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 خلاصه
وبضزیبّب مقذمه: اَظی، اؾیسفؿت ًؿجی ٍ فطنت ثبوتطی ،ًَ اَهل ایدبز  ّبی گطم هثجت، ّ علت ّؿتٌس ٍ یىی اظ ػ
ًَت ًٍس ّبی ؾیؿتویه زض ؾطاؾط خْبى ثِ قوبض هی ػف ذابن ٍ   ،ّب ظیؿتگبُ انلی ایي ثبوتطی وِ ایيزلیل  ثِ .ض
ّابی   ثابییی ثاِ ایاي ثابوتطی     یقبًؽ اثاتلا  ،ّب ًمم ایوٌی زض ثیوبضؾتبى هجتلا ثِغجبض اؾت ٍ ثیوبضاى  ٍ گطز
قٌبؾبیی ٍ  ،ّب ٍخَز زاضز ّبیی وِ زض خساؾبظی ٍ تكریم ایي ثبوتطی پیچیسگی ،علت زاضًس ٍ ّوچٌیي فطنت

وبضزیب ث علت اهطی ضطٍضی زض وٌتطل ایي  ّبی فطنت ِ هٌظَض پیكگیطی اظ ٍلَع ثیوبضیوٌتطل هٌبثغ هحیغی ًَ
ًَت وبضزیبّاب اظ هٌابثغ     یتؼییي ضٍـ هٌبؾج ،ثبقس. ّسف اظ هغبلؼِ حبضط ّب هی ػف ثطای خساؾبظی ٍ قٌبؾابیی ًَ

ز. هحیغی ثیوبضؾتبى  ّب ثَ
ًَِ ذبن ثیوبضؾتبى 30تؼساز  ،ایي هغبلؼِ زض :روش  ؾاطیبل ضلتای،   ّبی اؾتفبزُ اظ ضٍـ ثبّبی اؾتبى انفْبى  ًو
(McClung's carbon free broth with paraffin bait )Paraffin baiting ٍ Slip-buried ًَِ ؾاِ ضٍـ   ّب زض ّط ثطضؾی قس. ًو

ثَِ گطزیس زضخِ ؾبًتی 28زض زهبی  ى وبضزیبأؾپؽ خْت ت. گطاز اً PCR (Polymerase chain reaction ) ،ییس خٌؽ ًَ
 .لطاض گطفتاؾتفبزُ هَضز  16s rRNAثبظی اظ غى خفت  569لغؼِ 
ًَِ ذبن ثیوبضؾتبى 30اظ هدوَع  ها: یافته لٍِ ) 11 ّبی اؾتبى انفْبى، ًو  7زضنس( ثِ ضٍـ ؾطیبل ضلتای،   36ایع
لٍِ لٍِ Paraffin bait  ٍ6زضنس( ثِ ضٍـ  23) ایع  خساؾبظی قس. Slip-buriedزضنس( ثِ ضٍـ  20) ایع

س  یّب یاظ ثبوتط یثِ ػلت اؾتفبزُ ثؼض Paraffin baitوِ ضٍـ  زازهغبلؼِ حبضط ًكبى ًتبیح  :یریگ یجهنت ذبن هبًٌ
ًَبؼ اظ پبضاف ًَِ یيا یيٍ ٍخَز ضلبثت ث یظهَخَز زض هح یيپؿَزٍه وبضز گ ػاسم اؾاتفبزُ    یيٍ ّوچٌ یبّبّب ثب ًَ

ًَِ وبضز یّب ّوِ گ اظ  یثِ ػلت حؿابؼ ثاَزى ثؼضا    Slip-buriedضٍـ  ي،یّوچٌ. ًیؿت هٌبؾت یي،اظ پبضاف یبًَ
ًَِ وبضزیب ثِ آًتی یّب گ ضٍـ  زٍثِ زلیل ایاي واِ   . ثبقس یه ییّب تیهحسٍز یزاضا ،ّبی اؾتفبزُ قسُ ثیَتیه ًَ

ب اًَ ًَِ ییهصوَض ت وبضزیب ّبی  قٌبؾبیی توبم گ ًَِ زض هَخَز یًَ ضٍـ ؾطیبل ضلتی ثِ ػلت ػاسم   ،ًساضًس ضا ّب ًو
ثَ ،ّب ایي هحسٍزیت ُ قس یضٍـ هغل ًَِِ ث ،ّوچٌیي .تكریم زاز زى ثؼضی اظ گ وبضزیب ٍ  زلیل غیط فؼبل ثَ ّبی ًَ

اَى ضٍقی ؾطیغ زض تكریم ٍ ت ٍّبی فٌَتیپی  ضٍـ ،هست ظهبى عَیًی لَی ثِ ػٌ لَى ِ   ییسأه ًَا ّاب اظ    ایاي گ
ویت ثبییی ثطذَضزاض هی  س.ٌثبق اضخحیت ٍ اّ

وبضزیب، هٌبثغ  :یذیکل های هواش لَی، ضٍـ ّب، ضٍـ ذبوی ثیوبضؾتبىًَ لَى  ّبی خساؾبظی ّبی ه
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 مقذمه

وب  اَزُ ًَ وبضزیب ػضَی اظ ذابً اظ ضاؾاتِ  ٍ زیبؾاِ  ضًَ
ثَبوتطیب عجمِ اؾت ؾِوَضیٌِ ثبوتطیب سی  ٍ زض زؾتِ اوتیٌ ثٌ

ّاب گاطم هثجات، ثاسٍى اؾاپَض،       (. ایي ثبوتطی1) قَز هی
اَظی اخجبضی ٍ  فیلاهٌت وٌس ضقس  تب حسٍزیزاض، هٌكؼت، ّ
اَى یىای اظ اضگبًیؿان  . (2) ّؿتٌس وبضزیبّب ثِ ػٌ ّابی   ًَ

ػلاٍُ ثط ًمف هْوای واِ زض تیییاط ٍ     ،ؾبپطٍفیت ذبن
اَز آلی لَع  زاضای تجسیل ه  ، ثاِ زلیال ایدابز   وٌٌس ایفب هیؾل

لَیت یِ  هتبث اس ّبی ثبًَ ویات   ،ثیَتیاه  آًتای  هبًٌ زاضای اّ
وبضزیبّب ثاِ   ،(. ػلاٍُ ثط آى3، 4) سٌثبق نٌؼتی هی اغلت ًَ

ٍیاػُ  ِ نَضت ؾبپطٍفیت زض هٌبثغ عجیؼی هحیظ ظیؿت ثا 
ّبی قیطیي ٍ قاَض ٍ ثمبیابی زض حابل فؿابز      ذبن، آة
س زض ایدابز ثیوابضی   ثطًس ٍ هی ؾط هیِ گیبّبى ث اًٌَ ّابی   ت
ی ایفب فطنت اًَ ؿبًی ٍ حی  (.2، 5-12ًمف ًوبیٌس ) یعلت اً

س   اَّ هٌابثغ ذابن   واِ   زازُ اؾات ًكابى   ظیابزی قا
وبضزیبّب  ثیوبضؾتبى س  هی ٍ سٌثبق هیّب حبٍی ًَ اًٌَ اَى ثِ ت  ػٌ
تمبل هٌجغ ًَت اً زض ًظاط   ثیوبضؾتبى زض ثؿتطی ثیوبضاى ثِ ػف

ًَس   وبضزیاب ٍخاَز   (.13)گطفتِ قا هٌابثغ هحیغای    زض ًَ
ًَات ایدابز  ثاِ   هوىي اؾت هٌداط  ّب ثیوبضؾتبى ّابی   ػف

هؼاطو ایاي    زض گاطفتي  ثیوبضؾتبًی گطزز. اگطچِ لاطاض 
ل ضخ هی ثِ عَض ّب ثبوتطی  هیاعاى ثاطٍظ   اهاب  زّاس،  هتساٍ
ًَسُ ّبی هٌتمل ثیوبضی  زض ّاب  ثیوبضؾاتبى  هٌبثغ ذبن اظ ق
ًَت ثاِ   پَؾتی ٍ ثبفت ًطم ثیوابضاى هجاتلا   ّبی تٌفؿی، ػف

 .(14) ثِ افعایف اؾت ایوٌی ضًٍمم ؾیؿتن 
ًَات     ،اظ ًظط تؼبهل هیىاطٍة ثاب ثیوابض    اثاتلا ثاِ ػف

وبضزیبیی  ٍ  های اظ عطیك اؾتٌكبق ناَضت   اغلتًَ  گیاطز 
وبضزیبیی هی هٌدط ثِ ایدبز شات  ،زض ػیي حابل  .قَز الطیِ ًَ

ًَت س ضبیؼبت پَؾتی،وطاتیت چكوی ػف  ّبی زیگطی هبًٌ
ًٍی ووتط تَ ٍ وبضزیبّاب ثاطٍظ   آثؿِ هیعی ًیع ثب فطا ؾظ ًَ
ؿابى   (.15-17س )وٌ هی ؿبى ثِ اً تمبل اً س وبفی ثطای اً اَّ ق

اَضز ثِ ناَضت   ثیكتطٍ زض  ایي ثبوتطی زض زؾت ًیؿت ه

لٍِ زض ؿبى ایع ٍ  ّطچٌس قیَع آى ثِ گاطز  .زاضزٍخَز ّب  اً
اٍثؿتِ اؾت ) زُ  تمابل    (. زض18ذبن آلَ اضتجبط ثب ًحاَُ اً

ًَت ثیوبضؾتبًی هَضَع اقابضُ ًواَز واِ    ثبیس ثِ ایي  ،ػف
ًَت وبضزیبیی اظ عطیك شضات گطز ٍ غجابض ٍ یاب    ػف ّبی ًَ
تكبض هی ؾیؿتن ثَاِ ذاَز     اهط ایي ٍس ٌیبث ّبی تَْیِ اً ثاِ ً
اَی زاذل اتبق  هی وبضزیبیی ثِ ّ اَهل ًَ تمبل ػ س ؾجت اً اًَ ت

ًَت  ًَت ضیاَی )ثؿتطی ٍ ایدبز ػف س ػف زض ثیوابضاى   (هبًٌ
  (.19، 20گطزز )

اَظی زض ذابن هٌابعك هرتلا      اوتیٌَهبیؿیت ّبی ّ
هتؼاسز   ّابی  قابذم ثیط أتحت تا ٍ  سًقَ خْبى یبفت هی

 ٍ س زهب، پَقف گیابّی  غیه هبًٌ لََ لاطاض  ... هحیغی ٍ او
وبضزیبّب (.21زاضًس ) ثبقاس ٍ   ذبن های  ،ظیؿتگبُ انلی ًَ

س ثیوبضؾتبى هىبى زض غجبض ذبن ٍ گطز ٍ ّب وِ ثب  ّبیی هبًٌ
اًَاس   هی اؾت،ایوٌی زض اضتجبط  ؾیؿتن ًمم زاضایثیوبضاى  ت

تمبل ایي اَى هٌجغ انلی اً ًَِ ثیوبضی ثِ ػٌ علت  ّبی فطنت گ
وبضزیبّبی هَخَز هحؿَة قَز . هغبلؼبت ثؿیبضی ًمف ًَ
ًَت ایدبز زض زض ذبن ضا س ثیوبضاى ًكبى زازُ زض ػف  . ایاي اً
ٍخاَز  ضاطٍضت قٌبؾابیی    ثؿایبضی ثاط   هغبلؼبت تأویس
وبضزیب حل ثطای وٌتاطل   وطزى ضاُ پیسا یي هٌبثغ ٍا زضّب ًَ

زگی وبضزیاب زض   13) زاضًس ّب ایي آلَ (. هیعاى خساؾابظی ًَ
زضناس   Paraffin bait ،8ٌّاس ثاب اؾاتفبزُ اظ ضٍـ     یپبتیبی

 (.22) گعاضـ قسُ اؾت
لَی  SAD هحایظ  زض Paraffin baitٍ ّوىبضاى اظ ضٍـ   ضؾ

(Sabouraud dextrose agar)  ٍتطیٌت آگبض زضخِ  37زهبی ٍ  ًَ
زضناس   17 ضا هیعاى خساؾبظی ٍگطاز اؾتفبزُ وطزًس  ؾبًتی
زض تحمیك ذاَز  (. وچَیی ٍ ّوىبضاى 23) ًوَزًسگعاضـ 
زض  Slip-buriedضٍـ اؾاتفبزُ اظ  ذبن انفْبى ثاب   ثط ضٍی
ثیَتیاه ٍ   حبٍی آًتیBHI agar (Brain Heart Infusion )هحیظ 
زضنس  1/19ؾبظی ضا هیعاى خسا ،گطاز زضخِ ؾبًتی 37زهبی 

 (.21)هحبؾجِ وطزًس 
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وبضزیب زض هٌبثغ هرتلا  هحیغای اظ خولاِ     قٌبؾبیی ًَ
س اعلاػبت  هی ،ّب ّبی پطذغطی ّوچَى ثیوبضؾتبى هحیظ اًَ ت

اًَابیی ثیوابضی    ، ٍیاطٍیًؽ  ،ظایای  ؾَزهٌسی زض ظهیٌاِ ت
تكابض   ًَگی پطاوٌاسگی ٍ اً هٌابثغ ثابلمَُ هحیغای ٍ     ،چگ

غیه آى لََ بیت او ًَت ًمف آى ّب ٍ زض ًْ ّابی   ّب زض ػف
غیه ثطای زؾت لََ اًاسضوبضاى   ثیوبضؾتبًی ٍ وٌتطل اپیسهی

ن ًوبیس ) وب .(24، 25فطاّ زیبّاب اظ  ضقٌبؾبیی ٍ خساؾبظی ًَ
س ذبن ثِ زلیل پیچیسگی ّبی تكریهی ٍ  هٌبثغ هحیغی هبًٌ

ویت ثبلیٌی ٍ نٌؼتی  ،ّب ٍ ّوچٌیي ایي ثبوتطی خساؾبظی اّ
وبضزیبّب زاضًس ًَ ِ بثطایي، یبض هْن اؾت.ثؿ ،و  ّسف هغبلؼِ ثٌ

ثطای خساؾبظی ٍ قٌبؾبیی ایي  یتؼییي ضٍـ هٌبؾج حبضط،
ز. ثبوتطی  ّب اظ ذبن ثَ

 
  یبررسروش 

 ٍ ًَِ ثب اؾتفبزُ اظ فطهَل ثطآٍضز ًؿاجت  ثاب زض   حدن ًو
وبضزیب زض هغبلؼِ ث ی تكریم ًَ اًٍ نَضت ِ ًظط گطفتي فطا

 :(23ظیط هحبؾجِ گطزیس )
  

 
   

 
 
  

       

  
    

 

ًَِ ذبن اظ ثیوبضؾتبى 30 حبضط ثط ضٍی ثطضؾی ّبی  ًو
دبم گطفتاؾتبى انفْبى  ًَِاً  3ػوك )ّب اظ ؾغح ذبن  . ًو

ِ  هىبى ٍ (هتطی ؾبًتی 5تب  زاض ثیوبضؾاتبى تَؾاظ    ّبی ؾابی
ثَی ٍ اؾتطیل خوغ آٍضی گطزیس ٍ پؽ اظ ثجت  لبقمه چ

ًَی تویع ،زهب تمبلضرین اؾتطی ٍ ثِ زاذل ویؿِ ًبیل زازُ  ل اً
ًَِ دابم    قس. ًو ّب ثلافبنلِ ثِ آظهبیكگبُ هٌتمل ٍ تب ظهابى اً

 pH. گطزیسگطاز ًگْساضی  زضخِ ؾبًتی 4زهبی  آظهبیف زض
ًَِ گاطم   1 ّب ثب ایدبز ؾَؾپبًؿایَى  ذبن لجل اظ وكت ًو

ساظُ pH ثِ ٍؾیلِ لیتط آة همغط هیلی 5ذبن زض   گیطی هتط اً
ًَِ .(21) قس بیت ًو ؾِ ضٍـ هَضز ثطضؾی لطاض  ّب ثب زض ًْ
 . ٌسگطفت

وبضزیب اظ ذبن ثب ی: ضلت بلیؾط ضٍـ ثطای خساؾبظی ًَ
ِ اؾتفبزُ اظ ضٍـ ؾطیبل ضلتی   1 ثسیي نَضت ػول قس وا

غی اؾاتطیل  لیتط هحلَل هیلی 10گطم ذبن ثِ  لََ  ؾطم فیعی
زضنس  1/0ٍ هحلَل  گطزیساضبفِ  زضنس)ًطهبل ؾبلیي( 25

 1پؽ ؾا  ىابى زازُ قاس.  زلیماِ ت  30 ثِ هاست ضلیك قسُ 
لیتط  هیلی 9لیتط اظ ؾَؾپبًؿیَى ذبن ثب پیپت اؾتطیل ثِ  هیلی

غی اؾتطیل اضبفِ لََ زضناس   01/0تاب ضلات    قس ؾطم فیعی
 لیتاط  هیلای  9لیتط اظ ؾَؾپبًؿیَى فَق ثِ  هیلی 1. ایدبز قَز

غی اؾتطیل هٌتمل  لََ زضناس   001/0تب ضلات   قسؾطم فیعی
  .حبنل گطزز

 ،1/0 ّابی  لیتط اظ ؾَؾپبًؿایَى  هیلی 1/0 زض هطحلِ ثؼس،
ثِ آلوبى( ، Merckضٍی هحیظ وكت ؾبتي ) 001/0 ٍ 01/0

گلاایؽ( )، Mastثیَتیااه وبًبهبیؿایي )  آًتای  ّواطاُ   25اً
ٍ  5/0گطم ثط لیتط( ٍ ًیؿتبتیي ) هیلی یاه   گاطم زض لیتاط( 

، Mast)( فماظ زاضای ًیؿاتبتیي  )هحیظ ثاسٍى وبًبهبیؿایي   
گلیؽ( ضیرتِ قس ٍ پؽ اظ ّبی وكات   زلیمِ، هحیظ 15 اً

ثَاِ   زضخِ ؾبًتی 28ّفتِ زض زهبی  3تب  2ثِ هست  ى گطاز اً
 (.26)گطزیس 
 Paraffin( McClung's carbon free broth with paraffin) ضٍـ

baiting technique : لیتاط آة   هیلی 10گطم اظ ذبن زض  1اثتسا
لَِ اؾتطیل هرلاَط   زلیماِ   5ٍ پاؽ اظ   قاس همغط زضٍى ل

 Carbon freeهحیظ  ثِلیتط اظ هبیغ ضٍیی  هیلی 1 ،وطزىهرلَط 

broth (Merck ، حبٍی هیلِ پبضافیٌی اضبفِ ٍ ثِ هست )2آلوبى 
ثَاِ گطزیاس.     زضخِ ؾبًتی 28ّفتِ زض زهبی  3تب  ى گاطاز اً

وبضزیب  ِ ولٌیوٌّگبهی  ّبی ؾفیس ٍ ضًگی هكىَن ثِ ًَ
ُ قس، ولٌی ته ثطای ذبلم ِ پبضافیٌی هكبّس بظی ؾ ضٍی هیل

ثط ضٍی هحیظ ؾبتي آگبض حبٍی ضس لبضذ ًیؿتبتیي وكت 
 (.27زازُ قس )
ًَِ ذبن خواغ  5تب  Slip-buried :3ضٍـ  آٍضی  گطم ًو
غی اؾتطیل اضبفِ  هیلی 10قسُ ثِ  لََ  گطزیس ٍلیتط ؾطم فیعی
زلیماِ زض   15 ثِ هستلطاض زازُ قس ٍ  Shakerزلیمِ ضٍی  3
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ثَِ گكت ى ِ ؾَؾپبًؿایَى هحلاَل ثا    ،ؾپؽ .زهبی اتبق اً
لَِ اؾتطیل زیگاط  هٌتمال قاس. هحلاَل     یٍؾیلِ پیپت ثِ ل

گلؿ، Mast) ولطاهفٌیىلثیَتیه اؾتطپتَهبیؿیي ٍ  آًتی  (تبىاً
زلیماِ   3تاب   1هست ِ ثِ ًه  حدن هبیغ ضٍیی اضبفِ ٍ ث

Shaker 30هست ِ ثپؽ اظ آى  .قس  ِ زض زهابی اتابق    زلیما
ثَِ  ى هیىطٍهتط(  50) لیتط( هیلی 05/0. یه لغطُ )گطزیساً

 25) ٍ وبًبهبیؿایي  گاطم ثاط لیتاط(    5/0) قبهل ًیؿتبتیي
زض هحیظ ؾبتي آگبض وكات ذغای زازُ    گطم ثط لیتط( هیلی
ًَِ قس زضخاِ   28 ّفتاِ زض زهابی   3تاب   2هست  ثِّب  ٍ ًو
ثَِ قس ؾبًتی ى آهیعی گطم ٍ وابًیَى ٍ   ضًگ (.21) گطاز اً

ّبیی وِ ذبلم  ضٍی ولٌی ثط تؿت لیعٍظین ٍ ثیَقیویبیی
ز دبم گطفت  ،ؾبظی قسُ ثَ  .(2)اً
ِ  DNAاؾترطاج  ثطای ًَا ّاب ثاب اؾاتفبزُ اظ ضٍـ     اظ ًو
لَت زض لیاع   یتیییطات ،اؾتبًساضز اَضُ   قاسى  خْت ؾاْ زیا

ثٍی اظ  نَضت گطفت؛ ثِ عَضی وِ  2ثطای تْیِ تَزُ هیىط
پلیت وكت ؾبتي واِ زاضای ضقاس هٌبؾات ٍ تابظُ      3یب 

زًس وبضزیب ثَ ّبی ضقس یبفتِ ثِ  توبم ولٌی .اؾتفبزُ گطزیس ،ًَ
ح اؾتطیل اظ ؾغح هحیظ وكت خوغ آٍضی  ووه یه لَ

لٍیتط ثابفط  500هیىطٍتیَة حبٍی  3یب  2ٍ ثِ زضٍى   هیىط
TE (Tris-EDTAِضیرت ) قس. ًَِ وبضزیب ًو هَخَز زض  یّبی ًَ

 ٍزلیماِ زض قاطایظ آؾاپتیه     20ّب ثِ هست  هیىطٍتیَة
فؼبل ٍ فبلس   لطاض گطفت تب غیط گطاز ؾبًتی زضخِ 100زهبی 
زگی  ثاب  زلیماِ   5ّب ثِ هاست   . ؾپؽ هیىطٍتیَةقَزآلَ
هحلَل ضٍیی  .ؾبًتطیفَغ قسًس زض زلیمِ زٍض 13000 ؾطػت

 DNAهطحلِ اؾاترطاج   اٍضز ثِ زؾت آهسًُكیي  ذبضج ٍ تِ
 گطزیس.

لٍیتط اظ ثبفط  200 )غلظت  حبٍی آًعین لیعٍظین TEهیىط
زؾت ِ ضؾَة ثِ ( ثRoche لیتط، قطوت هیلیثط گطم  هیلی 50

ِ  37ٍ ثِ هست یه قت زض زهابی   قس آهسُ افعٍزُ  زضخا
ثَبتَض لطاض گطفت گطاز ؾبًتی ى ثؼاس اظ هاست ظهابى     .زض اً

ابیی    ى()ؾایٌبغ  K هصوَض، آًعین پطٍتئیٌابظ   2)غلظات ًْ
لٍیتاط( ٍ هحلاَل    ثاط  گطم هیلی  SDS (Sodium dodecylهیىط

sulfate )20 بیی زضنس ثِ ؾَؾپبًؿایَى  زضنس(  2 )غلظت ًْ
ِ  65زلیماِ زض زهابی    15فَق افعٍزُ ٍ ثاِ هاست     زضخا

 .لطاض زازُ قس گطاز ؾبًتی
لَی ثب اضابفِ واطزى    لٍیتاط اظ   500هطحلِ لیع ؾل هیىط

یسیَم تیَؾ اًَ یبًبت ثِ هیىطٍتیَة لجلی ٍ هرلَط هحلَل گ
ثَبؾیَى آى زض زهبی اتبق ث ى  5هست ِ ًوَزى آى ٍ ؾپؽ اً

ثٍی لیع قسُ . وبهل قس ،زلیمِ ؾَؾپبًؿیَى حبٍی تَزُ هیىط
لٍیتاط هحلاَل    250ٍ ثاِ آى   گطفات ضٍی ید لطاض  هیىط

 ِ ًَیَم اؾتبت اضابف گطزیاس.  ٍ ثاِ آّؿاتگی هرلاَط     آه
زض  .لطاض زازُ قاس ید  زلیمِ ضٍی 10ؾَؾپبًؿیَى ثِ هست 

لٍیتط هحلَل فٌل 500 ،هطحلِ ثؼس ایعٍ آهیل  -ولطٍفطم -هیىط
لَی لیع قسُ افعٍزُ قاس ٍ پاؽ اظ    الىل ثِ ؾَؾپبًؿیَى ؾل

زض  زٍض 13000 ثب ؾاطػت  ،زلیمِ 5هرلَط ًوَزى ثِ هست 
 .ؾبًتطیفَغ گطزیس زلیمِ

ثٍبضُ فبظ ضٍیی لَِ تویعی هٌتمل ٍ هؼبزل  ز ثطاثط  5/2ثِ ل
ًٍِ قس تاب   حدن آى الىل اتیلیه هغلك اضبفِ ٍ چٌس اٍض ثبض 

DNA  ًوبیسضؾَة. DNA  لَِ زیگطی  یبفتِضؾَة تمبل ثِ ل اً
قؿتكَ زازُ قس ٍ خْات   زضنس 70ٍ ؾِ ثبض ثب الىل یبفت 

ثِ  .لطاض گطفتگطاز  ؾبًتیزضخِ  37زض زهبی  ،ذكه قسى
 ِ ًَ لٍیتط ثبفط  100 ،اؾترطاج قسُ DNAّط ًو افعٍزُ  TEهیىط

 -20 ثب زهبی زض فطیعضویفی، قس ٍ پؽ اظ وٌتطل ووی ٍ 
 (.24ًگْساضی قس ) گطاز ؾبًتی زضخِ

 PCR (Polymerase chainوابضگیطی ضٍـ  ِ ؾپؽ ثاب ثا  

reaction ٍ )  اؾاااااااتفبزُ اظ پطایوطّااااااابیNG1(5-

ACCGACCACAAGGGG-3)  ٍNG2(5-

GGTTGTAACCTCTTCGA-3) (Metabionاظ غى ، آلواابى )16S 

rDNA ، ِ وبضزیبخْت  1خسٍل ثطًبه خسا  یقٌبؾبیی خٌؽ ًَ
دبم گطفت ّب  قسُ اظ هٌبثغ هحیغی ثیوبضؾتبى  (.28)اً
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اPCR (Polymerase chain reactionٔبروامٍ ياکىص  .1 جذول کارد ٕٕه جىس وً  ( براْ تع

 دناتوراسیون اولیه مراحل
 تقویت

 خنک کردن گسترش نهایی
 گسترش میکروبی بازپخت )آنیل کردن( دناتوراسیون

 گراد درجه سانتی 79 گراد درجه سانتی 27 گراد درجه سانتی 27 گراد درجه سانتی 95 گراد سانتیدرجه  59 گراد درجه سانتی 59 دما

قٍ 3 زمان قٍ 10 ثاوٍٕ 45 ثاوٍٕ 15 ثاوٍٕ 12 دقٕ قٍ 1 دقٕ  دقٕ

 ديرٌ 1 ديرٌ 1 - ديرٌ 33 - ديرٌ 1 دوره

 

بیتزض  ثاط ضٍی غل  ، PCR ضٍـ اظ قسُ لغؼِ حبنل ًْ
لٍتبغ  5/1آگبضظ  لٍت الىتطٍفَضظ گطزیس  هیلی 95زضنس زض 
اظ  قس.ظبّط خفت ثبظ  596زض خبیگبُ  ثِ زؾت آهسٍُ ثبًس 

DNA اَى ًكابًگط اًاساظُ     ویلَ خفت ثبظ  1 ًكبًگط ثاِ ػٌا
 لغؼبت اؾتفبزُ قس. 

 
 جینتا

زضخاِ   14 حبضاط،  زض هغبلؼِقسُ  زهبی ذبن ثطضؾی
ًَِ pHٍ  گطاز ؾبًتی ثاَز. ثاب اؾاتفبزُ اظ ضٍـ     83/7ّب  ًو

لٍِ 11 ،ؾطیبل ضلتی حبلی  زض قس؛زضنس( خساؾبظی  36) ایع

لٍااِ ) Paraffin bait ،7 ضٍـ حبناال وااِ زضنااس( ٍ  23ایع
لٍِ ) Slip-buried ،6ضٍـ حبنل  . ایاي  ثاَز زضناس(   20ایع
لٍِ ّب ثب اؾتفبزُ اظ تؿت همبٍهت ثِ لیاعٍظین ٍ پطایواط    ایع

دابم     خٌؽ (NG1NG2اذتهبنی ) وبضزیب واِ پاؽ اظ اً ًَ
ساظُ  لغؼِ، PCRهطاحل  ، خفت ثبظ حبنل ًواَز  596ای ثِ اً

وبضزیبّبی خساؾبظی قاسُ   (.1قىل ) تكریم زازُ قس ًَ
 ٍ (1) (، وطم ضًاگ 3) (، ًبضًدی14) زاضای پیگوبى ؾفیس

زًس )1) ظضز (. تؿت همبٍهت ثِ لیعٍظین ثاطای  2 قىل( ثَ
ًَ ّوِ آى ز ٍ ثؼضی اظ گ اًَابیی ضقاس زض   ِ ّب هثجت ثَ ّب ت
 گطاز ضا ًساقتٌس. زضخِ ؾبًتی 35زهبی 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

رز قطعٍ .1شکل  وًٍ 16s rRNA (695اْ از محصًل  الکتريفً سيلٍ ضذٌ از خاک جفت باز( وم  َاْ أ
 8تا  2شامل كىترل مىفٓ ي ستًن  1، ستًن ATCC 14759شامل كىترل مثبت وًكاردٔا استريئٕدس  1كٕلً بازْ، ستًن  DNA 1 وشاوگر اودازٌشامل  Mستًن 

 باشد. شامل وًكاردٔاَا مٓ
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کاردٔا بر ريْ محٕط کطت بلاد آگار ) کلىٓ .7شکل  ْ رضذ ٔافتٍ وً  (Blood agarَا

 

 بحث
وبضزیبّاب ذابن اؾات    هٌجغخبیی وِ  اظ آى  ،انلی ًَ
بثطایي س ّب هی ایي ثبوتطی ثٌ اًٌَ ًَت هٌتكاط زض   ثب ت ایدبز ػف

ی وِ ثِ ضؼ  ؾیؿتن ایوٌی  اس  هجاتلا ّؿاتٌس )  ثیوبضاً هبًٌ
ًَس اػضب ٍ ثیوبضاى ولیاَی  هجتلایبى ثِ ایسظ، ؾطعبى (، ّب، پی

ًَس. ط هجتٌای ثا   ّابیی  گعاضـ الجتِ ثبػث ثطٍظ هكىلاتی ق
ًَت زض افطاز  ًیع ٍخاَز   عجیؼیؾیؿتن ایوٌی  زاضایثطٍظ ػف

قایَع   زض ذهَلهتؼسزی  تحمیمبت ،اظ ؾَی زیگط .زاضز
ًَت زض ثیوبضاى ثؿتطی زض ثیوبضؾتبى ّب ٍخَز زاضز واِ   ػف

ی هؿ ًَتؤهَخت ًگطاً ّبی ثیوبضؾتبًی قسُ  ٍیى وٌتطل ػف
 (. 29-34اؾت )

Kageyama ًَِ وبضزیب ٍ ّوىبضاى گ خساؾابظی   یّبی ًَ
ًَِ ضاقسُ اظ ذبن  ّبی ثبلیٌی ًیع خسا وطزًس ٍ چطذِ  اظ ًو

اَ ٍ  تمبل اظ ذبن ثِ ّ آى اظ عطیاك اؾتٌكابق    ثِ زًجابل اً
ؿبى ضا ًكبى زازًس )آ وبضزیب 13ئطٍؾل ثِ اً (. هیعاى قیَع ًَ

، 35) زضنس گعاضـ قسُ اؾت 5-50زض هٌبعك هرتل  ثیي 
ثطای تؼییي  یبؾجایدبز ضٍـ هٌ حبضط، (. ّسف اظ هغبلؼ22ِ

وبضزیبّب اظ هٌبثغ ذبن ثیوبضؾتبى وبضزیب ثاب   ًَ ز وِ ًَ ّب ثَ
ؾطیبل ضلتی ثب اؾتفبزُ اظ  ضٍـ .ّط ؾِ ضٍـ خساؾبظی قس

ًٍىَهبیؿیي،  ّبی وكت ؾبتي آگبض ثب آًتی هحیظ ثیَتیه 

گطاز  زضخِ ؾبًتی 28زهبی زض ًبلیسیىؿیه اؾیس  ٍ ًیؿتبتیي
لٍِ 29ثب   van Gelderenتطی زاقت.  لجَلًتبیح لجل  ،زضنس ایع

ًَااِ  Paraffin bait ،28ٍ ّوىاابضاى ثااب اؾااتفبزُ اظ ضٍـ  گ
ئٍیسؼ،  وبضزیب اؾتط وبضزیاب ثطاظیلیٌؿایؽ ٍ    3ًَ ًَ ًَِ  2گ

وبضزیب وبٍیِ ضا خساؾبظی وطزًس ًَ ًَِ   .(36) گ
وبضزیب زض پبتیبی ٌّس ثب اؾاتفبزُ اظ   یهیعاى خساؾبظی ًَ

 Khan(. هغبلؼِ 22) اضـ قسزضنس گع Paraffin bait ،8ضٍـ 
وبضزیااب  زض ٍ ّوىاابضاى  لٍاایي خساؾاابظی ًَ گااعاضـ ا

ئٍیسؼ اظ ذبن وَیت   یعاىه ،Paraffin baitingضٍـ  ثِاؾتط
وااِ الجتااِ اظ  ًوَزًااسزضنااس گااعاضـ  41ضا  یخساؾاابظ
ٍ  SDAثیَتیاه ٍ   آگبض حبٍی آًتی BHIّبی وكت  هحیظ

ثَِ زض زٍ زهبی  ى اؾاتفبزُ  گاطاز   ؾابًتی زضخاِ   45ٍ  35اً
ذابن  ثاط ضٍی  ٍ ّوىبضاى  ییوچَ تحمیك(. 27وطزًس )
آگابض   BHIهحایظ   اظ هیعاى خساؾبظی ضا ثب اؾتفبزُ ،انفْبى

ثب ضٍـ  گطاز ٍ زضخِ ؾبًتی 37ثیَتیه ٍ زهبی  حبٍی آًتی
Slip-buried ،1/19  (. هغبلؼااِ 21)وطزًااس زضنااس گااعاضـ

 BHI یّاب  زض لعٍیي ثب اؾتفبزُ اظ هحیظ یبثیبىٍ غ یطیبىهآلب
زضخااِ  35زهاابی زض  Slip-buriedٍ ضٍـ  SDA آگاابض ٍ
وبضزیب ضا  ،گطاز ؾبًتی  ًوَز هحبؾجِ 6/40هیعاى خساؾبظی ًَ
ل37َ)  Paraffinاظ ضٍـ  ذاَز هغبلؼِ  ٍ ّوىبضاى زض ی(. ضؾ
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bait    ٍ تطیٌات آگابض زضخاِ   37ٍ زهابی   SADٍ هحیظ ًَ
ِ زضنس  17 ،هیعاى خساؾبظی ٍگطاز اؾتفبزُ وطزًس  ؾبًتی  ثا

 (.23) زؾت آهس
وبضزیبّب ٍ ضقس ؾطیغ  زى ًَ ثِ زلیل هبّیت وٌس ضقس ثَ

ًَِ وب ،ّب ؾبیط گ ًَس  زیبّب اغلت تكاریم زازُ ًوای  ضًَ  قا
اؾتطپتَهبیؿؽ زض هحایظ حابٍی    حبضط زض هغبلؼِ (.38)

زى وِ ایي اهط  وبًبهبیؿیي خساؾبظی ًكس ثِ ػلت حؿبؼ ثَ
 زاضایثیَتیه اؾت ٍ هحایظ   ّب ثِ ایي آًتی اؾتطپتَهبیؿؽ

ًؿجت ثِ هحایظ حابٍی    ،وبًبهبیؿیي ٍ ضس لبضذ ًیؿتبتیي
 ،ًٍىَهبیؿیي ٍ ًبلیسیىؿیه اؾیس زض ضٍـ ؾاطیبل ضلتای  

وبضزیب تكاریم زازُ   هحیظ هٌبؾت تطی ثطای خساؾبظی ًَ
ای  هغبلؼِوِ  زّس قس. خؿتدَ زض هٌبثغ هؼتجط ػلوی ًكبى هی

وبضزیب اظ  هٌبثغ هحیغای ثیوبضؾاتبى   زض ضاثغِ ثب خساؾبظی ًَ
 .اعلاػبت زض ایي ظهیٌِ وبفی ًیؿت ٍ نَضت ًگطفتِ اؾت

ِ ایي ِ ث وبضزیبّب  ثب تَخ ِ ضقس اوثط ًَ یٌ ِ زهبی ثْ زضخِ  28و
هَخت افعایف خساؾبظی  ایي اهط (،39) ثبقس هیگطاز  ؾبًتی

 قس.زض هغبلؼِ حبضط 
 

 یریگ یجهنت
وبضزیبّب ٍ  ثِ زلیل پیچیسگی ٌایي  ّوچّبی تكریهی ًَ

ذبن وِ تٌس ضقس ّؿاتٌس ٍ   هَخَز زض ّبی تٌَع ثبوتطی

وبضزیبّبی وٌس ضقس هی ًَس هبًغ ضقس ًَ تؼییي یه ضٍـ  ،ق
ویت وبضزیبّب اّ اظ . زاضز ظیابزی  هٌبؾت ثطای خساؾبظی ًَ

وبضزیبّب لبزض ثاِ اؾاتفبزُ اظ پابضافیي     آى خبیی وِ ّوِ ًَ
ًَِ ،ّوچٌیي ٍ ًیؿتٌس ًَبؼ ثاط ضٍی   ثؼضی گ ّبی پؿَزٍه

وبضزیبّب هی وٌٌس ٍ پبضافیي ضقس هی ًَس هبًغ ضقس ًَ ضٍـ ، ق
Paraffin bait  .ضٍـ زض  اظ عاطف زیگاط،   هٌبؾت ًجاَزSlip-

buried، ًَِ وبضزیب ثِ آًتی ثؼضی اظ گ ّابی   ثیَتیاه  ّبی ًَ
ٍ ایي اهط ًكبى  اؾتطپتَهبیؿیي ٍ ولطاهفٌیىل حؿبؼ ّؿتٌس

 تٌس.ّؿّبیی  هحسٍزیت زّس وِ زٍ ضٍـ هصوَض زاضای هی
بثطایي تطیي  ضٍـ ،ثٌ ثطای خساؾابظی   ضٍـؾطیبل ضلتی ثْ

ز وبضزیب ثَ ًَِ زلیل ایيِ ث ،ّوچٌیي .ًَ ّابی   وِ ثؼضی اظ گ
وبضزیب اظ لحبػ ثیَقیویبیی غیط فؼبل  ّابی   ضٍـ ّؿاتٌس، ًَ

لَی ضٍـ هٌبؾت ٍ ؾطیؼ لَى ثاطای قٌبؾابیی خاٌؽ     یه
وبضزیب هی  س.ٌثبق ًَ

 
 سپاسگساری

ضىاسیٓ   مٕکريب پأاوامٍ کارضىاسٓ ارضذ برگرفتٍ از حاضر مقالٍ

کٍ  باضذ مٓ 994299 پسضکٓ اصفُان بٍ ضمارٌ پسضکٓ داوطگاٌ علًم

ییه داوطییگاٌ اوجیام   بیا  گییريٌ  يسییٕلٍ از بیذٔه  .ضییذ حمأییت میالٓ أ

 معايوت پژيَطٓ داوطگاٌ علیًم  ي ضىاسٓ ضىاسٓ ي ئريس مٕکريب

 .آٔذ تطکر ي قذرداوٓ بٍ عمل مٓاصفُان  پسضکٓ
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Abstract 

Background & Aims: Nocardia are gram-positive, aerobic, relative acid-fast, and opportunistic bacteria, 

and one of the causes of systematic infection around the world. The natural habitats of these bacteria are soil 

and dust. Hospitalized patients with immune deficiency are at high risk of transmission of opportunistic 

infection. Due to these facts and the complexities that exist in the isolation and identification of these 

bacteria, the identification and controlling of the environmental resources of Nocardia in order to prevent 

opportunistic diseases are essential in controlling such infections. The objective of this study was to 

determine an appropriate method for the isolation and identification of Nocardia from environmental sources 

in hospitals. 

Methods: A total of 30 soil samples were collected from hospitals in Isfahan, Iran, and studied using dilution 

serial method, paraffin baiting (McClung's carbon free broth with paraffin bait), and slip-buried method. 

Samples were incubated at 28 °C in all three methods. Then, polymerase chain reaction (PCR) which 

recognized a 596-bp fragment of the 16S rRNA gene was used to confirm the genus Nocardia. 

Results: From a total of 30 soil samples from hospitals in Isfahan Province, 11 Nocardia isolates (36%) 

were isolated through dilution serial method, 7 Nocardia isolates (23%) through paraffin baiting method, and 

6 Nocardia isolates (20%) through slip-buried method. 

Conclusion: This study showed that there are some limitations in the use of paraffin baiting method due to 

the use of paraffin by some soil bacteria such as Pseudomonas and the competition between these bacteria 

and Nocardia, and lack of use of paraffin by all Nocardia species. Moreover, the slip-buried method was not 

suitable in this respect due to the sensitivity of some Nocardia species to the antibiotics used. Thus, since 

these two methods were not able to identify all Nocardia species in samples, the dilution serial method was 

identified as an appropriate method. Furthermore, due to the inactivity of some species of Nocardia and the 

long duration of other methods, molecular and phenotypic methods, as rapid methods, are of high 

importance in the detection and confirmation of these species. 

Keywords: Nocardia, Hospital soil resources, Molecular methods, Isolation methods 
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