
 تحقيقات بهداشتي انستيتو مجله دانشكده بهداشت و                                                                            

  ٢٥٧- ٢٦٨ م، صفحهوس، شماره ١٧، دوره ١٣٩٨ پاييز                                                                                  

      مقاله پژوهشي

  در Real Time PCR  كمپلكس با استفاده از روش يدسآستروئ يانوكارد ييشناسا
  ينيبال يها يزولها

  

  ايران تهران، ،گروه پاتوبيولوژي، دانشكده بهداشت، دانشگاه علوم پزشكي تهران،ارشدكارشناس  نگين بلورچي:

  ايران تهران، ، گروه پاتوبيولوژي، دانشكده بهداشت، دانشگاه علوم پزشكي تهران،تخصصي يادكتر :يالهام ابراهيم

  ايران تهران، علوم پزشكي تهران،، گروه پاتوبيولوژي، دانشكده بهداشت، دانشگاه دوره دكتري دانشجوي :جليل فلاح

  ايران تهران، ، گروه پاتوبيولوژي، دانشكده بهداشت، دانشگاه علوم پزشكي تهران،دوره دكتريدانشجوي  :علي جوادي

  : eshraghs@tums.ac.ir نويسنده رابط -ايران تهران، گروه پاتوبيولوژي، دانشكده بهداشت، دانشگاه علوم پزشكي تهران،، استاد :سيد سعيد اشراقي

 ٧/٥/١٣٩٨ تاريخ پذيرش:             ٧/٧/١٣٩٧تاريخ دريافت: 

  

 چكيده
جنس  ياعضــا يگونه ا ينطيف بيماري هاي عفوني ناشــي از نوكارديا آســتروئيدس كمپلكس بســيار گســترده اســت.افتراق ب زمينه و هدف:

ـــب ي،آگه يشپ يينجهت تع يانوكارد ـــرور يدميولوژيكمطالعات اپ ينو بموقع و همچن درمان مناس ـــت. از آن جهت كه هر  يض از  يكاس

شخ يوتيكيب يمقاومت آنت يالگو يانوكارد يهاگونه صيخاص خود را دارد، دقت روش ت نياز به روش هاي قرار دارد.  يتدر درجه اول اهم ي

بر روش هاي فنوتيپي و بيوشيميايي دارند براي تشخيص به موقع و دقيق گونه هاي اين كمپلكس مولكولي با توجه به مزيت هاي آشكاري كه 

ــت. در اين مطالعه براي اولين بار از  ــن اس ــتروئيدس كمپلكس  Real Time PCR روشكاملا روش براي افتراق بين گونه اي نوكارديا آس

  استفاده شد.

تعداد ايزوله با اســـتفاده از روش ها بيوشـــيمياي و فنوتيپي به عنوان  ١٠ايزوله باليني مشـــكوك به  جنس نوكارديا،  ٢٥از مجموع : روش كار

. كنترل مثبت هر سه گونه با استفاده ايزوله مشكوك انجام گرفت ١٠از  DNA. سپس استخراج شناسايي شدند نوكارديا آستروئيدس كمپلكس

ستاندار سويه هاي ا شد.  از  شده گونه ١٠براي هر  Real Time PCRد تهيه  صول تكثير  شد. در نهايت مح  Realهايي كه با ايزوله انجام 

Time PCR  فرستاده شد. توالي يابي جهت تاييد هويت براي شناسايي شد، نوكارديا آستروئيدس كمپلكس به عنوان 

ايزوله مربوط به نوكارديا استروئيدس  ٣ نوكارديا آستروئيدس كمپلكسايزوله باليني مشكوك به  ١٠نتايج توالي يابي نشان داد كه از بين  نتايج:

 نوا يافت شد.گونه نوكارديا ١ديا فارسينيكا و گونه نوكار ١گونه نوكارديا آستروئيدس،  ١كمپلكس است. 

ايي اختصاصيت  و سرعت بيش تري ينسبت به روش هاي فنوتيپي و بيوشيم Real Time PCRاين مطالعه نشان داد كه روش  نتيجه گيري:

 داشته و جهت افتراق بين گونه اي روشي كارآمد محسوب مي شود. 

  ، ايزوله هاي بالينيReal Time PCR، نوكارديا آستروئيدس كمپلكس كلمات كليدي:

  
  مقدمه

تاب برگي  Bergey ’s Manual(طبق آخرين تغييرات ك

of Systematic Bacteriology( ،ستروئيدس ، نوكارديا آ

يا  كارد عه نو يا نوا در مجمو كارد كا و نو ـــيني فارس يا  كارد نو

ــتروئيدس كمپلكس قرار مي گيرند. ــتروئ يانوكاردآس  دسيآس

ــا ــان يعامل عفونت ها ينتر يعكمپلكس ش ــا ينب يانس  ريس

موضـــوع در  ين. ا)٤-١( شـــود يم يتلق يانوكارد يگونه ها
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 /نگين بلورچي و همكاران ٢٥٨

 

 ال س است. در يدهبه اثبات رس يها و مطالعات متعدد يبررس

س يانوكارد ينيبال يزولها ٢٦ژاپن  در ١٩٩٠  يندب يپو ت يبرر

س ينشد. در ا ستروئ يانوكارد يوعش يبرر  يا، نوكارد٤٢يدسآ

  .)٣( گزارش شد %٢٧نوا  ياو نوكارد ٣١ينيكافارس

ـــاي جنس نوكارديا جهت تعيين     افتراق بين گونه اي اعض

ـــب و موقع و همچنين مطالعات ه ب پيش آگهي، درمان مناس

ـــت. از آن جهت كه هر يك از  ـــروري اس    اپيدميولوژيك ض

هاي نوكارديا الگوي مقاومت آنتي بيوتيكي خاص خود گونه 

را دارد، دقت روش تشخيص در درجه اول اهميت قرار دارد. 

علاوه بر اين، مداواي موفق بيماران بخصـــوص افرادي كه به 

هر شــكلي نقص و ضــعف ايمني دارند بايد در ســريع ترين 

ـــورت گيرد كل ممكن ص ـــ يا )٥ ،٦( ش كارد ثال نو . براي م

كا  ـــيني به عوامل آنتي بيوتيكي از خود فارس مقاومت زيادي 

نشــان داده اســت و با توجه به ويرولانس بالايي كه دارد بايد 

تر اشاره  . همانطور كه پيش)٧( به سرعت از بدن حذف شود

قريبي ت با تشــخيص فنوتيپي و بيوشــيميايي تنها بطور شــد،

مايشمي ثال آز نه كرد. براي م يدروليز توان تعيين گو هاي ه

كازئين و ژلاتين در مورد ت هايپوگزانتين، گزانتين،  يروزين، 

 اعضــاي نوكارديا آســتروئيدس كمپلكس منفي مي باشــد. در

نتيجه به تست هاي تكميلي ديگري از جمله آريل سولفاتاز و 

ـــت بنابراين  .)٥( تخمير قند براي افتراق بين گونه اي نياز اس

به بيش از  ـــخيص بين گونه اي دقيق  زمايش آ ٣٠جهت تش

ـــدت  ـــت. تعدد آزمايش هاي فنوتيپي به ش فنوتيپي نياز اس

است  ممكن ي كه تشخيص گونه نوكاردياگير بوده بطوروقت

تا  ٦از  به  ٨روز  كه  ماراني  مد و در مورد بي ته بطول انجا هف

ندارد.  ياج دارند چنين زماني وجود  به درمان احت ـــرعت  س

ميايي بيوشيعلاوه بر اين تفسير نتايج حاصل از آزمايش هاي 

ين به هم ممكن مي باشــد.ه بوده و عملا غيرمتغير و گيج كنند

يت به مز جه  با تو هاي مولكولي  به روش  ياز  لت ن هاي ع

هاي فنوتيپي و بيوشــيميايي دارند براي آشــكاري كه بر روش

تشـخيص به موقع و دقيق اعضـاي اين خانواده كاملا روشــن 

  . )٨( است

  روش كار
مشكوك به عفونت نوكارديايي كه به  نمونه هاي :نمونه گيري

شكده  سي دان شنا شريعتي و يا به بخش ميكروب  ستان  بيمار

ـــت هداش ـــي  ب يد. بررس ـــد جمع آوري گرد ارجاع داده ش

شد و نمونه هاي  سكوپي از جهت وجود گرانول انجام  ماكرو

ـــدند. ايزوله هاي باليني جمع آوري  ريوي آلودگي زدايي ش

ــناســي داشــده در بانك ميكروبي بخش ميكر شــكده نوب ش

شدند.  شگاه علوم پزشكي تهران نيز وارد مطالعه  شت دان بهدا

  ايزوله باليني در اين مطالعه بررسي شد. ٢٥در مجموع 
منظور تعيين قطعي نوكارديا در سطح به  :رنگ آميزي و كشت

ها از جنس هاي نزديك مثل استرپتومايسس، جنس و افتراق آن

هاي مشكوك نوكارديا كلنيتست مقاومت به ليزوزيم براي 

 ايانجام شد. در مرحله بعد، به منظور تشخيص بين گونه

    هاي باليني آزمايشات بيوشيميايي و فنوتيپي براي ايزوله

  ايزوله هاي باليني انجام مي شود.
ايزوله هاي نوكارديا آستروئيدس، فارسينيكا  :DNAاستخراج 

هاي فنوتيپي تاييد شده بودند و نوا كه با استفاده از روش

 جوشاندنروش  ازجهت استخراج ژنوم انتخاب شدند. 

ييريافته استفاده شد (براي اولين بار از اين روش براي تغ

 زتازه ا يكلن يتعداد نوكارديا استفاده شد). DNAاستخراج 

 ,Brain Heart Infusion (BHI Agar)  Merckمحيط

Germany  اخل د يلاستر يقيآب تزر يكروليترم ٥٠٠ در را

سون ي سوسپانسباكتراز  قرار داده و يترل يليم ٥/١ يكروتيوپم

) انجام  (rpm8000/min يفيوژسانتر دقيقه ٢سپس  .تهيه شد

يكروليتر م ٥٠٠به رسوب حاصل  شد. يخال ييرو مايعو 

شد.  انجام يدافزوده و ورتكس شد %٤سود  محلول

درجه قرار داده و  ٣٧در  يقهدق ٣٠ ميكروتيوب ها به مدت

 يي تخليهرو يعماشد.  ) (rpm8000/min يفيوژمجدد سانتر

ار دوب مرحله يناشد. اضافه  يقيتزر آب يكروليترم ٣٠٠و 

 )EDTA/يستر( TE بافر ميكروليتر ٢٠٠. سپس تكرار شد

 ١٠شد. ميكروتيوب ها انجام يمو ورتكس ملا به رسوب اضافه

قرار داده و مجدد  يگراددرجه سانت ١٠٠در  يقهدق
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 ييكه محلول رو گرفت) انجام  (rpm8000/minيفيوژسانتر

 يمك يزو جهت آنالمنتقل شد  يلاستر يكروتيوپداخل م به

مورد بررسي  )ThermoFisher,USA( توسط نانودراپ

  قرار گرفت.

خاب بهترين ژن  :طراحي پرايمر به جهت انت در اين مرحله، 

عReal time PCRجهت  طال نديدژن ه، م كا كه در  هاي 

اي هو توالي گرفتمطالعات گذشته گزارش شده بود صورت 

نك ژني (اين ژن با فت NCBIها از  يا  يند. در ايگرد) در

 SecA1 (Secretory protein SecA1 gene) پروژه از ژن

. شداده استف براي هر سه گونه نوكارديا آستروئيدس كمپلكس

ـــط نرم افزار ،هــاي هــدفتوالي ژن جهــت  MEGAتوس

به منظور طراحي ها و آنرديفي هم ناســـب  ناطق م يافتن م

 Geneرافزا با استفاده از نرمگرفت. بررسي قرار  مورد پرايمر

runner، ـــد بازهاي  جهتهاي از زوج پرايمر تعداد و درص

C+G نزديكي دماي اتصال و همچنين امكان ايجاد اتصالات ،

به  .بررسي قرار گرفتبين پرايمري مثل دايمر و هيرپين مورد 

ـــده،  ـــيت پرايمرهاي طراحي ش ـــاص ـــي اختص منظور بررس

ـــد. NCBIپرايمرهاي كانديد در پايگاه داده  ـــت ش  بلاس

 سايبر Real Time PCRهاي طراحي شده به منظور پرايمر

  گرين شد.

يدس كمپلكس  ـــتروئ يا آس كارد بت نو يه كنترل مث براي  :ته

 PCR محصـولسـاخت كنترل مثبت، در ابتدا احتياج به يك 

ـــت  ـــتفاده از واكنش اس با اس ـــول  بر  PCRكه اين محص

ــويه ــتروئيدس كمپلكس انجام س ــتاندارد نوكارديا آس هاي اس

تا قطعه ژني مورد نظر به اندازه كافي تكثير شـــود.  شـــودمي

؛ عمل الكتروفورز بر روي اين محصول ژل از استخراججهت 

بريده  انجام و توســط تيغ آن قســمت از ژن مورد نظر در ژل

ـــورت پذيرد. براي انجام عمل  ـــد تا ادامه مراحل كار ص ش

 NucleoSpinGel and PCRاســـتخراج از ژل از كيت 

Clean Up  كيتاستفاده شد. در مرحله كلونينگ ازClone 

JET PCR Cloning شــد. اولين گام براي انجام  اســتفاده

ترانســفورماســيون ســاخت باكتري مســتعد مي باشــد. در اين 

شيا كلي  مرحله از شري ستفاده  DH5αباكتري ا . باكتري شدا

سيون در  شد. انكوبا شت داده   ٣٧در محيط نوترينت براث ك

ــت به  ــيدن جذب نوري محيط كش در طول  ٥/٠درجه تا رس

ــپس با انتقال دادن اين محيط  ٦٠٠موج  نانومتر ادامه يافت. س

دقيقه در  ٣به ميكروتيوپ و انجام عمل ســانتريفيوژ به مدت 

 ٥٠٠رسوب كافي از اين باكتري تهيه گرديد.  rpm٩٠٠٠دور 

سيم كلريد  ميكروليتر ضافه و به   ٢/٠از كل سوب ا مولار به ر

ـــپس عمل  ـــد. س ـــاعت در يخچال قرار داده ش مدت نيم س

ته و مايع رويي را دور ريخ جدد تكرار و   ســـانتريفيوژ را م

 ديكلر ميكلســ از ميكروليتر ٥٠ .شــد تكرار مجدد را ٢ مرحله

 هب مســتعد يباكتر ازميكروليتر  ١٠٠شــده. اضــافه رســوب به

 گنيكلون مرحلهر د شــده هيته محلول ازميكروليتر  ١٠همراه 

ــاعت مين مدت به و ادغام را ــد. داد قرار خچالي درون س ه ش

 خي در قهيدق ٥ و ســانتي گراد درجه ٤٢ در قهيدق ٢ آن از پس

ـــد ينگهدار  نتينوتر طيمح از تريل يليم١محلول بالا  به  .ش

ــافه براث ــاعت كي و نموده اض  انكوبه درجه ٣٧ يدما در س

س. مينمود سفورما سانترشد انجام ونيتران  كردن ژويفي. پس از 

تر ٩٠٠ و خــارج نمودن وبيكروتيم ي محلول  از ميكرول

 ينتآ يحاو تيمانده را بر دوپل يباق از ميكروليتر ١٠٠،ييرو

شت داده و  نيليس يآمپ كيوتيب شدساعت انكوب ٢٤ك . در ه 

راث ب نتينوتر طيرا در مح يكلن نيايكلنتك  جاديصـــورت ا

  .استخراج پلازميد انجام شدكشت داده و 

ــــه گونــه نوكــارديــا  در نهــايــت كنترل مثبــت براي هر س

ــتروئيدس ــينيكا و نوا تهيه گرديد. كنترل هاي مثبت آس ، فارس

شدند PCR هر گونه  بطور جداگانه با پرايمر هاي مربوط به

تا از درســتي اتصــال پرايمر هاي طراحي شــده به قطعه مورد 

   نظر اطمينان حاصل شود.
Real Time PCR : بعد از تهيه كنترل مثبت از ســويه هاي

 DNAبه و اطمينان از درســـتي اتصـــال پرايمراســـتاندارد 

 Real Time معمولي)، PCR(با استفاده از  تخراج شدهاس

PCR  ،روي ژنوم گونه هاي مشكوك به نوكارديا آستروئيدس

  Exicycler TM 96دستگاهفارسينيكا و نوا انجام گرفت. 
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BIONEER  جهت انجامReal Time PCR   .استفاده شد

ابتدا صــحت كار دســتگاه با اســتفاده از كنترل داخلي تاييد 

گرديد. در مرحله اول كنترل مثبت مورد آزمايش قرار گرفت. 

ـــال پرايمرابراي  ـــيت اتص ـــاص  DNA ها، طمينان از اختص

ـــز، ا ـــترپتومايس ـــتخراجي چند جنس نزديك از جمله اس س

رودوكوكوس، گوردونه، مايكوباكتريوم توبركلوزيس به همراه 

چند سـويه اسـتاندارد از گونه هاي غير آسـتروئيدس (شـامل 

ـــيس، نوكــارديــا كــاويــه و نوكــارديــا  نوكــارديــا برازيلينس

ــيجرجيكا) مورد ــيرس  DNAآزمايش قرار گرفت. در آخر  س

ايزوله اي كه با آزمايشــات فنوتيپي به  ١٠ســتخراج شــده از ا

ستروئيدس كمپلكس  شكوك به نوكارديا آ عنوان گونه هاي م

ــدند.  ــده بودند مورد آزمايش قرار داده ش در در نظر گرفته ش

ملمخلوط واكنش  ميكروليتر ٢٥ ميكروتيوبهر  ـــا  ٥/١٢ ش

تر ي ل كرو ي  ١،  PCR SYPR Green Master mixم

 ياز الگو ميكروليتر ١و  ياختصــاصــ يمراز هر پراميكروليتر

DNA شد.  يممابقي آب مقطر  و ست يكنترل منفبا ر شامل م

 PCR amplificationييدما ةچرخ. باشد يو آب م يكسم

درجه به مدت  ٩٥يقه،دق ٥راد به مدت گيدرجه سانت ٩٥شامل 

درجه  ٧٢ثانيه و  ٦٠به مدت درجه  ٦٠ثانيه و به دنبال آن  ٣٠

  سيكل انجام گرفت. ٤٠ثانيه در  ٦٠به مدت 

در نهايت براي اطمينان از صحت تشخيصي روش و تاييد    

گونه هاي نوكارديا آســتروئيدس، فارســينيكا و نوا، محصــول 

براي توالي يابي فرستاده  Real Time PCRنهايي واكنش  

  شد.

  

  نتايج
سي  صل از برر ايزوله باليني  ٢٥در مجموع  :فنوتيپينتايج حا

ـــت و آزمايش هاي جنس نوكارديا از نظر رنگ آميزي، كش

فنوتيپي بررسي  و گونه هاي مشكوك به نوكارديا آستروئيدس 

ايزوله  ١٠با اســـتفاده از روش فنوتيپي تعيين شـــد.كمپلكس 

مشــكوك به نوكارديا  آســتروئيدســكمپلكس بين ايزوله هاي 

نتايج حاصل از آزمايشات فنوتيپي  ١دول باليني يافت شد. ج

  .را نشان مي دهد

كنترل هاي مثبت با پرايمر هاي  PCRنتايج حاصل از     

كنترل مثبت نوكارديا  PCRنتيجه  ١شكل : طراحي شده

 هايكا و نوا را نشان مي دهد. پرايمرآستروئيدس، فارسيني

طراحي شده به درستي و بدون باند غير اختصاصي به كنترل 

هاي مثبت اتصال پيدا كرده و محصول مورد نظر از نظر طول 

  قطعه مطابق انتظار بود.

 Real Time PCR :Real Time PCRنتايج حاصل از   

لكس كمپ يدسآستروئ يامشكوك به نوكارد يهايزولها ١٠ي برا

رفت. شدند، انجام گ ييشناسا يپيفنوت يصكه در مرحله تشخ

 يدسآستروئ يامربوط به نوكارد يزولها ٣تنها كه از اين بين 

 Realمحصولات  يج،از نتا يناناطم برايكمپلكس بود. 

Time PCR اصل از ح يجفرستاده شدند. نتا يابي يتوال يبرا

 يهم خوان Real Time PCRحاصل از  يجبا نتا يابي يتوال

 ياگونه نوكارد ١ يا،نوكارد يزولها ٢٥ يناز ب يتداشت. در نها

 وان ياگونه نوكارد ١و   ينيكافارس ياگونه نوكارد ١ يدس،آستروئ

رل دهد. كنتيسه گونه را نشان م يرنمودار تكث ٢جدا شد. شكل 

از گونه ها بطور جداگانه  يكبه همراه كنترل مثبت هر يداخل

هيچ واكنش غير اختصاصي در  استفاده شد. يو در هر ران كار

Real Time PCR ر نوكارديا هاي غيمربوط به جنس و گونه

  )٣( شكل  آستروئيدس كمپلكس مشاهده نشد

  

  بحث
مطالعات مولكولي متعددي براي شناسايي نوكاريا       

آستروئيدس كمپكس انجام شده است. تا به اكنون روش 

Real Time PCR  در مورد نوكارديا تنها در دو مطالعه مورد

در  ٢٠٠٦استفاده قرار گرفته است. در يك مطالعه كه در سال 

براي  16S rRNAايالات متحده عربي انجام گرفت؛ از ژن 

ايزوله باليني استفاده شد. از  ٢٨شناسايي جنس نوكارديا در 

ي پمورد نوكارديا با استفاده از روش هاي فنوتي ٢٠اين تعداد 

مورد نوكارديا  ١٨تشخيص داده شد در حالي كه از اين تعداد 
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شناسايي شد. در اين  Real Time PCRبا استفاده از روش 

. در )٦( مطالعه از پرايمر هاي سايبرگرين شده استفاده شد

براي  Real Time PCRمطالعه ما براي اولين بار از از روش 

تفاده شده اس تشخيص سه گونه نوكارديا آستروئيدس كمپلكس

است. سه جفت پرايمر بطور جداگانه براي شناسايي گونه هاي 

عه اي ف مطالفارسينيكا، آستروئيدس و نوا  طراحي شد. برخلا

جهت طراحي  secA1در مطالعه ما از ژن  كه به آن اشاره شد،

براي افتراق بين گونه اي 16S rRNAپرايمر استفاده شد. ژن 

 16Sكه همولوژي ژن سيد؛ چراركانديد مناسبي به نظر نمي

rRNA هاي نوكارديا به قدري بود كه امكان طراحي بين گونه

كرد. در اختصاصي پرايمر براي اين مجموعه را سلب مي

 .مورد بررسي قرار گرفت hsp65و ژن  sodمطالعه ما،  ژن 

نيز به دليل داده  ) sod) Super oxide dismutase ژن

 Heat shockو ژن  NCBIمحدود در پايگاه داده

protein65 (hsp65)  نيز به دليل همولوژي زياد بين

اي مطالعه،  hsp6اكتينومايست ها انتخاب نشدند. مرتبط با ژن

بيماري كه توبركلوز  ٢٠٠در يونان انجام گرفت. اين بررسي در 

بطور اوليه در آن ها شخيص داده شد بود؛  انجام گرفت. در 

و ژن  PCRني با استفاده از روش ايزوله بالي ٢٧اين مطالعه 

hsp65  به عنوان نوكارديا يا مايكوباكتريوم شناسايي شدند. در

اين مطالعه به جهت مقايسه اختصاصيت تشخيصي ژن 

hsp65  ،RealTimePCR   16با استفاده از ژنS rRNA 

ايزوله نوكارديا با استفاده از  ٤ايزوله انجام شد. تنها  ٢٧اي بر

16S rRNA  وRealTimePCR   شناسايي شد. نتايج نشان

وم و در دو جنس مايكوباكتري hsp65داد كه همولوژي 

ق بين زم براي افترااختصاصيت لا نوكارديا به گونه اي است كه

. هم رديفي انجام شده براي ژن )٩( جنس را ندارداين دو 

secA1  نشان مي دهد كه مناطقي براي هر يك از گونه هاي

نوكارديا وجود دارد كه با گونه هاي ديگر متفاوت است. در 

 secA1مطالعه اي جهت مقايسه كارايي دو ژن  ٢٠٠٦سال 

ايزوله باليني  ٤٠ايدر افتراق بين گونه16S rRNA و 

 نوكارديا انجام شد. نتايج اين مطالعه نشان داد كه استفاده از

افتراق در  16S rRNAكارايي بيشتري نسبت ژن secA1 ژن

در  secA1بين گونه اي دارد. هم چنين نتايج نشان داد كه ژن 

دارد.  %١٠٠تا  ٩٨سويه هاي مختلف از يك گونه هومولوژي 

بين  secA1ژنمطالعه اي ديگر در مورد پلي مورفيسم  .)١٠(

 ٢٠١٠گونه هاي نوكارديا انجام گرفت. اين مطالعه كه در سال 

 secA1در چين انجام شد، نشان داد كه تنوع ژنتيكي در ژن

به همين علت . ستا  16S rRNAسيار گسترده تر از ژن ب

هاي جهت افتراق بين گونه secA1رسد كه ژن به نظر مي

يك مطالعه  .)١١( نوكارديايي مناسب ترين كانديد است

، 16SrRNAگسترده در رابطه با پلي مورفيسم ژن هاي 

secA1 ،hsp65 ،sodA ،(RNApolymeraseB) 

rpoB  وgyrB(giraseB)  در گونه هاي نوكارديا در سال

در مكزيك انجام شد. آناليز درخت فيلوژنيك مطالعه  ٢٠١٧

 اخير، توانايي هر يك از ژن هاي نام برده را در افتراق بين گونه

و  sodAاي نوكارديا نشان داد. طبق نتايج بدست آمده ژن 

gyrB اي هبيشترين تنوع ژنتيكي را براي افتراق گونه

دومين ژن مناسب  secA1نوكارديايي داشت. در اين آناليز ژن 

جهت افتراق گونه هاي نوكارديا معرفي شد و ژن هاي 

16SrRNA ،hsp65  وrpoB  تنوع ژنتيكي نسبتا كم تري

  داشتند.

  

  نتيجه گيري 
ها و پروب هاي هاي شناسايي مبتني بر پرايمرروش    

اختصاصي براي شناسايي و تشخيص سريع عوامل عفوني 

. در اين مطالعه براي اولين بار نوكاريا )١٢( بسيار كارآمد هستند

 Real Time PCRآستروئيدس كمپلكس با استفاده از روش 

شناسايي شد. اين روش با حساسيت، اختصاصيت و سرعت 

بالاو به دليل وجود سيستم آناليز الكترونيكي در دستگاه هاي 

Real time PCR ؛ قابليت پيگيري لحظه به لحظه نتايج

روش مناسبي براي تشخيص بين گونه اي نوكارديا هاي مهم 

كم  ااز نظر باليني مناسب به نظر مي رسد. بعلاوه، اين روش ب

در مطالعه ما، ستخراجي نيز كارايي دارد. ا DNAترين مقادير 
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ايزوله مشكوك  ١٠ايزوله باليني مورد بررسي  ٢٥از بين 

نوتيپي هاي فنوكارديا آستروئيدس كمپلكس با استفاده از روش

 Realو بيوشيميايي يافت شد. اين در حالي بود كه در روش 

time PCR  ارديا آستروئيدس نوكايزوله به عنوان  ٣تنها

به عنوان  ٨. ايزوله شماره )٢(جدول  كمپلكس شناسايي شد

به عنوان نوكارديا  ١٥نوكارديا آستروئيدس،ايزوله شماره 

سايي به عنوان نوكارديا نوا شنا ١٧ره فارسينيكاو ايزوله شما

در بررسي اوليه  ١٧و  ٨شد. اين در حالي بود كه ايزوله شماره 

ايزوله مشكوك  ١٠ه و  حتي در بين نتايج فنوتيپي حذف شد

قرار نگرفتند. مقايسه نتايج حاصل از آزمايشات فنوتيپي و 

نشان داد كه  Realtime PCRبيوشيميايي و نتايج حاصل از 

اختصاصيت روش هاي فنوتيپي و بيوشيميايي بخصوص در 

تعيين گونه  بسيار كم مي باشد. شيوع هر سه گونه نام برده 

بود. طراحي پرايمرهاي  %٤هاي بررسي شده ايزوله ٢٥بين 

- اختصاصي براي ساير گونه هاي نوكارديايي، استفاده از پروب

صيت روش و همچنين هاي اختصاصي براي افزايش اختصا

- انتخاب ژن هاي اختصاصي تر براي طراحي بهينه پرايمر مي

  تواند موضوع مطالعات آينده باشد.

  

  يتشكر و قدردان

لوژي ، گروه پاتوبيوتهران يدانشكده بهداشت دانشگاه علوم پزشك از

هداشت دانشكده ب بخش باكتري شناسي ينوميستاكت يشگاهآزماو 

  .يمرا دار يمراتب سپاس و قدردان
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، ٢١، ٢٠، ١٥، ١١، ٩، ٤، ٣، ١.  ايزوله هاي شماره نوكاردياييايزوله باليني  ٢٥نتايج حاصل از آزمايشات بيوشيميايي و فنوتيپي در  -١جدول 

  به عنوان جنس نوكارديا از ساير ايزوله هاي متمايز شدند ٢٥و  ٢٤
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و  ٢٤، ٢١، ٢٠، ١٥، ١١، ٩، ٤، ٣، ١ايي. ايزوله هاي شماره يو روش فتونيپي وبيوشيم Real Time PCRمقايسه نتايج حاصل از  -٢جدول 

 ٣تنها  Real time PCRبا استفاده از روش فنوتيپي و بيوشيميايي  به عنوان جنس نوكارديا از ساير ايزوله هاي متمايز شدند. در روش  ٢٥

به عنوان  ١٥ايزوله شماره  ن نوكارديا آستروئيدس،به عنوا ٨ايزوله به عنوان نوكارديا آستروئيدس كمپلكس شناسايي شد. ايزوله شماره 

 ٨ماره ايزوله ش ،سايي شد. اين در حالي بود كه در بررسي اوليه نتايج فنوتيپيبه عنوان نوكارديا نوا شنا ١٧ره و ايزوله شما نوكارديا فارسينيكا

  ايزوله مشكوك قرار نگرفتند ١٠ن حتي در بي ١٧و 
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تاييد صحت اتصال پرايمر هاي طراحي شده با استفاده از كنترل مثبت تهيه شده. اندازه قطعات با اندازه محصول مورد انتظار در  -١شكل

  داشتبلاست پرايمرها تطابق 

  

 
  

  . نوكارديا آستروئيدس بابراي سه گونه نوكارديا آستروئيدس، فارسينيكا و نوا Real Time PCRنتايج حاصل از  -٢شكل 

 TC=  نوكارديا فارسينيكا ١٠ ،T= C و نوكارديا نوا با  ١٢ ،TC = شناسايي شد ١٦  
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هاي استرپتومايسز، رودوكوكوس، گوردونه، مايكوباكتريوم توبركلوزيس به همراه چند  منفي در جنس Real Time PCRنتيجه  -٣شكل 

    برازيلينسيس، نوكارديا كاويه و نوكارديا سيرسيجرجيكا)سويه استاندارد از گونه هاي غير آستروئيدس (شامل نوكارديا 
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ABSTRACT 
Background and Aims: Nocardia asteroides complex is the most common cause of infectious 
diseases due to nocardiosis. Interspecies differentiation of Nocardia genera is essential for 
prognosis and timely proper treatment, as well as for epidemiological studies. Since each genus 
has its own antibiotic resistance, precise careful diagnosis is of prime importance. As compared to 
biochemical and phenotypic methods, the efficacy of molecular methods for fast and accurate 
identification of Nocardia species has been proven. The aim of this study was to detect for the first 
time Nocardia asteroides complex in clinical isolates using real time polymerase chain reaction 
(Real-Time PCR).  
Materials and Methods: Out of the 25 clinical isolates suspected to be Nocardia asteroides genus 
10 were identified as Nocardia asteroids complex by biochemical and phenotypic methods, 
followed by genomic DNA extraction of the suspicious isolates. Nocardia asteroides complex 
positive controls were prepared using standard strains. Real-time PCR was conducted on all the 
10 suspicious isolates. The final real-time PCR samples were sent for sequencing to verify the 
identified species.  
Results: Based on sequencing results 3 of 10 clinical isolates suspected to be identified as 
Nocardia asteroides complex were confirmed as belonging to the Nocardia asteroids complex 
genera ─ Nocardia asteroids, Nocardia farcinica, and Nocardia nova. 
Conclusion: This study shows that, as compared to biochemical and phenotypic methods, real-
time polymerase chain reaction is faster and more specific, and is considered as an efficient 
method, for Nocardia interspecies identification and differentiation. 
Keywords: Nocardia Asteroides Complex, Real Time PCR, Clinical Isolates 
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