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جداسازي و شناسایی نوکاردیا در نمونه هاي مشکوك به سل ریوي با استفاده از تکنیک 

  پارافین بایتینگ

، پروین 5، عباس اشرفی4، سروش نگهبان3، علی رضا عبدالهی*2، سید سعید اشراقی1مهدي فتاحی بافقی

  9، نادیا مردانی 8، شادي حبیب نیا  7، معصومه رسولی نسب6 حیدریه

  دانشجوي دکتري باکتري شناسی ،بخش باکتري شناسی ،گروه پاتوبیولوژي،دانشکده بهداشت،دانشگاه علوم پزشکی تهران1
 دانشیار میکروب شناسی ،بخش باکتري شناسی ،گروه پاتوبیولوژي،اشتدانشکده بهد،دانشگاه علوم پزشکی تهران2
 متخصص پاتولوژي ،)عج(آزمایشگاه حضرت ولی عصر  ،)ره(مجتمع بیمارستانی امام خمینی3
 کارشناسی علوم ازمایشگاهی ،)عج(آزمایشگاه حضرت ولی عصر  ،)ره(مجتمع بیمارستانی امام خمینی4
 کارشناسی ارشد میکروب شناسی ،)عج(آزمایشگاه حضرت ولی عصر  ،)ره(مجتمع بیمارستانی امام خمینی5
 استاد یار میکروب شناسی –گروه باکتري شناسی و ویروس شناسی شناسی  ،دانشکده پزشکی ،دانشگاه علوم پزشکی البرز6
 د میکروب شناسی پزشکیکارشناسی ارش  ،بخش باکتري شناسی ،گروه پاتوبیولوژي،دانشکده بهداشت،دانشگاه علوم پزشکی تهران7
  کارشناسی ارشد  میکروب شناسی پزشکی  ،بخش باکتري شناسی ،گروه پاتوبیولوژي،دانشکده بهداشت،دانشگاه علوم پزشکی تهران8
  گروه پاتوبیولوژي،دانشکده بهداشت،دانشگاه علوم پزشکی تهران9

  چکیده

این باکتري علائم بالینی . باشد عفونت توسط آن، بافت ریه میهاي اصلی  گرم مثبت هوازي بوده که یکی از مکان باسیل نوکاردیا

هاي  در نمونههدف از انجام این مطالعه، بررسی شیوع نوکاردیا . آورد مایکوباکتریوم توبرکلوزیس را بوجود میبه عفونت ناشی از مشابه 

 250در این بررسی  .بود پارافین بایتینگ خلط و مایع حاصل از شستشوي ریه در افراد مشکوك به سل ریوي با استفاده از تکنیک

مورد بررسی قرار با استفاده از تکنیک پارافین بایتینگ افراد مشکوك به سل ریوي از  ریه شستشوي از حاصل مایعخلط و  نمونه

لوله حاوي کربن  رها د ها، ابتدا چندین لام میکروسکوپی جهت چند نوع رنگ آمیزي تهیه و بقیه نمونه آوري نمونه بعد از جمع. گرفت

هاي پارافینی بطور منظم مورد بررسی قرار  میله .درجه سانتیگراد انکوبه گردید 35فري براث حاوي میله پارافینی کشت و در دماي 

در  .هاي مختلف فنوتیپیک بخصوص رشد در محیط لیزوزیم براث مورد بررسی قرار گرفتند با تست هاي مشکوك گرفته و ایزوله

. ایزوله از خلط بیماران جداسازي گردید 2درصورتیکه در نتایج حاصل از کشت،  ارگانیسمی مشاهده نشده شده، هیچ اسمیرهاي تهی

هاي رایج و اختصاصی، باکتري گرم مثبت، پارشیال اسید فاست مثبت و اسید فاست منفی مشاهده  آمیزي کلنی با رنگ در رنگ

در بررسی بیماران مشکوك به سل ریوي، باید . ث باکتري نوکاردیا تایید گردیدها در محیط لیزوزیم برا گردید و با رشد ایزوله

  .شناسایی نوکاردیا نیز مد نظر قرار داده شود

  سل، تکنیک پارافین بایتینگ، خلط  ، BALنوکاردیا،  :کلیديگان واژ

                                                             
*
 eshraghs@tums.ac.ir، ، تهران، خیابان قدس، خیابان پورسینا، گروه پاتوبیولوژي، دانشکده بهداشت، دانشگاه علوم پزشکی تهرانسید سعید اشراقی: مسئولنویسنده  

همقاله کوتا  

(Short Communication) 
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  مقدمه

به خانواده نوکاردیاسه تعلق ) Nocardia(جنس نوکاردیا 

 1888ط ادموند نوکارد در سال داشته و اولین بار توس

این باکتري در افراد سالم و به خصوص در . )1(گزارش گردید

افراد داراي نقص سیستم ایمنی، بیماري نوکاردیوزیس ایجاد 

مورد عفونت با منشأ نوکاردیا  1000 سالانه تقریباً. نماید می

نوکاردیا باسیل هوازي . )2(گردد در امریکا گزارش می

اي، کاتالاز مثبت، پارشیال اسید فاست اجباري، رشته

و در خاك، شن، گرد و غبار و استخرهاي شنا و ) 5- 3(بوده

نوکاردیا فلور . )6, 1(شودمواد گیاهی در حال فساد یافت می

باشد و انتقال این باکتري از نرمال انسان و حیوانات نمی

نوکاردیا بیماري. )4(انسان به انسان گزارش نگردیده است

. )5(کندختلفی در انسان، حیوانات وگیاهان ایجاد میهاي م

باشد هاي مختلف بدن میاین باکتري عامل عفونت در قسمت

هاي بدن اما بیشتر از ریه و پوست و کمتر از سایر قسمت

 central nervous (مرکزي - سیستم عصبیمانند 

system( هاي وابسته به کاتتر جداسازي شده  و عفونت

هاي مزمن ریوي  در بیماريآنجائیکه گاهی  از. )8,  7(است

به هم شبیه رادیولوژي بسیار هاي  عکسهاي بالینی و  نشا نه

تشخیص قطعی و درمان را با مشکل مواجه  بنابراینبوده، 

هاي حاوي  میزبان در اثر استنشاق آئروسل. )9(سازد می

 جنس نوکاردیا. شود نوکاردیا، مستعد نوکاردیوزیس ریوي می

هاي متاستاتیک در دستگاه تنفسی  با ایجاد آبسهمعمولا 

عفونت ناشی از  .)10.(شود باعث سیستمیک شدن بیماري می

درصد موارد به صورت عفونت  90- 80جنس نوکاردیا در 

دهد ولی در بقیه موارد، گسترش  ریوي خود را نشان می

هاي دیگر به خصوص سیستم عصبی مرکزي  عفونت به اندام

ترین حالت  بیماري ریوي شایع. )11(ودش و پوست دیده می

هاي  در افراد ایمنو ساپرسیو بوده و تقریبا یک سوم بیماري

نوکاردیوزیس پوستی به طور . منتشره را تشکیل می دهد

مکرر در بیماران بدون نقص ایمنی که از طریق تلقیح 

تشخیص . گیرد، گزارش شده است ارگانیسم صورت می

ر پیچیده و نشانه ها و علائم هاي نوکاردیایی بسیا عفونت

باشد، لذا یکی از  کلینیکی براي این باکتري اختصاصی نمی

هاي نوکاردیایی کشت  ابزارهاي استاندارد در تشخیص عفونت

آمیزي گرم و پارشیال  و جداسازي ارگانیسم و استفاده از رنگ

رشد آهسته نوکاردیا و . )14- 12,  6(باشد اسید فاست می

ي حاوي آن با سایر میکروارگانیسم هاي آلودگی نمونه ها

سریع رشد، جداسازي آن را با مشکلات جدي روبرو کرده 

هاي  سازي روش هاي جداسازي از نمونه است و لذا بهینه

هاي  گزارش.)15(مختلف بالینی در دنیا در حال افزایش است

متعددي از کاربرد قابل قبول روش پارافین بایتینگ در 

هاي کلینیکی که با  ستروئیدس از نمونهجداسازي نوکاردیا آ

به . )16(میکروفلور مختلف میکروبی آلوده بودند، وجود دارد

هاي مختلف بالینی  دلیل افزایش موارد نوکاردیوزیس در نمونه

 از استفاده با تا هاي ریوي، ما را بر آن داشت خصوصا نمونه

 هاي نمونه به جداسازي و شناسایی این باکتري در این روش،

 ,BAL( ریه شستشوي از حاصل مایع خلط و

Bronchoalveolar  Lavage(  در بیماران مشکوك به

  .سل ریوي بپردازیم

  

  روشمواد و 

افراد مشکوك به از  BALو  خلط نمونه 250در این مطالعه 

سل ریوي بستري شده در مجتمع بیمارستانی امام 

ا تهران طی ماه هاي مهر ت -آزمایشگاه مرکزي- )ره(خمینی

در ابتدا . مورد بررسی قرار گرفت 1391اسفند ماه سال 

به  13000در دور ها هموژن شده و بعد از سانتریفیوژ  نمونه

از رسوب آنها جهت بررسی میکروسکوپی  دقیقه، 10مدت 

مواد لازم براي تهیه  .لام تهیه و در ادامه کشت انجام گردید

 که )carbon-free broth(پارافین بایتینگ محیط کشت 

در جدول معرفی شد،  Mishra and Randhawaتوسط 

لیتر از نمونه  میلی مقدار دو. )17(ذکر گردیده است 1شماره 
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به لوله حاوي کربن فري  را BALخلط و رسوب حاصل از 

سپس میله آغشته به پارافین را داخل لوله ) 17(براث اضافه 

به مدت درجه سانتیگراد  35ها در دماي  قرار داده آنگاه لوله

 هاي میله میان در روز چند هر. انکوبه گردیدند هفته 4

. گرفتند  قرار بررسی مورد نوکاردیا وجود نظر از پارافینی

هایی مشکوك به نوکاردیا بر روي میله پارافینی ظهور کلنی

در ادامه . ها در نظر گرفته شد نشانه مثبت بودن نمونه

هاي نوترینت  یطها از روي میله پارافینی بر روي مح کلنی

هاي  چنانچه کلنی. آگار و سابرودکستروز آگار تلقیح شدند

رشد یافته سفید گچی بودند مشکوك به نوکاردیا تلقی شده، 

هاي جدا سازي  ایزوله. جداسازي و مورد بررسی قرارگرفتند

شده با رنگ آمیزي گرم، پارشیال اسید فاست واسید فاست 

  .براث کشت داده شدند محیط لیزوزیمرنگ آمیزي شده و در 

  

  Carbon-free broth محیط  تهیه براي لازم مواد: 1 جدول

NaNO3 2 g 

ZnSO4 2 mg 

MgSO4. 7H2O 0.5 g 

K2HPO4 0.8 g 

FeCl3 10 mg 

MnCl2. 4H2O 8 mg 

Distilled water 1 lit 

  

  ها یافته

افراد مشکوك به سل از  BALخلط و  در بررسی نمونه

در . مثبت تشخیص داده شد کشت خلط، از نمونه 2، ریوي

بررسی مستقیم میکروسکوپی در رنگ آمیزي هاي گرم، 

پارشیال اسید فاست و اسید فاست، باکتري مشکوك به 

نمونه بر  2نوکاردیا مشاهده نگردید درحالیکه از این تعداد، 

هاي  بعد از مرحله کشت، کلنی. روي میله پارافینی رشد نمود

آمیزي مورد بررسی قرار  تلف رنگهاي مخ مثبت با روش

آمیزي هاي گرم، پارشیال اسید  ها در رنگ گرفتند که نمونه

فاست و اسید فاست به ترتیب مثبت، مثبت و منفی تشخیص 

ها در محیط لیزوزیم براث رشد  در ضمن نمونه. داده شدند

  . باشدنمودند که یکی از ویژگی هاي جنس نوکاردیا می

  

  بحث

جام شده، تکنیک پارافین بایتینگ براي هاي ان در بررسی

هاي مختلف بالینی بسیار موثر  جداسازي نوکاردیا از نمونه

 و همکاران) Shawar(در یک مطالعه توسط شوار. بوده است

تکنیک هاي مختلف بالینی،  براي جداسازي نوکاردیا از نمونه

هاي کشت مختلف مقایسه گردید  پارافین بایتینگ، با محیط

هاي دیگر مانند نوترینت  کنیک نسبت به محیطکه این ت

آگار، سابورو دکستروز آگار، سابورو دکستروز آگار با 

سیکلوهگزامید، ژلاتین آگار و اوره آگار براي جداسازي 

در بررسی  .)18, 17(نوکاردیا مناسب تر و موثر تر بوده است

همکاران انجام شد  و ) Mishra( دیگري که توسط میشرا

و شستشوي معده  BALبالینی شامل خلط، نمونه  555

و  BALنمونه  1نمونه خلط،  10 کهمورد بررسی قرار گرفت 

یک نمونه شستشوي معده نوکاردیاي خالص جداسازي 

این بررسی همچنین نشان داد که جداسازي نوکاردیا . گردید

هاي معمول به دلیل  هاي بالینی بر اساس محیط در آزمایشگاه

هاي  یکروفلور خصوصاً در مورد نمونهداشتن آلودگی با م

این میکرو فلورها . باشد کلینیکی خلط یک مشکل اساسی می

رشد سریعی نسبت به نوکاردیا داشته و جداسازي این 

مکانیسم . نمایند باکتري را با مشکل اساسی مواجه می

موفقیت روش پارافین بایتینگ به این دلیل است که جنس 

نوان تنها منبع کربن و انرژي مورد نوکاردیا پارافین را به ع

این تکنیک خاص بر تعداد زیادي از . دهد استفاده قرار می

هاي معمول میکروبی چیره شده در نتیجه آنها  آلودگی

. )16(توانند از پارافین به عنوان منبع کربن استفاده کنند نمی

 1510و همکاران ) Randhawa( در بررسی توسط راندهوا

بیمار مبتلا به اختلالات ریوي مورد  1016نمونه خلط از 

نمونه با تکنیک پارافین بایتینگ  67بررسی قرار گرفت که 
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 30هاي کشت معمول  ایزوله گردید که در مقایسه با محیط

 350در بررسی دیگري . )17(نمونه مثبت تشخیص داده شد

، مایع پلور، چرك و بیوپسی مورد بررسی BALنمونه خلط، 

نمونه مثبت جداسازي  15این تعداد،  قرار گرفت که از

و ) Gugnani(در مطالعه دیگر توسط گوگنانی. )19(گردید

با استفاده از پارافین بایتینگ و  BALنمونه  600همکاران، 

گلوکز نوترینت آگار مورد بررسی قرار گرفت که تکنیک 

پارافین بایتینگ در جداسازي این باکتري موثرتر گزارش 

از  BALنمونه خلط و  250العه حاضر در مط. )20(گردید 

افراد مشکوك به سل ریوي با استفاده از تکنیک پارافین 

بایتینگ مورد بررسی قرار گرفت که از این تعداد، با توجه به 

نمونه مثبت  2رنگ آمیزي ها و محیط کشت لیزوزیم براث، 

  .گزارش شد

  

  نتیجه گیري

با توجه به اینکه علائم بالینی ایجاد شده در بیماران مبتلا به 

نوکاردیوزیس ریوي مشابه مایکوباکتریوم توبرکلوزیس می 

باشد باید بیماران مشکوك به سل ریوي از نظر وجود این 

  .ارگانیسم مورد بررسی قرار گیرند

  

 تقدیر و تشکر 

ران در در پایان از معاونت پژوهشی دانشگاه علوم پزشکی ته

در . حمایت مالی این پروژه کمال تشکر و قدردانی را داریم

ضمن از پرسنل بخش میکروب شناسی آزمایشگاه ولی 

در همکاري با ) ره(مجتمع بیمارستان امام خمینی) عج(عصر

  .این پروژه کمال تشکر و قدردانی را داریم
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Abstract 

Nocardia spp. is obligate aerobic filamentous bacilli, gram-positive, partially acid-fast, and non-

motile bacteria. The genus Nocardia can cause infection in different parts of the body, especially 

the respiratory tract. The clinical signs of nocardiosis are similar to those of tuberculosis. The 

present study aimed to investigate the prevalence of Nocardia in sputum and bronchoalveolar 

lavage samples from the patients with suspected pulmonary tuberculosis using paraffin baiting 

Technique.  In the current study, 250 samples of sputum and bronchoalveolar lavage from the 

patients with suspected tuberculosis were assessed using paraffin baiting technique. After 

collecting the samples, some microscopic slides were prepared for different types of staining and 

the rest of the samples were cultured in carbon-free broth containing paraffin rods and were then 

incubated at 35°C. The paraffin rods were checked regularly and the suspected colonies were 

tested for different specific phenotypic test, particularly growth in lysozyme broth. 

No organisms were detected in the prepared smears. However, according to the results of the 

culture, two samples were isolated from the sputum. Moreover, staining the colonies by common 

and specific stains revealed gram positive, partially acid fast, and negative acid fast bacteria. In 

addition, Nocardia was confirmed by growth of the isolates in the lysozyme medium. 

Identification of Nocardia should be taken in to account while examination of the patients 

suspected to pulmonary tuberculosis. 
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