتی 25

Extension 

 ها یافته

کلاونی مشاکوک باه دسات آماد. در مطالعاات  02های شهر تهران پس از کشات اولیاه  نمونه بیمارستان 022از 
ای گارم  مثبات و در رناگ  های رشاته ماکروسکوپی، رنگ و ظاهر کلونی و در مطالعات میکروسکوپی گرم باکتری

واناایی ( ت1ای با خاصیت اسید فست نسبی مشاهده شدند. )مطابق شکل  های رشته ست نسبی باکتریآمیزی اسید ف
مطاابق  های بیوشیمیایی ، به علاوه ارزیابی تستروز 0به مدت  درجه سانتیگراد 54، رشد در براثرشد در لیزوزیم 

به تعداد  N. Cyriacigeorgicaبو  بهترین گونه مر ها بررسی شد. بیش و برای بررسی فنوتیپی، گونهمشخص   5جدول 
 (. 1های ریوی به دست آمد )نمودار ترین تعداد نوکاردیا از نمونه های بالینی بیش عدد به دست آمد. از نمونه 15
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رنگ آمیزی  سمت چپ: ؛رنگ آمیزی گرم :ستسمت را .بررسی میکروسکوپی جنس نوکاردیا .1شکل 
 پارشیال اسید فست

 
 ها های بیوشیمیایی جهت تعیین هویت فنوتیپی ایزوله تست -4جدول

 

 

 

           
نوکاردیا 
( 02)تعداد=

 تست        

N. 
asteroides 

 5 تعداد=

N. 
.otitidis 

caviarum 
 1تعداد=

N. 
nova 

 1تعداد=

N. 
cyriaci 

georgica 
 15تعداد=

N. 
farcicica 

 5تعداد

N. 
brasiliensis 

 1تعداد=

N. 
coubleae 

 1تعداد=

N. 
cummidelens 

 1 تعداد=

N. 
ignorata 

 0 تعداد=

 - - - + - - - - - سیترات
 + + NA + - + + + - نیترات
 + + NA + + - + + + اوره آز
 - - - + - - - - - کاز ین

مقاومت به 
 یملیزوز

+ + + + + + + + + 

 - - - - - - - - - سوربیتول
 - - + + - - - - - تیروزین
 - - - - - - - + - گزانتین

 - - - + - - - + - هایپوگزانتین
 54رشد در 

 درجه
 - - - - + + - متغییر -

 + - NA + + - - + - اسکولین
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 نتایج روش مولکولی

 باا اسات اده از اساپکترو فوتاومتری و الکتروفاورز در نل اگاارز به دو روش کمی و کی ای ،مورد نظر DNAخلوص 

مشاخص شاده  0آنالیز های کمی و کی ی ننوم استخراج شده درشکل  .رای کی یت مناس  بودشد که دابررسی 11
 است.
 

 

 

 

 
 
 

 
: آناالیز . سامت چاپ: اسات اده از الکتروفاورز. سمت راستاستخراج شده DNAآنالیز کمی و کی ی  .4شکل

 مشاکوک نمونه 02ی استخراج شده انجام شد که از ها مبا است اده از ننو PCRواکنش  کمی با است اده از نانودراب
کاه نتاایا الکتروفاورز ها نوکاردیا تشخیص داده شاد  تمام ایزوله ، پس از اجرای سکو نسینگی فنوتیپیها شدر رو

 شود. میمشاهده  0در شکل  %1بر نل  PCRمحصول 
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 1کنتـرل منیـی و شـماره  7باشـد شـماره  بیس پر می 8011قطعه مورد نظر ) PCRبعد از 81s RNA حصول. م9شکل

 باشد( کنترل مثبت می

 آنالیز های فیلوژنتیکی

( در ابتدا و انتهای آن )به دلیل کی یت پایین(، رطعات ماورد نظار  Sequence trimmingبعد از برچیدن سکانس )
( و Multiple sequence alignmentهمردیا  ساازی چندگاناه) MEGA  5از هر نن در بین سکانس ها با برنامه

 ود.ش میمشاهده  5 تری انجام داد که در شکل وان بررسی دریقت میوارع شد. با این کار  ای هسپس مورد آنالیز مقایس
 ها هتاوالی آن در باین ساوی ای هبه عنوان یک نن معتبر مطرح است که به تنهاایی باا بررسای مقایسا 16srRNA نن 
، منعکس ها هدر بین سوی ی ننها یکرد. میزان اختلا  مشاهده شده در توالوان ارتبا  ننتیکی آنها را پیش بینی ت می

 اشد.ب میها  کننده اختلا  ننومی آن
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 Neighbor-joiningها با متد   در میان سویه 81srRNA. دندروگرام ژنی براساس ژن 4شکل 

 بحث

لینی، به دلیل شناسایی سخت باکتری و درمان به مورع آن در های با بررسی تنوز زیستی نوکاردیا های موجود در نمونه
 یظااهر شاده، بررسا هاای یکلون یماکروسکوپ یکه شامل بررس یپیفنوت یها روش افراد مبتلا بسیار  اهمیت دارد.

( و کشت در یای باکتر و مشاهده فرم رشته یفست نسب دیگرم و اس یزیها )با است اده از رنگ آم نمونه یکروسکوپیم
 یها زولهیا داشتنبدون  ها این تست اما ؛شود محسوب می وزینوکارد صیمرجع در تشخ یروش ی؛انتخاب یها   یمح

 باودن رشد کند و یطولن ونیانکوباس به ازین لیدل به زین کشت صورت در. باشد نمی ریپذ انجام اینوکارد از مناس 
 یها روش. (18) است ادیز ونیانکوباس مدت در یطیمح یها تیساپروف ریسا با کشت  یمح یآلودگ امکان ،یباکتر

 یباکتر صیتشخ. است یکاربردکاملاا  میاز نمونه مستق ییاینوکارد یها گونه قیو در عیسر صیتشخ یبرا یمولکول
د دار فاراوان تیااهم یباکتر نیا ییایجغراف عیتوز نییتع و کیولونیدمیاپ مطالعات منظور به گونه سطح در اینوکارد

و  یپیفناوت یهاا تار نسابت باه روش هرچاه بیش تیو حساس تیبا اختصاص PCRمانند  یمولکول یها وش. ر(19)
هاا در  از آن ریااخ یها در ساالو کناد  را فراهم می ایشناخته شده نوکارد یها تمام گونه یامکان بررس یکروسکوپیم

 یبرا PCR  هیبر پا یمولکول یها روشاز  1992بار در دهۀ  نیاول( . 8و1) شود ای است اده می بطور گسترده صیتشخ
رسولی نس  و همکاران در سال   (. در مطالعه02) است اده شد ها ستینومیاکت ریسا نیاز ب ایجنس نوکارد  صیتشخ
ایزولاه  10نموناه مشاکوک،  19های جدا شده از تهران به روش فنوتیپی انجام شد که از مجماوز  ، نمونه ایزوله90

ایزوله نوکاردیا اتیدیکاویاروم و یک ایزوله عدم شناسایی  1ایزوله سیریا سیجرجیکا،  4پلکس، نوکاردیا آسترو یدس کم
انجام شد، از مجموز  در شمال خراسان ایران  0214ای که توس  عندلیبی و همکاران در سال  ( . طی مطالعه01بود)

 0214ای که در سال  طی مطالعه .( 00ایزوله جدا شده، همگی نوکاردیا استرو یدس کمپلکس شناسایی شدند) 11
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از  توس  بوربور و همکاران در اص هان صورت گرفت، بر اساس گزارشی از نوکاردیا های ایزوله شده توس  سکانس
 .N. cyriacigeorgicaانجااام شاد،  S rRNA16هااای فناوتیپی و سااکانس  نمونااه خاااک کااه بااه روش 52میاان 

N.cummidelens, N. asteroides, N. coubleae  (02شناسایی شد .) 

 گیری نتیجه

ی فنوتیپی و بیوشیمیایی مشاهده شد که باا ها تی مختل  جنس نوکاردیا  بر اساس تسها هتنوز گون ،در این مطالعه
ز طرفی . ااشد ب میاین شناسایی حایز اهمیت  ،توجه به متنوز بودن پنل آنتی بیوتیکی و اهمیت آن در مبحث درمان

واند کمک شاایانی در ت میی مولکولی ها شنشان داد که رو ها،  هدر تشخیص ایزول PCRپی و ارزیابی دو روش فنوتی
 داشته باشد. جنس نوکاردیاامر تشخیص 
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Identification  of biodiversity of Nocardia spp. Isolated  from 

clinical samples of the Tehran hospitals using phenotypic and 

molecular method 

 

ABSTRACT:   

Background and objective: Nocardia is a germ-positive filamentous bacterium with 

relative acid-fast properties that ubiquitously exists as an environmental saprophyte. 

Nocardiosis is usually characterized as an acute or chronic illness associated with pus or 

granulomatosis, which can cause an aggressive disease both in healthy people and 

immunosuppressive patients. The aim of this study was to identify the biodiversity of 

Nocardia species isolated from Tehran hospitals via phenotypic and PCR molecular 

approaches. 

Materials and methods: 300 samples were collected  from Tehran hospitals. After 

being separated by paraffin baiting technique, the colonies were evaluated for their 

growth abilities in liquid lysozyme and at 114C and based on other biochemical tests via 

macroscopic examinations and then microscopic gram and relative acid-fast staining 

practices. Ultimately, we designed a genus-specific primer set and performed the PCR 

reaction to compare both results. 

Results: From the 300 samples, 20 samples were identified as positive based on the 

culture and biochemical tests and molecular method. 

Conclusion: Considering the species diversity of Nocardia genus and the existence of 

different conditions for performing phenotypic and biochemical tests, it is very probable 

that another genus relevant to the actinomycete family be mistakenly identified as 

Nocardia. Thus, molecular methods can provide confirmation of the phenotypic 

approach. 

Keywords: Nocardia, Tehran Hospitals , Phenotypical identification , Molecular 

identification 
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