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چکیده
سابقه و هدف: به طور سنتی Nocardia asteroides گونه غالب مسبب نوکاردیوز در نظر گرفته می شود. شناسایی ایزوله ها 
به دست آمده با استفاده از تکنیک های مولکولی نشان می دهند که جنس ها در معرض پیچیدگی طبقه بندی قابل توجه ای قرار دارند 
و شناسایی پایه فنوتیپی می تواند مبهم باشد. هدف از این مطالعه بررسی توزیع گونه های نوکاردیا سویه های به طور عمده بهبود یافته 

از بیماران مشکوک به سل، در طول دوره سه ساله بود )1391-1388(. 
مواد و روش ها: ایزوله های بالینی در سطح گونه با استفاده از تست های فنوتیپیک و روش ژنوتیپی شامل تجزیه و تحلیل توالی 

های تک و چند ژنی )MLSA( از ژن gyrB , 16S rRNA و secA1 شناسایی شدند. 
یافته ها:نوکاردیوز در این مطالعه در 46 بیمار تشخیص داده شد. شایع ترین حالت زمینه ای پیوند عضو )6 نفر؛ 13٪(، سرطان )6 نفر؛ ٪13(، 
ویروس نقص ایمنی انسانی )HIV( )6 نفر؛ 13٪(، بیماری های ریوی مزمن غیر عفونی)5 نفر؛10/8 ٪( و سل )4 نفر؛ 8/7٪( شد/ درگونه های نوکاردیا به 
 دست آمده از 46 نمونه مختلف بالینی، شایع ترین نوع لاواژ برونکوآلوئولار )BAL( )43/5٪( بود/ یازده گونه مختلف از نوکاردیا از بیماران شناسایی شد: 
 N. carnea ، )6 ایزوله( .N wallacei ،)7 ایزوله( .N farcinica ،)9 ایزوله( .N cyriacigeorgica ،)12 ایزوله( .N asteroides
)3 ایزوله(، N. otitidiscaviarum )3 ایزوله(، N. abscessus )1 ایزوله(، N. arthritidis )1 ایزوله( ، N. kruczakiae )1 ایزوله( 

، N.nova )1ایزوله( و N. veteran )1ایزوله(.
نتیجه گیری: عفونت ناشی از گونه های نوکاردیا به نظر می رسد شایع تر از انتظار عمومی باشد.مطالعه حاضر شواهد بیش تری 
را ارائه می کند که گونه های نوکاردیا قادر به ایجاد طیف گسترده ای از بیماری های انسانی در افراد سالم و بیماران دارای نقص ایمنی 
هستند. MLSA یک روش قابل اعتماد برای شناسایی گونه های دقیق از نوکاردیاهای ایزوله شده است و برای استفاده های معمول در 

آزمایشگاه بالینی بیش تر امکان پذیر خواهد بود.
MLSA ،کلید واژه ها: نوکاردیا، عفونت، شناسایی

مقدمه
گرم  منشعب،  ای  رشته  باسیل  هوازی،  نوکاردیا  جنس  اعضای 
مثبت و اسید فاست جزئی، که شامل بیش از 90 گونه مختلف 
هستند)http://www.bacterio.cict.fr/n/nocardia.html(. اما،گونه 
نوکاردیا به طور معمول ساپروفیت خاک اند و با این وجود نقش 

طور  به  نوکاردیا  دارند.  آلی  گیاهی  مواد  فروپاشی  در  مهمی 
از بیماران مبتلا به سیستم  فزاینده ای به عنوان عوامل عفونی 
ایمنی سرکوب شده و گاهی اوقات در افراد سالم و باعث عفونت 
و  آبسه مغز،  به  و عفونت زخم  ریوی  از  اعم  یا منتشر،  موضعی 
باکتریمی جدا شده اند )5(. از آنجا که شایع ترین تظاهر عفونت 
تب، کاهش  به  مبتلا  بیماران  است،  الریه  ذات  نوکاردیایی  های 
وزن، سرفه، درد قفسه سینه و تنگی نفس ممکن است با سایر 
عفونت های ریوی مزمن مثل سل یا عفونت های قارچی مهاجم 
درون  بندی  طبقه  که  حالی  در   .)16  ،  2( شود  گرفته  اشتباه 
جنس نوکاردیا به سرعت در حال تغییر است، شناسایی و شرح 
تا  نوکاردیا جدا شده  یابد. شناسایی  ادامه می  گونه های جدید 
سطح گونه به وسیله روش های معمول آسان نیست )5 ، 27(. 
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در ایران، که در آن سل شایع است و مورد توجه قرار می گیرد 
به عنوان یکی از مهم ترین چالش های بهداشت عمومی، به نقش 
بی  و دیگر شکل عفونت  ریوی  به عنوان مسبب عامل  نوکاردیا 
ایران در  از  اینکه اطلاعات کمی  توجهی شده است. با توجه به 
از مطالعه حاضر توضیح دادن طیف گونه  هدف  دسترس است، 
جدا شده احتمالی تعیین جنس نوکاردیا به دست آمده از نمونه 
های مختلف بالینی بیماران با تست های مورفولوژیکی بود. برای 
 MLSA از  بالینی  ایزوله های  اعتماد،  قابل  شناسایی قطعی و 
pre� translocase از A 16 )25(، زیرواحدS rRNA  از ژن

secA1( protein( و زیر واحد از یک DNA توپوایزومراز نوع 
دوم )gyrB( استفاده شد )21(.

مواد و روش ها
سویه های نوکاردیا 

در یک مطالعه سه ساله که از 1388-1391 انجام شده است، به 
ترتیب 22 و 10 سویه مختلف نوکاردیا از بیمارانی که مشکوک 
به داشتن عوارض مربوط مایکوباکتریوم بودند در مرکز تحقیقات 
و  ایران(  اهواز،  گرمسیری)خوزستان،  و  عفونی  های  بیماری 
درهمان  شدند.  جدا  ایران(  )تهران،  سامیار  پزشکی  آزمایشگاه 
)به  ایران  نقاط  دیگر  از  مختلف  بالینی  نوکاردیا  14ایزوله  زمان 
غیر از استان تهران و خوزستان( به مرکز تحقیقات بیماری های 
شناسایی  برای  ایران(  اهواز،  )خوزستان،  گرمسیری  و  عفونی 
ارجاع داده شدند. تاریخچه بیماران، که ایزوله ها به آن ها تعلق 
داشت، در جدول 1 خلاصه شده است. بسیاری از بیماران مبتلا 
به بیماری ریوی به عنوان موارد ابتلا به سل تشخیص داده می 
ایزونیازید و ریفامپیسین به  از جمله  شوند و داروهای ضد سل 
به  ندادند  پاسخ  یا  ها  این  که  شود،  می  تجویز  ماه  مدت شش 

درمان و یا پاسخ ضعیفی با عود دیرتر دادند .
شناسایی فنوتیپیک

سویه های نوکاردیا با منشا ریوی و یا سایر نمونه های تنفسی 
روی محیط کشت لوین اشتاین جانسون )LJ( جدا شده بودند 
در حالی که دیگر سویه ها جدا شده از سایر نمونه های بالینی 
بر روی محیط بلاد آگار جدا شدند. سویه ها برای سرعت رشد، 
رشد  میکروسکوپی،  و  ماکروسکوپی  مورفولوژیکی  های  ویژگی 
در  رشد  مانند  هایی  تست  و  مختلف  های  حرارت  درجه  در 
لیزوزیم، رشد در ˚C 45، آریل سولفاتاز )14 روز( ، فعالیت اوره 
آز و هیدرولیز آدنین، کازئین، اسکولین، هیپوزانتین، تیروزین و 
گزانتین و استفاده از استامید به عنوان تنها منبع کربن با توجه 

به روش استاندارد )11( ارزیابی شدند. 
 16S شناسایی مولکولی با استفاده از تعیین توالی ژن های

secA1 و gyrB ، rRNA
DNA ژنومی از کشت های میکروبی با استفاده از کیت استخراج 
دستورالعمل  طبق   )USA  ،CA  ،Qiagen )کیت   DNA
C̊ 20 - تا زمان استفاده ذخیره  کارخانه سازنده استخراج شد و در 

گردید.
پرایمر    از  استفاده  با  ها  ایزوله  از   16S rRNA ژن 
 pI و    pA  )3-AGAGTTTGATCCTGGCTCAG-5(
هر  برای   3-TGCACACAGGCCACAAGGGA-5(
ایزوله تکثیر شد )25( و  سپس قطعات تکثیر شده تعیین  توالی شد. تکثیر 
و تعیین توالی دو ژن  gyrB و secA1 برای هر سویه توسط روش مک 
 Noc-gyrB-F تاگارت و همکاران انجام شد)2010(. پرایمرهای -
Noc-و  )3-CTTCGCCAACACCATCAACAC-5(

 )3-TGATGATCGACTGGACCTCG-5(  gyrB-R
  F47-secA1 و پرایمر های gyrB برای تکثیر  480 جفت باز از ژن
-secA1 و     )3-GCGACGCCGAGTGGATGG-5(

 )’3-TTGGCCTTGATGGCGTTGTTC-5(  ConR2
مورد   secA1 ژن از  باز  جفت  توالی 440  تعیین  و  تکثیر  برای 

استفاده قرار گرفتند)21(.
 تجزیه و تحلیل ترتیب داده

به  های مختلف  جایگاه  از  ایزوله  هر  برای  آمده  به دست  توالی 
طور جداگانه با تمام توالی مربوط موجود به بازیابی نوکاردیا از 
 )15(  jPhydit برنامه  از  استفاده  با   GenBank داده  پایگاه 
مقایسه شدند. درصد شباهت هر توالی به دست آمده با اطلاعات 
سویه های مرجع هر گونه از هر ژن در مقایسه با بانک اطلاعاتی 
تهیه شده در نرم افزار ژن 16S rRNA تعیین گردید. درخت 
و   NJ از روش  استفاده  با  اشاره  توالی های مورد  از  فیلوژنتیک 
شد.  ترسیم   )30(  MEGA 4.1 افزار  نرم  توسط   K2P مدل 
برای نشان دادن بهتر وابستگی ایزوله های بالینی با گونه های 
و   gyrB  ،16S rRNA ژن  از  مربوطه  توالی  نوکاردیا،  معتبر 
ژن secA1 با هم تلفیق و قطعه ای به طول 2346 جفت باز با 
استفاده از برنامه jPhydit )15( تهیه شد، سپس درخت تکاملی 

بر اساس آن در برنامه MEGA 4,1 بتا )30( ترسیم شد.
نتایج

نقش اتیولوژیک ایزوله های جدا شده بر اساس رشد ایزوله های 
نوکاردیا در محیط کشت و هم چنین بر اساس حضور باسیل در 
لام میکروسکوپی در بسیاری از نمونه های بالینی هر بیمار قابل 
استنباط بود. علاوه بر این، در مورد نمونه هایی از قسمت های 
و  برداری  نمونه  تکرار  اساس  بر  بودند  خلط  مانند  استریل  غیر 
جداسازی مجدد در کشت خالص، قابل اثبات بود. ویژگی های 
نشان   1 در جدول  نوکاردیوز  با  بیمار   46 از  بالینی  اطلاعات  و 
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داده شده است. 25 نفر از بیماران )54/3٪( زن بودند/ محدوده 
سنی بیماران 88-18 سال بود/ بسیاری از بیماران حداقل یک 
بیماری زمینه ای قابل توجه مانند پیوند عضو )6 بیمار،13%( 
، سرطان )6 بیمار،13%(، HIV )6 بیمار،%13(، بیماری های 
بیمار،   4( ، و سل   )10/8% بیمار،   5( ریوی  غیر عفونی مزمن 
بود/   43%  BAL بالینی  نمونه  ترین  شایع  داشتند/   )8/7%
بود/   )٪47/8( سرفه  و   )٪69/5( تب  بالینی  علائم  ترین  شایع 
یافته های اشعه ایکس قفسه سینه شامل ارتشاح در 17/4 % 
موارد و حفره در 19/6٪ دیده شد/ نوکاردیوز ریوی در 27 بیمار 
بیمار )٪15/2(  از 46 بیمار )58/7٪(، نوکاردیوز منتشره در 7 
و بیماری های سیستم عصبی مرکزی )آبسه مغزی( در4 بیمار 
بیماران  بالینی  اطلاعات   :1 شماره  شد. جدول  مشاهد   )٪8/7(

دارای بیماری نوکاردیدزیس را نشان می دهد.
شناسایی گونه ها با استفاده از آزمون فنوتیپ

عنوان  به  نوکاردیا،  بالینی  ایزوله   10 اولیه  شناسایی  اساس  بر 
لام  براساس  شدند.  شناسایی  قارچ  یا  استرپتومایسس  گونه 
ماکروسکوپی و با استفاده از رشد در لیزوزیم تمام ایزوله ها به 
تست  و  رشد  های  ویژگی  براساس  شدند.  بندی  گروه  نوکاردیا 
 Nocardia asteroids complex like بیوشیمیایی،  های 
شایع ترین گونه جدا شده )45/6٪( در میان ایزوله های بالینی 
تا سطح جنس  تنها  مانده  باقی  های  گونه  اما   .)1 )جدول  بود 

شناسایی شدند.
شناسایی گونه ها با استفاده از آزمون تعیین توالی

در مطالعه حاضر، 46 سویه بالینی نوکاردیا بر اساس مستندات 
پرونده پزشکی و یافته های بالینی به عنوان نوکاردیوز ) 1388 
تا 1391 ( تشخیص داده شدند. در طول مطالعه، توالی سه ژن 
شامل gyrB ، 16S rRNA و ژن secA1 به طور جداگانه برای 
شناسایی مورد بررسی قرار گرفت و در نهایت شناسایی بر اساس 
نتایج  گردید.  قطعی  شناسایی  و  تهیه  ژن  سه  توالی  از  تلفیقی 

شناسایی و مقایسه آن ها در جدول شماره 2 آورده شده است.
16S rRNA تجزیه و تحلیل ژن 

ارتباط  نوکاردیا  گونه   46 که  داد  نشان  نتایج  قسمت  این  در 
بودند.  متمایز  ها  جنس  دیگر  از  و  داشتند  یکدیگر  با  نزدیکی 
تا 100٪ شباهت )واگرایی درون گونه ای(  به طور کلی، ٪95 
در بین ایزوله ها در مقایسه با دیگر گونه های مرتبط مشاهده 
مورد  های  ایزوله  تاکسونومیک  جایگاه   1 شماره  تصویر   . شد 
می  نشان   16S rRNA ژن  توالی  تعیین  اساس  بر  را  بررسی 
دهد. همه ایزوله های بالینی نوکاردیا به وضوح تفکیک شده و 
شاخه های مجزا در درخت فیلوژنتیک از ژن 16S rRNA نشان 
APN-  ،  APN-00010 جمله  از  بالینی  های  ایزوله  دادند. 

 ،APN-000SM25،APN-00031،APN-00028،00011
APN-  ،APN-00012،APN-000SM30،APN-00026

با   APN-00071 و APN-00049،APN-00048 ،00047
 16S ژن  از  ای  توالی  تحلیل  و  تجزیه  وسیله  به  بالا  اطمینان 
N. asteroids ،rRNA )12 ایزوله( به عنوان شایع ترین گونه 
 16S rRNA شناسایی شدند. تغییر های توالی نوکلئوتیدی ژن
داد  نشان  را   bp  11 تا   0 اختلاف  بالینی  های  ایزوله  میان  در 

)اطلاعات ذکر نشده است(.
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جدول شماره 1: اطلاعات بالینی و نتیجه شناسایی ایزوله های بالینی نوکاردیا
Identification by

Pri-
 mary
identi-
fication

Diag-
 nosis

 by
 clinical

find-
ings

 Chest
X-ray

Main symp-
tomsPMHG/A Sample

sourceAPN000
MLSAPhenotyp�

ic tests

N. otitidiscavi-
arum

 Nocardia
sp

Nocar-
dia sp

Myce�
tomaND Subcutaneous

abscessesHealthy)F )66Leg ab�
scess7

N. farcinica Nocardia
sp

Nocar-
dia spTb

Irreg�
 ular
 nodular
lesions

Fever, cough
 Kidney
 transplant
recipient

)F )64BAL9

N. asteroidesN. aster-
oids

Nocar-
dia spTbCavita�

tionFever, coughCOPD)M )59BAL10

N. asteroidesN. aster-
oids

Strepto-
 myces
sp

Myce�
tomaNA Fever, weight

lossHIV)F )62 Wound
infection11

N. asteroidesN. aster-
oids

Nocar-
dia spTb

 Pleural
effu�
sion

 Dyspnea,
cough

 Chronic
lymphocyt�
ic leukemia

)M )34BAL12

N. cyriacigeor-
gica

N. aster-
oids

Nocar-
dia sp

Myce�
tomaND Subcutaneous

nodules
 Soft tissue
abscess)M )19Biopsy13

N. otitidiscavi-
arum

 Nocardia
sp

Nocar-
dia spNDND Fever, weight

lossBMT)M )44Blood14

N. cyriacigeor-
gica

N. aster-
oidsFungiTb

Bilat�
eral in�
volve�
ment

 Dyspnea,
cough

 Chronic
bronchitis)F )71BAL15

N. otitidiscavi-
arum

 Nocardia
sp

Nocar-
dia sp

 Fungal
infec�
tion

ND Fever, weight
lossBMT)F )47Blood16

N. farcinica Nocardia
sp

Nocar-
dia spTb

Consol�
 idative
 with
pleural

DyspneaCOPD)F )66 Sputum
))318

N. farcinica Nocardia
sp

Nocar-
dia spTb

 Pleural
effu�
sions

Fever, coughHIV)F )71BAL22

N. nova Nocardia
sp

Nocar-
dia spND--Healthy)M )45 Soft tissue

biopsy23

N. wallaceiN. black-
lockiae

Strepto-
 myces
sp

ND-Oral ulcersPamphlgus)M )32Oral ulcers24

N. farcinica Nocardia
sp

Nocar-
dia spNDNDFeverHIV)F )47Blood25

N. asteroidesN. aster-
oids

Nocar-
dia spTbCavita�

tionFever, cough Recurrent
CMV, HIV)F )72BAL28

N. farcinica Nocardia
sp

Nocar-
dia spTbInfil�

tratesFever, coughHealthy)F )71BAL29
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N. arthritidis Nocardia
sp

Nocar-
dia spTbInfil�

trates

 Fever, general
 weakness and
dysuria

HIV)M )42 Sputum
and BAL30

N. asteroidesN. aster-
oids

Nocar-
dia spTb

 Diffuse
pneu�
 monic
infil�
trates

Fever, cough
 Kidney
 transplant
recipient

)F )65BAL31

N. cyriacigeor-
gica

N. aster-
oids

Nocar-
dia sp

Nocar�
diosisNAFUO Brain

abscess)M )32 Brain
abscess32

N. wallaceiN. black-
lockiae

Nocar-
dia sp

Myce�
tomaND

 Swelling left
 leg, purulent
wound

DM)M )49
 Leg
 discharges
))2

35

N. cyriacigeor-
gica

N. aster-
oids

Nocar-
dia spTbCavita�

tionFever, coughTb)F )67BAL39

N. carnea Nocardia
sp

Nocar-
dia spTbNodule Fever, cough,

chest painHealthy)F )31BAL40

N. wallaceiN. black-
lockiae

Nocar-
dia spNDND

 Post operative
 fatigue, chest
pain

 Mitral valve
prosthesis)M)66Blood41

N. carnea Nocardia
sp

Nocar-
dia spTbInfil�

trate
 Fever, cough,
chest painNeo)F )81BAL42

N. wallaceiN. aster-
oids

Nocar-
dia spTb

 Small
irreg�
 ular
 nodular
lesions

Fever, cough
 Ischemic
heart dis�
ease

)M )62 Sputum
))343

N. asteroidesN. aster-
oids

Nocar-
dia spTb

 Diffuse
pneu�
 monic
infil�
trates

Fever, cough Chronic
bronchitis)M )67BAL47

N. asteroidesN. aster-
oids

Nocar-
dia spTb

 Diffuse
pneu�
 monic
infil�
trates

Fever, cough Chronic
bronchitis)M )59BAL48

N. asteroidesN. aster-
oids

Nocar-
dia spTb

Bilat�
eral in�
volve�
ment

 Dyspnea,
cough

 Follicular
non�Hod�
gkin

)M )42 Sputum,
BAL49

N. carnea Nocardia
spFungiNocar�

diosis

 CT
 scan,
 cerebral
abscess

 FUO, weight
loss, headache

 Brain
abscess)M )59 Brain

abscess50

N. nova Nocardia
sp

Nocar-
dia spTbCavita�

tion

 Fever, chest
 pain, weight
loss

Healthy)F )47BAL51

N. farcinica Nocardia
sp

Nocar-
dia spTbNodule Fever, cough,

chest painHealthy)F )55BAL52

N. wallaceiN. aster-
oids

Strepto-
 myces
sp

Nocar�
diosisNA

 Weakness,
 soft tissue
abscess

 Skin graft
recipient)F )18Biopsy53

N. wallaceiN. black-
lockiae

Strepto-
 myces
sp

Myce�
tomaND Subcutaneous

nodules
 Soft tissue
abscess)F )28Biopsy54

N. cyriacigeor-
gica

N. aster-
oids

Nocar-
dia spTbCavita�

tionFever, coughTb)F )81BAL55

N. cyriacigeor-
gica

N. aster-
oids

Strepto-
 myces
sp

NDNDFUO
 Liver
 transplant
recipient

)M )32Blood56
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N. cyriacigeor-
gica

N. aster-
oidsFungiNocar�

diosis

 CT
 scan,
 cerebral
abscess

 FUO, weight
loss, headache

 Brain
abscess)F )64 Brain

abscess69

N. asteroidesN. aster-
oids

Strepto-
 myces
sp

TbCavita�
tionFever, coughTb, HIV)F )64 Sputum

))371

N. cyriacigeor-
gica

N. aster-
oids

Nocar-
dia sp

Nocar�
diosis

 CT
 scan,
 cerebral
abscess

FUO, head�
ache

Multifo�
 cal brain
abscesses

)F )50 Brain
abscess77

N. veterana Nocardia
sp

Nocar-
dia spTbCavita�

tionChest painNeo)M )88Sputum78

N. abscessus Nocardia
sp

Nocar-
dia spTbNDFever, Dys�

pnea, coughHemophili)M )14 Bone
marrow79

N. kruczakiae Nocardia
sp

Nocar-
dia spTbInfil�

trate

 Fever, chest
 pain, weight
loss

Neo)F )73BAL80

N. farcinica Nocardia
sp

Nocar-
dia spTbCavita�

tion
 Fever, cough,
chest painNeo)M )48 Sputum

))41390

N. asteroidesN. aster-
oids

Nocar-
dia spTb

 Small
irreg�
 ular
 nodular
lesions

Fever, cough
 Liver
 transplant
recipient

)M )63BALSM25

N. asteroidesN. aster-
oids

Nocar-
dia spTbCavita�

tion
General weak�
ness, dysuriaTb, HIV)F )42BALSM26

N. asteroidesN. aster-
oids

Nocar-
dia spTb

 Diffuse
pneu�
 monic
infil�
trates

Fever, cough
 Follicular
non�Hod�
gkin

)F )21BALSM30

N. cyriacigeor-
gica

N. aster-
oids

Strepto-
 myces
sp

NDNDFUO
 Kidney
 transplant
recipient

)F )46BloodSM62

Abbreviations: G/A, gender/age; PMH, past medical history; F, female, ND, not determined; BAL, bronchoalveolar lavage; M, Male; COPD, 

chronic obstructive pulmonary disease; HIV, human immunodeficiency virus; NA, not available; BMT, bone marrow transplantation; CMV, 

cytomegalovirus, FUO, fever unknown origin, DM, diabetes mellitus; Tb, tuberculosis; Neo, neoplasia, CT, computed tomography.

 APN-00013، APN-00015، APN-00032، ایزوله ها شامل
APN-00039، APN-00055، APN-00066، APN-
cyri� به عنوان APN-00069 00077 و، APN-000SM62

acigeorgica .N گونه غالب دوم)9 ایزوله( شناخته شده است. 
 N. cyriacigeorgica طیف تنوع نوکلئوتیدی در میان گونه های
 APN-000SM62 محدود بود )فقط 1 یا 2 جفت باز(. ایزوله بالینی
N. cyriacigeor� 1 جفت بازی و 2 جفت بازی را با  عدم تطابق

gica ژنوتیپ I و II نشان داد و به عنوان ژنوتیپ جدید )III( در 
 APN-00022، این گونه در نظر گرفته شد )جدول 1(. ایزوله های
APN-00025، APN-00029، APN-00052، APN-
N. far� به عنوان APN-00018 0001390 و، APN-0009

cinica )7 ایزوله( سومین گونه تکرار شده از نوکاردیا در مطالعه 
حاضر مشخص شدند. طیف تنوع نوکلئوتیدی در میان گونه های 

N. farcinica محدود بود )فقط 1 یا 2 جفت باز(. دیگر ایزوله ها 
با استفاده از ژن 16S rRNA به عنوان N. wallacei )ایزوله(، 
 N. ،)ایزوله  N. carnea)3 ،)ایزوله  N. otitidiscaviarum )3
 N. arthritidis )1 ،)ایزوله N. abscessus )1 ،)ایزوله nova)2
ایزوله(   N. veteran )1 ایزوله( و  N. kruczakiae )1 ،)ایزوله

شناسایی شدند.
secA1 و gyrB تجزیه و تحلیل

بر اساس آنالیز این دو ژن همه ایزوله های بالینی نوکاردیا به وضوح 
از همدیگر متمایز شدند و با تشکیل شاخه های مجزا در درخت 
فیلوژنتیک gyrB و secA1 شناسایی شدند )داده ها نشان داده 
نشده است(.طیف تنوع نوکلئوتیدی متفاوت برای هر یک از جایگاه : 
 secA1 و 0/0-75 جفت باز برای gyrB 100-0/0 جفت باز برای
 N.asteroids ، N. بالینی  های  ایزوله  شناسایی  شد.  مشاهد 
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 N. nova و cyriacigeorgica ، N. carnea ، N. farcinica
مطابق با یافته ای شناسایی با ژن 16S rRNA بود. در شرایطی که 
ایزوله های متعلق به N. wallacei، تفاوت قابل ملاحظه ای بین 
ژنوتیپ ژن 16S rRNA و gyrB و secA1 نشان دادند )جدول 

.)1
MLSA شناسایی بر اساس

در میان تمام 46 گونه، تنوع بین 0-246 در بین محدوده توالی 
ژن S rRNA-gyrB-secA1 16 تفاوت نوکلئوتیدی بین سویه 
ها مشاهده شد. درخت تکاملی براساس این قطعه بلند تلفیق شده 
)شکل 2( به وضوح شناسایی دقیق ایزوله های بالینی با اطمینان٪99 

- 100٪ را میسر ساخت )تصویر شماره 2(.

 

تصویر شماره 1: درخت تکاملی و رابطه فیلوژنتیکی ایزوله های مورد بررسی در 

16S rRNA این مطالعه بر اساس توالی ژن

تصویر شماره 2: درخت تکاملی و رابطه فیلوژنتیکی ایزوله های مورد بررسی در 

16S rRNA، gyrB ، secA1 توالی ژن های MLSA این مطالعه بر اساس

بحث
نیاز  نوکاردیا،  های  عفونت  اهمیت  و  مکرر  های  گزارش  دلیل  به 
بالینی  های  ایزوله  خصوصیات  سریع  توصیف  برای  ای  افزاینده 
نوکاردیا به خصوص در محیط بالینی که بیماری سل در آنجا اندمیک 
اسید- از رنگ آمیزی گرم و رنگ آمیزی  فراتر  است وجود دارد. 

فست نسبی، شناسایی گونه های نوکاردیا متکی بر مورفولوژیکی و 
واکنش های بیوشیمیایی معمولی است ولی طاقت فرسا هستند و 
 ،S rRNA 16 قطعی نمی باشند )5، 26(. اگر چه تعیین توالی ژن
اولین انتخاب برای شناسایی باکتری ها است )5 ، 6(، با این حال 
عوامل مختلفی از قبیل تنوع ژنتیکی تصادفی، انتقال افقی ژن و 
نوترکیبی )9( شناسایی با استفاده از یک ژن را با چالش مواجه می 
کند. برای حل این مشکل، MLSA نتایج بسیار امیدوار کننده ای 
برای طبقه بندی پروکاریوتی و شناسایی گونه ها ارائه داده است 
اند  داده  پیشنهاد   )2010( و همکاران  تاگارت  تازگی،  به   .)1 ،9(
که پنج جایگاه )hsp65 ، S rRNA ، gyrB ، secA1 16 و 
rpoB ( MLSA یک روش قابل اعتماد برای شناسایی است. با 
این حال استفاده از سه ژن S rRNA 16( )gyrB-secA1- در 
غالب MLSA به عنوان روشی قابل اعتماد مورد تاکید است)22(. 
در مطالعه حاضر، 46 سویه های بالینی نوکاردیا با استفاده از سه 
غالب MLSA مورد  ژن S rRNA 16( )gyrB-secA1- در 
 N. asteroids ، از شناسایی قرار گرفتند. ژنوتیپ های مختلف 
 N. carnea ، N. cyriacigeorgica ، N. farcinica، N.
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 S rRNA 16 بر اساس ژن  N. nova و otitidiscaviarum
گزارش شده گردید. ناهمگنی درون گونه ای هم چنین بر اساس 
تجزیه و تحلیل SNP ژن gyrB و secA1 تشخیص داده شد، که 
نسبتا بیش تر از توالی ژن 16S rRNA )جدول 2( بود. با این حال، 
اهمیت تنوع درون گونه ای میان ایزوله ها و علایم بالینی در هاله 
ای از ابهام باقی مانده است . ارتباط بین نوکاردیوز و بیماری های 
زمینه ای به خوبی مشخص شده است )27 ، 4 ، 22(. در مطالعه 
ما، دربسیاری از موارد بیماری های زمینه ای و درمان با داروهای 
کورتونی با بیماری نوکاردیوز مرتبط بود. مطالعه جاری مانند گزارش 
های دیگر نشان داد که بیماری نوکاردیوز ریوی و منتشره به طور 
عمده در بیماران دچار نقص ایمنی مشاهده می شود )22 ، 20(. 
در سال های اخیر، نوکاردیوز به طور فزاینده در ایران گزارش شده 
است )3 ، 29 (، با این حال در بسیاری از آن ها شناسایی ایزوله های 
بالینی براساس بررسی میکروسکوپی، کشت و گاهی اوقات آزمایش 
 N. فنوتیپی انجام شد. دوازده ایزوله )26٪( به عنوان گونه شایع
asteroids شناسایی شدند. در طول سال گذشته، چندین مورد 
از نوکاردیوز توسط N. asteroids از بیماری موضعی به منتشره، 
از دیگر نقاط جهان گزارش شده است )4 ، 22 ، 23(. دومین گونه 
غالب در ایزوله های بالینی ما N. cyriacigeorgica )9ایزوله ، 
19,5٪( بود. عفونت ناشی از این گونه ها از ایران بر اساس روش 
فنوتیپی و روش توالی یابی 16S rRNA قبلا گزارش شده است 
)29(. گزارشات متعددی از این گونه در ژاپن و تایلند )32 ، 18( و 
ایالات متحده آمریکا )13( و اسپانیا )22 ، 23( منتشر شده است. 
در مطالعه حاضر، هفت ایزوله N. farcinica برای اولین بار از ایران 
گزارش می گردد. گزارش های داده شده از نقاط مختلف نشان داده 
اند که N. farcinica به ترتیب 23/8٪، 26/7٪، 35/4٪ 44٪، 
٪60/3 و ٪33/3 و ٪21/6 ایزوله های نوکاردیا در فرانسه )4(، ژاپن 
)17(، تایلند )24(، بلژیک )10 ، 31(، آلمان )28( واسپانیا )22( را 
 N. wallacae شامل شده است. شش ایزوله ازایزوله های بالینی
تشخیص داده شدند که اولین گزارش این گونه از نمونه های بالینی 
ایران است. گزارشات مربوط به این گونه در جهان نیز نادر است 
)24(. بر اساس دانش ما، این اولین مطالعه گزارشی از تعداد زیادی 
از ایزوله های بالینی N. wallacae است. داده های ما شواهدی را 
ارائه میدهد که N. wallacae قادر به ایجاد عفونت در انسان های 
دارای نقص سیستم ایمنی است. در این مطالعه یک ایزوله از بیوپسی 
 N. مغز استخوان از یک بیمار مبتلا به سندرم هموفیلی به عنوان
 N. abscessus شناخته شد. عفونت هایی توسط abscessus
از مناطق مختلف از قبیل ژاپن )19(، آلمان )14(، آرژانتین )8( و 
اسپانیا )22 ، 23( گزارش شده است. در این مطالعه سه ایزوله به 
عنوان N. otitidiscaviarum شناسایی شدند. دو ایزوله از نمونه 

های خون دو دریافت کننده مغز استخوان و یکی از آبسه زیر جلدی 
از بیمار بهبود یافته به دست آمد. بر اساس یافته های این مطالعه 
اشخاص  در  هم  عفونت  ایجاد  به  قادر   N. otitidiscaviarum
دارای نقص سیستم ایمنی و سالم از نظر سیستم ایمنی می باشد. 
 N. arthritidis ، N. carnea، N. در این مطالعه برای اولین بار
kruczakiae،N.nova و N. veterana از نمونه های بالینی در 
ایران جدا شد. داده های این مطالعه شواهد بیش تری برای بیماری 
زایی N. arthritidis ، N. kruczakiae و N. veteran به عنوان 
عوامل بیماری زای نادر همانند سایر مطالعات فراهم آورد )18 ، 7 

.)12 ،
نتیجه گیری

بر اساس این مطالعه، asteroids .N شایع ترین پاتوژن مسبب 
نوکاردیوز و پس ازآن N. cyriacigeorgica ، N. farcinica و 
N. wallacei در ایران بودند. علاوه بر این، نتایج این مطالعه نشان 
 N. abscessus ، N. arthritidis، N. داد که گونه هایی مانند
 carnea ، N. kruczakiae ، N. nova ، N. otitidiscaviarum
و N. veteran نیز می توانند باعث ایجاد بیماری شوند. این مطالعه 
نشان داد که نوکاردیوز می تواند به وسیله گونه های مختلف نوکاردیا 
ایجاد شود و الگوریتم آزمایشگاهی بر اساس شناسایی فنوتیپی گونه 
های نوکاردیا قادر به جداسازی اختصاصی ایزوله ها تا سطح گونه 
است. شناسایی دقیق و قابل اعتماد از نوکاردیا تا سطح گونه در حال 
 MLSA حاضر نیاز به روش های مبتنی بر تعیین توالی و ترجیحا

بر اساس ژنهای 16S rRNA ، gyrB و secA1 می باشد. 
سپاسگزاری

بدین وسیله از معاونت پژوهشی دانشگاه آزاد اسلامی واحد پرند به 
خاطر تامین منابع مالی این مطالعه تقدیر می گردد.
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