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Abstract 

Introduction: Fusobacterium nucleatum (F. nucleatum) is an anaerobic, gram-negative 

bacterium, morphologically an elongated bacillus with a sharp end belonging to the Bacteroidaceae. 

It is the normal flora of the mouth that is present in other organs in some diseases. Given the role of 

F. nucleatum in the creation and development of human diseases, it is very important to investigate 

its characteristics and functions. However, due to the obligate anaerobic nature of F. nucleatum, 

purification and long-term storage of the bacteria pose problems. The aim of this study is to find an 

optimal method for the purification of F. nucleatum to enable a detailed study of the functions and 

mechanisms of the bacteria to provide new therapeutic approaches to control or treat the diseases caused 

by F. nucleatum for future studies. Materials and Methods: Samples were taken from deep periodontal 

pockets of 16 patients using 40 size paper points with tryptic soy broth transfer medium (first method) 

and Columbia agar culture medium with gas pack type A and anaerobic jar (second method). The 

samples were then examined for the presence of F. nucleatum by macroscopic and microscopic 

observations, biochemical tests, PCR  and sequencing. Results: The results showed that the tryptic soy 

broth transfer medium was not able to preserve and keep the bacteria alive, and the purified F. nucleatum 

was isolated by direct transfer to  Columbia agar culture medium with gas pack type A and anaerobic jar. 

Discussion and Conclusion: Due to the obligate anaerobic nature of F. nucleatum, the use of transfer 

medium is not efficient for isolation due to the greater exposure of bacteria to air oxygen, and the optimal 

method for purification of F. nucleatum is the second sampling method. 

Keywords:Fusobacterium nucleatum, anaerobic bacteria, periodontal pocket, gastrointestinal flora, 

colorectal cancer. 
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1-Introduction 

The oral cavity is a warm, moist and nutrient-rich environment that harbors many different 

types of microorganisms. More than 1,000 different species of bacteria can be found in an 

adult's mouth. With advances in microbial detection technologies, an increasing number of 

previously overlooked microorganisms are being discovered and found to play an important role 

in human disease. Fusobacterium nucleatum (F. nucleatum) is a gram-negative, narrow-ended 

anaerobic bacillus of the Bacteroidaceae family. F. nucleatum is one of the dominant species in 

the oral cavity and is basically the flora of the upper respiratory tract, but it is also present in the 

digestive and urinary tracts.  

F. nucleatum is associated with a wide range of human diseases. One of the most important 

of these diseases is periodontal disease. Periodontal disease damages the tissues that protect the 

teeth (bone and connective tissue) and affects the quality of life of those affected. Although in 

general etiology these diseases are caused by many factors, the data show that some 

microorganisms present in the subgingival plaque biofilm, such as Fusobacteria, play a major 

role in the initiation and progression of periodontitis, and among the five species of 

Fusobacteria commonly isolated from oral infections, the percentage of F. nucleatum presence 

is higher, so that this bacterium can be considered the most important pathogen of this group. F. 

nucleatum binds to all types of eukaryotic cells, including HeLa cells, epithelial cells, 

macrophages, polymorphonuclear leukocytes, and cells of the gum tissue and periodontal 

pocket, through the attachment of surface adhesion proteins to lactose sugar and leads to 

numerous diseases. One of the diseases that F. nucleatum is involved in causing and developing 

is gastrointestinal disorders (colorectal cancer, inflammatory bowel disease, appendicitis), 

which is mediated by two major virulence factors, including FadA and Fap2. It has been shown 

that FadA binds to lactose sugar on the surface of intestinal epithelial cells and activates the 

beta-catenin signaling pathway towards tumor cell proliferation.  

The role of F. nucleatum in the development and progression of periodontal and other human 

diseases, in promoting tumorigenesis and in influencing treatment has made it the target of 

many studies. Therefore, isolating and examining the exact characteristics of F. nucleatum is the 

most important step in examining its characteristics and controlling disease. However, due to its 

obligate anaerobic nature and the many problems of growing and maintaining this bacterium in 

the laboratory, it is difficult to carry out such studies. Therefore, the aim of this study is to 

investigate different methods to find an optimal method to purify F. nucleatum from the roots of 

teeth with deep periodontal pockets and then to culture and store the bacteria at -70°C in order 

to overcome the challenges in the field of isolating F. nucleatum and to provide the possibility 

of obtaining this bacterium and using it in subsequent studies. 

 

2-Materials & Methods 

2.1. Sampling and microbial culture: 

• In the first method, samples were immediately inoculated into the tryptic soy broth (TSB) 

transfer medium and transported to the laboratory. The sample was then cultured on Columbia 

agar containing 5% defibrinated sheep blood. The plate was placed in an anaerobic jar and the 

jar was connected to the Mart system to evacuate the oxygen in the environment and produce 

https://doi.org/10.22108/bjm.2024.140998.1589
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10% H2, 10% CO2 and 80% N2 in the environment. Samples were incubated at 37ºC for 48 to 72 

hours and these steps were repeated until pure colonies similar in morphology and Gram 

staining to F. nucleatum were obtained (Table 1). 

• In the second sampling method, samples were cultured directly at the sampling site on 

Columbia agar containing 5% defibrinated sheep blood and immediately placed in an anaerobic 

jar containing type A gas pack. After transfer to the laboratory, the jar was placed in an 

incubator at 37ºC. After incubation, the colonies formed were passaged onto fresh Columbia 

agar containing defibrinated sheep blood and again placed in an anaerobic jar. The jar was 

connected to the Mart system and then placed in a 37ºC incubator for 48 hours and cultured 

until pure colonies were obtained (Table 2). 

2.2. Identification and confirmation of purified bacteria from the cultures obtained live and 

pure bacteria, the following steps were performed to identify and confirm them.  

A. Microscopic observation Several direct slides were prepared from each of the samples at 

different passages and the presence and purity of F. nucleatum was checked by Gram staining.  

B.  Biochemical tests to confirm F. nucleatum were performed on all samples. These tests 

included an antibiotic resistance test, an indole test and a lipase test. 

C. Molecular testing to confirm isolated bacteria: 

Extraction of DNA from bacteria: To extract DNA, the boiling method was used and the 

concentration of DNA samples was determined using a nanodrop device. 

After confirmation of the quality of the extracted DNA, a PCR test was performed to amplify 

the 16s gene fragment. 

 Specific primers for the 16SrRNA gene of F.nucleatum (Table 3), selected according 

to the articles, were prepared and blasted in the NCBI database. 

 The final volume of the PCR reaction was 10 µl, including 3 µl of distilled water, 1 µl 

of sample with a concentration of 192.4 ng⁄µl, 5 µl of master mix and 0.5 µl of each of the 

primers with a concentration of 10 pmol. 

 The products obtained from the PCR were electrophoresed on a 1% agarose gel using 

0.5% TBE buffer and the size of the bands was confirmed in the presence of a 50 bp ladder. 

 The PCR products were then sequenced. 

 

3-Discussion of Results & Conclusions  

3.1. Bacterial culture, microscopic examination and Gram staining of purified bacteria 

 The samples that resembled F. nucleatum in terms of colony appearance and were seen on 

gram staining as elongated pure gram-negative bacilli with narrow ends typical of F. nucleatum 

(samples 1, 2, 5, 6, 7 in The second method of sampling) were selected for biochemical testing 

and other samples were excluded from the study. (An example of a culture plate and gram 

staining of F. nucleatum is shown in Figure A, B-1). 

  

https://doi.org/10.22108/bjm.2024.140998.1589
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3.2. Biochemical tests 

Confirmatory biochemical tests were performed on all samples 1, 2, 5, 6, 7. These tests 

included antibiotic resistance testing (vancomycin, penicillin, kanamycin and colistin), indole 

test, and lipase test (Table 4). 

 lipase test 

After culturing the bacteria on the egg yolk agar medium, the growth of bacteria and the absence 

of a halo on the medium indicates the presence of a lipase-negative bacterium in the medium, which 

is one of the characteristics confirming the presence of F. nucleatum (Figure C-1). 

 Indole test 

After adding KOVACS reagent to SIM medium containing bacteria, a red ring was formed 

in the upper part of the medium. This color indicates the presence of tryptophanase enzyme in 

the bacteria and the decomposition of tryptophan into indole and alanine, which, after the 

addition of KOVACS reagent and the reaction of this reagent with the indole produced, 

produces a red color, confirming the positive indole test and the presence of F. nucleatum 

(Figure D-1). 

 Antibiotic resistance tests 

After examining the 48-hour culture plate of the samples on Columbia agar containing the 

antibiotics vancomycin, kanamycin, colistin and penicillin, a non-growth halo of more than 2 

cm in diameter was observed around the wells containing the antibiotics kanamycin, colistin and 

penicillin. However, this halo was not present around the well containing the antibiotic 

vancomycin (Figure E-1). These results indicate the presence of F. nucleatum bacteria in the 

culture medium, which grew around the well due to its resistance to vancomycin and was unable 

to grow around the well of these antibiotics due to its sensitivity to kanamycin, colistin and 

penicillin. 

3.3. Molecular tests  

Firstly, to perform the PCR test, the genome of 5 confirmed bacterial samples was extracted 

by biochemical boiling method and the concentration was determined by nanodrop. After 

confirming the quality of the extracted DNA, its 16SrRNA fragment was amplified and after 

confirmation on an agarose gel (Figure 2), sequenced. The results of DNA sequencing for 

sample number 5 using Nucleotide BLAST showed more than 85% similarity to F. nucleatum 

(Figure 3). 

After isolating and purifying the bacteria, we confirmed the presence of F. nucleatum by 

macroscopic and microscopic examination, biochemical tests including indole test, lipase 

production, antibiotic resistance tests, and molecular tests including PCR and sequencing. 

 It seems that creating anaerobic conditions for F. nucleatum using a type A gas pack and an 

anaerobic jar immediately after sampling is very important. In addition, the antibiotics 

vancomycin and norfloxacin and the supplements haemin and vitamin K1 can select and enrich 

the Columbia agar culture medium for F. nucleatum and cause better bacterial growth. An 

incubation time of 48 hours and a temperature of 37 degrees is also helpful for the growth of F. 

nucleatum.  The depth of periodontal pockets and bad breath are also important factors in 

obtaining F. nucleatum from dental specimens. In addition, as the gut microbiota is influenced 

by environmental factors such as geographical region and type of diet, studying the role of F. 

https://doi.org/10.22108/bjm.2024.140998.1589
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nucleatum in different diseases using indigenous strains rather than standard strains will provide 

more realistic results.  On the other hand, the difficulty in obtaining the standard strain of this 

bacterium increases the importance of using local strains. In this article, by investigating 

different methods and techniques of isolation and culture, changing the type and amount of 

antibiotics and nutrients that help the bacteria grow, changing the incubation time and changing 

the number of passages to purify this bacteria, we were able to achieve an optimal method for 

purifying F. nucleatum from teeth with deep periodontal pockets  , provide a basis for purifying 

the bacterium and investigating its role in the development and progression of various diseases 

in future studies. 

https://doi.org/10.22108/bjm.2024.140998.1589
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 چکیده

شناسی باسیلی کشیده با انتهای تیزز اسزت   هوازی و گرم منفی و ازنظر ریختیک باکتری بی (F. nucleatum)فوزوباکتریوم نوکلئاتوم 

هزا نیزز   ها در سزایر انزدام  فلور طبیعی دهان است؛ اما در برخی بیماری F. nucleatumت. اس  Bacteroidaceaeکه متعلق به خانواده

مهزم   اریآن بسز  یهزا و عملکردهزا  یژگز یو یبررسز  ،یانسان یهایماریو توسعه ب جادیدر ا F. nucleatum. با توجه به نقش وجود دارد

 ی بزودن اجبار یهوازیب لیدلاما به ؛مختلف وجود داشته باشد یهااز نمونه یباکتر یامکان جداساز دیبا یمطالعات نیانجام چن یبرا. است

F. nucleatumبزه   یابیمطالعزه دسزت   نیز مواجه اسزت. هزدا از انجزام ا    یها با مشکلاتیباکتر مدتیطولان یو نگهدار یساز، خالص

منظزور  بزه  یعمزل بزاکتر   یهزا سمیمکانو  عملکردها قیمطالعه دقاست تا بتوان زمینة  F. nucleatum سازیخالص منظورهب نهیبه یروش

 .کرد فراهمرا برای مطالعات آینده  F. nucleatum ی ایجادشده توسطهایماریدرمان ب ایکنترل  یبرا دیجد یدرمان یکردهایارائه رو

 Tryptic Soy Broth بیمزار بزا اسزتفاده از محزیط انتقزالی      31هزای پریودنتزال عمیزق    از پاکزت  05 زیسا با paper point استفاده از با

هزا  گیزری انجزام شزد. سزمو نمونزه     نمونزه  هوازی )روش دوم(و جار بی A پک نوع )روش اول( و محیط کشت کلمبیا آگار همراه با گاز

یزابی  و تزوالی  PCRهای بیوشزیمیایی، تسزت   با مشاهدات ماکروسکوپی و میکروسکوپی، تست F. nucleatumمنظور تأیید حضور به

 .Fقزادر بزه حفز  و زنزده نگزه داشزتن بزاکتری نبزوده اسزت و           Tryptic Soy Broth بررسی شدند. نتایج نشان دادند محزیط انتقزالی  

nucleatum پک نزوع  شده با انتقال مستقیم آنها به محیط کشت کلمبیا آگار همراه با گازخالص های A   هزوازی جداسزازی   و جزار بزی

علت مواجهه بیشتر باکتری بزا اکسزیژن هزوا بزرای     استفاده از محیط انتقالی به ،F. nucleatumهوازی اجباری بودن با توجه به بی شدند.

 گیری است. دومین روش نمونه F. nucleatumسازی جداسازی کارآمد نیست و روش بهینه برای خالص

 هوازی، فلور سیستم گوارش، پاکت پریودنتال، سرطان روده بزرگبی: فوزوباکتریوم نوکلئاتوم، باکتری ی کلیدیهاواژه

                                                      
 مسئول مکاتبات ۀنویسند  

 .یکروبزی م یشناسز  یسزت ز تهمینه. خالص سازی فوزوباکتریوم نوکلئاتوم از پاکت های پریودنتزال دنزدانی   ،نریمانی ،مرضیه ،رضائی ،فاطمه ،اسکندری ملایری
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 مقدمه

حفره دهزان محیطزی گزرم، مرطزوغ و انزی از مزواد       

ی مختلززف و فراوانززی از  هززاگونززهاززذایی اسززت کززه   

. بزیش از  کنزد یمرا در خود نگهداری  هاسمیکروارگانیم

گونه مختلف باکتری ممکن است در دهزان افزراد    3555

 صیتشزخ  یهزا یفناور شرفتیبا پبالغ وجود داشته باشد. 

 ییهززاسززمیکروارگانیماز  یانززدهیتعززداد فزا ،یکروبززیم

و مشزخص  گرفته شده بودند  دهیناد که قبلاًدند کشف ش

. دارنزززد یانسزززان یهزززایمزززاریدر ب ینقزززش مهمززز شزززد

Fusobacterium nucleatum (F. nucleatum)  کیز 

از خزانواده   ترکیبار یبا انتها یگرم منف یهوازیبباسیل 

Bacteroidaceae  .اسززززتF. nucleatum از  یکززززی

اسززت و اصززولاً فلززور االززد در حفززره دهززان  یهززاگونززه

قسززمت فوقززانی دسززتگاه تززنفو اسززت؛ امززا در دسززتگاه   

گوارش و ادراری تناسلی نیز حضزور دارد. ایزن بزاکتری    

 ایززنقززاب بززدن وجززود نززدارد  ریدر سززادر شززرایط عززادی 

 طیحال، در شزرا  نیبا ا .(2, 3) شودیم ییندرت شناسابه

از  یکززطلززد، یعنززوان یززک پززاتوتن فرصززتبززه ،یمززاریب

 یخزار  دهزان   یهزا موجود در محل یهاگونه نیترعیشا

 ،دهان علاوه بررا  F. nucleatumکه یطوربه ؛(1)است 

اطزراا   یهاآبسه ،یوستپ یهامانند زخم ییهااز عفونت

جدا کرد.  توانیم تیو اندوکارد کیسمت تیلوزه، آرتر

F. nucleatum رگونززهیگونززه نززاهمگن بززا پززنج ز کیزز 

 ss animalis ،ss fusiforme ،ss شامل(، ss) یشنهادیپ

nucleatum ،ss polymorphis  وss vincentii  است که

 .(1-1) متفاوت است ی مختلفهایماریآنها در ب وعیش

 F. nucleatum یهزا یمزار یاز ب یاگسزترده  فیبا ط 

 بزه  توانیم هایماریباین  نیترمهممرتبط است. از  یانسان

هززای بیمززاری .(7)اشززاره کززرد  3ودنتززالیپر یهززایمززاریب

هزای پریودنتزال محزاف     پریودنتال منجر به آسزید بافزت  

د و کیفیزت  ونشز مزی ها )استخوان و بافت پیونزدی(  دندان

در  .دهنززدتززأریر قززرار مززیزنززدگی افززراد درگیززر را تحززت

ناشزی از   هزا یمزار یایزن ب  ،2شناسیعلتحالت کلی ازنظر 

دهنزد برخزی   هزا نشزان مزی   داده امزا  هستند؛عوامل متعدد 

ای بیزوفیلم پزلاز زیرل زه   موجود در های میکروارگانیسم

شرفت ای در شروع و پینقش عمدهها مانند فوزوباکتریوم

دارند و از بزین پزنج گونزه فوزوبزاکتریوم کزه      پریودنتیت 

، درصزد حضزور   شوندیمی دهانی جدا هاعفونتاالد از 

F. nucleatum   ایزن   تزوان یمز کزه  طزوری بیشتر اسزت؛ بزه

زای ایزن گزروه در نظزر    عامل بیمزاری  نیترمهمباکتری را 

 یهزا یبزاکتر  ودنتزال، یپر یمزار یب هیز مراحل اول رگرفت. د

برخی دیگر و  های هوازیاسترپتوکوکوس ک،یتیساکارول

و  چسزبند مزی  شزه یدنزدان و سزطر ر   ینزا یبه م هایباکتر از

 F. nucleatum یرا بزرا  نزه یزمامزر   نیز . اشزوند یکلون مز 

و بزه   متصزل شزود   هیز اول مهاجمان نیا هتا ب کندیم فراهم

، Porphyromonas gingivalisازجمله  هایباکتردیگر 

Bacteroides forsythus، Actinobacillus 

actinomycetemcomitans، و Treponema 

denticola   لمیوفیززبتجمززع و رشززد کننززد،  اجززازه دهززد 

ی دهزان و  هزا یمزار یبو درنهایزت منجزر بزه     دهند لیتشک

طزول  ی، اواسزطه نقش توجه به  پوسیدگی دندان شوند. با

 فاکتورهزای  داشتن سزایر و  یچسبندگ تیماه رمعمول،یا

 دهیززنام «1پززل یبززاکتر»عنززوان بززهی، ایززن بززاکتری سززطح

همچنین ازطریزق اتصزال    F. nucleatum .(9, 8) شودیم

بزه انزواع    گی سطحی به قنزد لاکتزوز،  چسبندی هانیپروتئ

، HeLa یهززاازجملززه سززلول  یوتیوکززاری یهززاسززلول

 یهزززاتی، ماکروفاتهزززا، لکوسززز الیزززتلیاپ یهزززاسزززلول

 ودنتالیپر پاکت ل ه و ی بافتهاو سلول مورفونوکلئریپل

شزود  ی متعزدد مزی  هزا یمزار یبو منجزر بزه    شودیممتصل 

در ایجزاد   F. nucleatumبیماری دیگری کزه   .(35-32)

http://dx.doi.org/%2010.22108/bjm.2023.139168.1562
http://dx.doi.org/%2010.22108/bjm.2023.139168.1562


 

 

 3051، 05 شماره، سیزدهمسال ، میکروبیشناسی زیست 332

 

http://dx.doi.org/10.22108/bjm.2024.140998.1589  

 

اخززتلالات دسززتگاه گززوارش   و پیشززرفت آن نقززش دارد،

 (تیسز یآپاند و روده یالتهاب یماری، ب0)سرطان کولورکتال

دو فززاکتور حززدت قابززل توجززه شززامل  اسززت کززه توسززط 

FadA0  وFap21  نشزان داده شزده اسزت    شودیموساطت .

ی هزا سزلول با اتصزال بزه قنزد لاکتزوز در سزطر       FadAکه 

 در جهزت را  7کزاتنین -بتزا  نگیگنالیسز  ریمساپیتلیال روده، 

بزه   نیهمچنز . کندیتومور فعال م یهاسلولتک یر  شرفتیپ

تزا   کنزد مزی حملزه   الیانزدوتل  یهاسلول و الیتلیاپ یهاهیلا

 Fap2 علاوه بزر ایزن،   کند. دیتول یالتهابشیپ یهانیتوکیس

 سزرطان کولورکتزال  توسزعه   یمناسزد بزرا   طیزمحیر کی

 جززادیا یمنززیا یهززاسززلول یهززاتیززتعامززل بززا فعال قیززازطر

 F. nucleatum یقبلز  قزات یکه تحقیدرحال .(31) کندیم

سزرطان   دیتشزد  و شرفتیپ یبرا زوریکاتال کیعنوان را به

حضزور آن   ریاخ قاتیرابت کرده است، تحق کولورکتال

و خزار  از دسزتگاه    یگوارشز  یاز تومورهزا  یفیرا در ط

گوارش ازجمله سرطان دهان، سرطان پانکراس، سزرطان  

نشزان   دهو سرطان مع یمر یسرطان سلول سنگفرش نه،یس

 یآگهز شیرا االد با پ F. nucleatumاند و حضور داده

ی هززایمززاریباز دیگززر  .(30) داننززدیهمززراه مزز فیضززع

 یامزدها بزه پی  تزوان یمز  F. nucleatumایجادشده توسط 

تولززد زودرس،  ت،یززونیوآمنی)کور ینززامطلوغ بززاردار 

 یهایماریب ،اکلاممسی(پره و نوزادان ویسمس ،ییزامرده

دسزتگاه   یهزا عفونزت  د،یز روماتوئ تی، آرتریعروق یقلب

 .(7)اشاره کرد  مریآلزا یماریو ب ریسندرم لم ،یتنفس

 شرفتیدر توسعه و پ F. nucleatumنقش  انیدنبال ببه

 تزرویج  ،یانسزان  یهزا یماریب ریو سا ودنتالیپر یهایماریب

ایزن بزاکتری هزدا     ،ی بزر درمزان  رگذاریو تأر ییتومورزا

 ،نیبنززابرا ؛(30)بسززیاری از مطالعززات قززرار گرفتززه اسززت   

 F. nucleatum قیز دق اتیخصوصز  یو بررسز  یجداسزاز 

کنتززرل  ی آن وهززایژگززیوبررسززی  گززام در نیتززرمهززم

بزودن   یاجبار هوازیبی ویژگیدلیل به ؛ امااست هایماریب

ی بزاکتر  ی ایزن رشد و نگهدار یبرامشکلات فراوان و آن 

دشزوار اسزت. هزدا     یمطالعات نیانجام چن شگاه،یدر آزما

 یابیدسزت  یمختلف بزرا  یهاروش یاز مطالعه حاضر بررس

از  F. nucleatum سزازی خزالص  در جهزت  نهیبه یبه روش

و سزمو   قیز عم ودنتالیپر یهاپاکتدارای  یهادندان شهیر

درجزززه  -75 یدر دمزززا هزززایبزززاکتر یکشزززت و نگهزززدار

 ةنز یموجزود در زم  یهزا تزا بتوانزد چزالش   اسزت   گزراد یسانت

رفع کند و امکزان دسزتیابی بزه    را  F. nucleatum جداسازی

 شود.   این باکتری و استفاده از آن در مطالعات بعدی فراهم

 

   هاروشمواد و 
 :یکروبیو کشت م یریگ. نمونه1

 پزشزک دنزدان  توسط تیودنتیپر به مبتلا مارانیابتدا ب

 پزنو  مانند یریگنمونه مخصوص لیوسا. شدند ییشناسا

 یهزا نرمزال  فلزور  حزذا  یبزرا  یدندان یهاآبسه سطر و

 درصد ضدعفونی 75 کیلیات الکل و لیاستر گاز با دهان

 شزد؛  اسزتفاده  05 زیسزا  بزا  8یکاازذ  کن از سمو. شدند

پریودنتزال   یهزا در عمزق پاکزت   کن کااذی کهیطوربه

منظور رانیه نگه داشته شد. به 15و به مدت برده بیمار فرو 

جداسزازی بزاکتری هزدا از     برایانتخاغ روش مناسد 

 دو روش زیر استفاده شد:

 ها بلافاصله بزه محزیط انتقزالی   در روش اول نمونه 

منتقززل  شززگاهیو بززه آزما ریتلقزز ،9تریمتیززک سززوی بززرا 

که مدت زمان تهیه نمونزه و تلقزیر آن بزه    طوری؛ بهشدند

محیط کشت انتقالی و رساندن آن به آزمایشگاه کمتزر از  

 طیمحز  یسمو نمونزه رو  .(31)دقیقه به طول انجامید  05

 یگوسزفند  نزه یبریخزون دف درصزد   0 یآگار حاو ایکلمب

 وهزوازی قزرار گرفزت    در جار بزی  تیکشت داده شد. پل

جار بزه دسزتگاه مزارت     ط،یمح ژنیکامل اکس هیتخل برای
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 درصزد  85 و 2CO درصزد  2H ،35درصد  35وصل شد )

2N17ر سزاعت در انکوبزاتو   72تا  08ها به مدت (. نمونه 

 یهزا یبزه کلنز   دنیقرار گرفتند و تا رسگراد درجه سانتی

 مشزابه  گزرم  یزیآمو رنگ یکه ازنظر مورفولوت یخالص

, 31)ند شزد  تکزرار  مراحزل  نیا ،بودند F. nucleatum با

 (. 3جدول) (37

 

 یریگ. مشخصات مربوب به روش اول نمونه3جدول 
Table 1. Characteristics related to the first sampling method 

1 2 3 
 ماریب

 هامواد و روش ماران،یب مشخصات                                                                           

 متر()میلی عمق پاکت 0 1 1

 )دقیقه( شگاهیزمان انتقال نمونه به آزما 05 15 25

k1 )µg نیتامیو وhemin (5 µg⁄ml )وجود    * ⁄ ml0.1  ( یانتقال طیدر مح 

 (μg/ml 4) نیسیو ونکوما( μg/ml 1) نینورفلوکساس یهاکیوتیبیاستفاده از آنتکردن محیط کشت با انتخابی * * *

 )ساعت( ونیزمان انکوباس 08 72 08

 یسازخالص یتعداد پاسات برا 2 0 1

 

 در ماًیهزا مسزتق  نمونزه  ،یریز گدر روش دوم نمونه 

 یآگار حزاو  ایکشت کلمب طیمح یرو یریگمحل نمونه

در همان شده خون دفیبرینه گوسفند کشت دادهدرصد  0

قزرار   A پزک نزوع   گزاز هزوازی حزاوی   بزی در جار  محل

 جزار در انکوبزاتور   گرفتند. پو از انتقال بزه آزمایشزگاه،  

قرار گرفت. پو از انکوباسزیون، از  گراد درجه سانتی 17

ایجادشزده روی محزیط کشزت کلمبیزا آگزار       یهزا یکلن

و  شزد  جدید حاوی خون دفیبرینه گوسفندی پاسزات داده 

قزرار گرفزت. جزار بزه دسزتگاه       هوازیبی در جار مجدداً

 سزاعت در انکوبزاتور   08 ه مزدت ل و سمو بمتص ،مارت

تززا رسززیدن بززه   ؛قززرار داده شززدگززراد درجززه سززانتی 17

آمیززی  خالصی که ازنظر مورفولزوتی و رنزگ   یهایکلن

 تکزرار  مراحزل  نیز ا ،بودند F. nucleatumگرم مشابه با 

 (. 2جدول)  (38)ند شد

  

http://dx.doi.org/%2010.22108/bjm.2023.139168.1562
http://dx.doi.org/%2010.22108/bjm.2023.139168.1562


 

 

 3051، 05 شماره، سیزدهمسال ، میکروبیشناسی زیست 330

 

http://dx.doi.org/10.22108/bjm.2024.140998.1589  

 

 هوازی(بی طیبه مح می)انتقال مستق یریگ. مشخصات مربوب به روش دوم نمونه2جدول 
Table 2. Characteristics related to the second sampling method (direct transfer to the anaerobic environment) 

 

 ماریب

 

 
، مارانیمشخصات ب            

 هامواد و روش

3 2 1 0 0 1 7 8 9 35 33 32 31 

 0 0 0 0 1 1 7 7 1 1 0 1 1 متر()میلی عمق پاکت

  *     * *  *  *  هالیتوزابتلا به 

پک در  استفاده از گاز

 یریگمرحله نمونه
* * * * * * * * * * * * * 

کشت  طیکردن محیانتخاب

 با استفاده از

 1) ، نینورفلوکساس

μg/ml) 4) ،نیسیونکوما 

μg/ml) 
5 µg⁄ml hemin 
10 µg⁄ml vit k1 

* * * * * * * * * * * * * 

 یتعداد پاسات برا

 یسازخالص
0 1 1 0 0 1 0 1 2 1 1 1 2 

 

 شدهخالص یباکتر دأییت و ییشناسا. 2
زنززده و خززالص حاصززل  یکززه بزاکتر  ییهززااز کشزت 

 آن دأییز ت و ییشناسزا  بزرای  دیز ترتبزه  ریمراحل ز ،شدند

 .ندشد انجام

  یکروسکوپیمشاهده مالف. 

 درهزززا نمونزززه از هرکزززدام از میمسزززتق لام نیچنزززد

 ،گرم یزیآمرنگ از استفاده با و هیته ،مختلف یپاساتها

  .(39, 38) شد یبررس  F. nucleatum خلوص و حضور

 ییایمیوشیب یهاتست .ب

 ۀدکنندأییت ییایمیوشیب یهاها تستنمونه یتمام یبرا

F. nucleatum تسزت  شزامل هزا  تسزت  نیز . اندانجام شد 

دنزد  بو مزاز یل تسزت  و اندول تست ،یکیوتیبیآنت مقاومت

(39-23). 

: در کنار شزعله و در  یکیوتیبیتست مقاومت آنت

 یهزا رو از پاسزات سزوم و چهزارم نمونزه     زمان نیترکوتاه

)فاقزد   یخون گوسزفند  یآگار حاو ایکشت کلمب طیمح

( کشززت داده شززد و کیززوتیبیو آنتزز k1 نیتززامیو ن،یمززهِ

و  نیلیسز یپنز  ن،یسیکاناما ن،یسیونکوما یهاکیوتیبیآنت

کشت قزرار   طیشده در محجادیا یهادر چاهک نیستیکل

 .ندگرفت

 در کنزار   ،انجام تست اندول ی: براتست اندول

 یاز کلنزز یشزعله در مززدت زمزان انززدز بززا آنزو سززوزن   
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 طیها برداشته و در محز چهار نمونه ایموجود در پاسات سه 

 کشت داده شد.  35امآیاس

 تسزت در کنزار    نیز انجزام ا  منظزور به: پازیتست ل

موجود در پاسات سزه   یاز کلن ،شعله و در مدت زمان کم

اگ یولززک  طیمحزز یهززا برداشززته و روچهززار نمونززه ایزز

 کشت داده شد. 33آگار

 امآیاسو  اگ یولک آگارآگار،  ایکلمب یهاطیمح

، بزه دسزتگاه   نزد هوازی قرار گرفتنمونه در جار بی یحاو

سززاعت در  08بززه مززدت سززمو و  ندمززارت متصززل شززد

 . ندقرار گرفتگراد درجه سانتی 17انکوباتور 

 یبتتاکتر دأییتتت بتترای یتستتت مولکتتولج.  

 شدهیجداساز

منظزور اسززتخرا    : بزه یاز باکتر DNAاستخراج 

DNAیهززااسززتفاده شززد. نمونززه  32جوشززاندن ، از روش 

 31مایع عصاره قلد و مغزز  طیشده در محرهیذخ ییایباکتر

 طیمحزز یرو مجززدداًگززراد سززانتیدرجززه  -75 یدر دمززا

کشت داده و پو از  یخون گوسفند یآگار حاو ایکلمب

 و با سرسمملر، چنزد  ندها باز شدتیساعت، پل 08گذشت 

 25 یحاو یهاوپیکروتیبرداشته و در م یکلون از باکتر

 یحزاو  یهزا وپیکروتیآغ مقطر حل شدند. ممیکرولیتر 

در  قززهیدق 30منظززور اسززتخرا  تنززوم بززه مززدت نمونززه بززه

قزرار  گزراد  سزانتی درجزه   90 یدستگاه ترموبلاز با دمزا 

 rpmدر  قزه یدق 0هزا بزه مزدت    وپیکروتیگرفتند. سمو م

 یزی رو عی. با استفاده از سمملر، ماشدند وتیفیسانتر 31555

 ؛شد ختهیر یگرید وپیکروتیخار  و در م ،تنوم یحاو

نزانودراپ   دسزتگاه بزا   DNA یهاالظت نمونه ،تیدرنها

   .مشخص شد

شززده، تسززت اسززتخرا  DNA تیززفیک دأییززاز ت پززو

PCR قطعه تن  ریتک  یبراS31 شد انجام. 

 rRNA  S31تن یبززرا یاختصاصزز یهززامریپرا .3

کززه  تهیززه شززدند  (1جززدول) F. nucleatumبززاکتری 

 گزاه یو در پا (22)برحسد مقالات انتخزاغ شزده بودنزد    

پززو از تأییززد تززوالی ازنظززر . ندبلاسززت شززد NCBIداده 

اختصاصیت و افزودن حلال بزه مخززن اصزلی پرایمرهزا،     

 یآرامز بزه برای انجام واکزنش   PCR در شدهاستفاده مواد

 شدند.تکان داده 

 35بززه میززززان   PCR جززم نهززایی واکززنش  ح .2

میکرولیتزر   3میکرولیتزر آغ مقطزر،    1 شزامل میکرولیتزر، 

 0نزززانوگرم بزززر میکرولیتزززر،  0/392نمونزززه بزززا الظزززت 

از هرکزدام از   میکرولیتزر  0/5و Master Mix میکرولیتر 

در  30یواسرشزتگ د. بزو  پیکومزول  35بزا الظزت    پرایمرها

، رانیززه 15و مززدت زمززان گزززراد سزززانتی درجززه 90دمززای 

درجززززه  13در دمززززای  پرایمرهززززا 30مرحلززززه اتصزززززال

در  31یرانیزه و مرحله گستردگ 15گزراد بزه مزدت سزانتی

دقیقزه انجزام شزد.     3گراد به مزدت  درجه سانتی 72دمای 

و از  (21) بزود  15 اهدر دستگ شدهانجام یهاکلیتعداد س

ی فوزوبزاکتریوم نوکلئزاتوم جداشزده از    هزا نمونهیکی از 

 عنوان کنترل م بت استفاده شد.دندان به

 

 DNA (16S rRNA) ةقطعک یر در ت شدهاستفاده یمرهایمشخصات پرا. 1 جدول
Table 3. Primers used for amplification of the DNA fragment (16S rRNA) 

Bacteria name Primer sequence PCR product size 

 
F. nucleatum 

27 Forward primer: 
5’- AGAGTTTGATCCTGGCTCAG-3’ 

1492 reverse primer: 
5’- GGTTACCTTGTTACGACTT-3’ 

 

 
1458 base pair 
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، PCRمحصزولات حاصزل از دسزتگاه     ،تیدرنها .1

 درصزد  0/5و با استفاده از بزافر  درصد  3 تل آگارز یرو

TBE37   الکتروفورز شدند و اندازه باندها در حضور لزدر

bp05 شد دأییت. 

 PCRتنوم، محصزولات   یابییانجام توال منظوربه .0

 یابیز یتوال انجام یبرا مرهایهمراه با حجم مشخص از پرا

 .ندشد فرستاده تهران نیتنوم شرکت به

 

 نتایج

 مزار یب 31 مار،یب 15از  شیب یکینیکل یهایابیپو از ارز

وارد مطالعه شدند کزه از   یدندان ودنتالیپر یهاپاکت یدارا

 یپزشکبه دانشکده دندان 3055تا مرداد ماه  3199بهمن ماه 

اصفهان مراجعزه کزرده بودنزد. االزد      یدانشگاه علوم پزشک

 قبزل  روز هفزت  یطز  مارانیب از کدامچیه. بودند مرد مارانیب

 بزه  مبزتلا  و بودنزد  نکزرده  مصزرا  کیز وتیبیآنتز  مراجعه از

 ایز تزر  بززرگ  پاکزت  عمزق  و ندنبود کیستمیس یهایماریب

 مطالعزه  بزه  واردشده زنان نیهمچن. داشتند متریلیم 0 یمساو

 مزاران، یشزده از ب گرفتزه  ةنمون 31 نی. سمو از بنبودند باردار

ظزززاهر  ،یعلزززت عزززدم تطزززابق شزززکل کلنزززنمونزززه بزززه 33

 یمولکزول  یهاو تست ییایمیوشیب یهاتست ،یکروسکوپیم

 از مطالعه خار  شدند. F. nucleatumبا 

 و یکروستتکوپیم یبررستت ،یکشتتت بتتاکتر .1

 شدهخالص یهایباکتر یبرا گرم یزیآمرنگ

مشزابه   یکلنز  یکه ازنظر شزکل ظزاهر   ییهانمونه

F. nucleatum گزرم بزه شزکل     یزیآمبودند و در رنگ

 کیز بار یخزالص بزا انتهزا    یگرم منف دهیکش یهالیباس

، 2، 3)نمونزه  است  F. nucleatum ۀژیکه و شدند دهید

 انجززززام یبززززرا گیززززری(در روش دوم نمونززززه 7، 1، 0

 ازهزا  نمونزه  ریسا و ندشد انتخاغ ییایمیوشیب یهاتست

کشززت و   تیزز از پل یاخززار  شززدند )نمونززه    مطالعززه 

( A, B-3 شزکل )در  F. nucleatumگزرم   یزیآمرنگ

 ت(.آورده شده اس

 ییایمیوشیب یهاتست .2

 یهززاتسززت 7، 1، 0، 2، 3ی هززانمونززه یتمززام یبززرا

هزا شزامل   تسزت  نیز . اندکننده انجام شددأییت ییایمیوشیب

 ن،یلیسز یپنز  ن،یسز ی)ونکوما یکیوتیز بیتست مقاومت آنت

نزد  بود مزاز ی(، تست اندول و تست لنیستیو کل نیسیکاناما

 . (0جدول )

 پاژیتست لالف. 

، اگ یولک آگزار  طیدر مح یباکتر کشتپو از 

 طیمحز  یهمزمان با عدم وجزود هالزه رو   یباکتر رشد

 طیمحز  در یمنفز  مزاز یل یباکتر کیحضور  ۀدهندنشان

 ۀ حضزور کننددأییت یهایژگیمورد از و نیاست که ا

F. nucleatum است ( شکلC-3.) 

 تست اندولب. 

 طیکززردن معززرا کززواکو بززه محزز  پززو از اضززافه 

 قسززمت در قرمززز حلقززه کیزز ،یبززاکتر یحززاو امآیاس

حضزور   ۀدهنزد نشزان  رنگ نی. اشد لیتشک طیمح ییبالا

 بزه  طیمحز  متوفانیتر هیتجز و یباکتر در متوفانازیتر میآنز

 معزرا  شزدن اضزافه  دنبزال بزه  کزه  اسزت  نیآلانز  و اندول

 رنزگ  دشده،یتول اندول با معرا نیا واکنش و کواکو

 تسزت  بزودن م بزت  ۀدکننزد أییت کزه  شودیم جادیا یقرمز

 (.D-1شکل) است F. nucleatum حضور و اندول

 یکیوتیبیمقاومت آنت یهاتستج. 

 یهزا رو سزاعته نمونزه   08کشت  تیپل یپو از بررس

 یهزززاچاهزززک یآگزززار حزززاو ایزززکشزززت کلمب طیمحززز

و  نیسزت یکل ن،یسز یکاناما ن،یسز یونکوما یهاکیوتیبیآنت

در متزر  سزانتی  2 یهاله عدم رشد بزا قطزر بزالا    ن،یلیسیپن
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 ،38نیسزززیکاناما کیزززوتیبیآنتززز یحزززاواطزززراا چاهزززک 

 در هالززه نیززا امززا ؛شززد مشززاهده 25نیلیسززیپنزز و 39نیسززتیکل

 وجزود  23نیسز یونکوما کیز وتیبیآنتز  یحاو چاهک اطراا

 یبزاکتر  حضزور  ۀدهندنشان جینتا نیا(. E-3شکل ) نداشت

F. nucleatum علززت کشززت اسززت کززه بززه    طیدر محزز

در اطززراا چاهززک آن رشززد  نیسززیونکومابززودن بززه مقززاوم

 و نیسززتیکل ن،یسز یبزودن بززه کاناما علزت حسززاس کزرده و بززه 

 نیزززا چاهزززک اطزززراا در رشزززد بزززه قزززادر نیلیسزززیپنززز

 .شودیم جادیا رشد عدم هاله واست  نبوده هاکیوتیبیآنت

 

 
 F. nucleatumخشک و نامنظم یارهیدا یهای. کلنFusobacterium nucleatumگرم  یزیآمو رنگ یسلول یمورفولوت. 3شکل 

 گرم است ) یزیآمشکل در رنگ یبلند، نازز و دوک یبا ظاهر یگرم منف یباکتر کی F. nucleatum. (A)آگار  ایکلمب تیپل یرو

,B×355است مازیبودن تست لیمنف ۀدهندنشان یباکتر یهای(. عدم وجود هاله شفاا در اطراا کلن (Cتتشک ،)طیمح یحلقه قرمز رو لی 

SIM است ندولیبودن تست ام بت ۀدهندنشان (D)  تیحساس ۀدهندنشان نیستیو کول نیلیسیپن ن،یسیکاناما کیوتیبیاطراا آنتو وجود هاله 

F. nucleatum نیسیونکوما کیوتیبیدر اطراا آنت هالهکه عدم وجود یدرحال ؛ها استکیوتیبیآنت نیرشد در اطراا ا عدم جهیو درنت 

 .نیستیکل :COL، نیسیوانکوما :VAN، نیلیسیپن :PCN، نیسیکاناما: KM (E). به آن است F. nucleatumمقاومت  ۀدهندنشان
Figure 1. Cell morphology and Gram staining of Fusobacterium nucleatum. Dry and irregular circular colonies of F. 

nucleatum on a Columbia agar plate (A). F. nucleatum is a Gram-negative bacterium with a long, thin and spindle-shaped 

appearance on Gram staining (B×100). The absence of a clear halo around the bacterial colonies indicates a negative lipase test 

(C), the formation of a red ring on the SIM medium indicates a positive indole test (D), and the presence of a halo around the 

antibiotics kanamycin, penicillin and colistin indicates the sensitivity of F. nucleatum and consequently the lack of growth 

around these antibiotics, while the absence of a halo around the antibiotic vancomycin indicates resistance of F. nucleatum to 

this antibiotic. (E) KM: Kanamycin, PCN: Penicillin, VAN: Vancomycin, COL: Colistin. 
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 ی جداشده از بیمارانهایباکتری بیوشیمیایی هایژگیو. 0جدول 
Table 4. Biochemical characteristics of bacteria isolated from patients 

 بیمار

 

 هاتست

3 2 1 0 0 1 7 8 9 35 33 32 31 
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* 

 

* 

 

* 

 

* 

 

* 

 

* 

 

 

* 

 

* 

  

* 

   

* 

 

 مولکولی   یهاتست .3

نمونززه  0تنززوم  ،PCRانجززام تسززت   یابتززدا بززرا  در

روش  بزززا ییایمیوشزززیشزززده بزززه روش بدأییت ییایزززباکتر

 پو .شد الظت نییاستخرا  و با نانودراپ تع جوشاندن،

 آن s31 قطعززه، شززدهاسززتخرا  DNA تیززفیک دأییززت از

 نیزی تع( 2شزکل  تل آگزارز )  یرو دأییز ت از پزو  و ریتک 

 یبرا DNA یتوال نییتع از حاصل جی. نتاشد جامنا یتوال

 شی، بNucleotide BLAST با استفاده از 0نمونه شماره 

نشزان داد   F. nucleatum را بزا   یدرصزد همسزان   80 از

 (.1شکل)

 

 
 آگارز تل یرو 0و  2، 3 یهانمونه s31تن  PCRالکتروفورز محصولات  جینتا. 2 کلش

Figure 2. Electrophoresis results of 16S rRNA gene PCR products from samples 1, 2 and 5 on agarose gel. 

 

 

bp 255   

bp 3055 

bp 055 
bp 3008 
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 با شدهخالص یباکتر تنوم یتوال شباهت زانیدن مکرمشخص برای NCBI داده گاهیحاصل از سکانو نمونه در پا یبلاست توال. 1شکل 

 F. nucleatum یباکتر
Figure 3. Sequence blast obtained from the sample sequence in the NCBI database to determine the degree of similarity of the 

purified bacterial genome sequence with F. nucleatum bacteria. 

 

 گیریبحث و نتیجه

و  ودنتزال یپر یماریب جادیدر ا F. nucleatum تیاهم

 لیدلیززل پتانسززهززا، بززهانززدام ریعفونززت در سززا نیهمچنزز

در  نقزش  ودنتزال، یپر عاتیدر ضزا  یفراوانز  ،یزی زایماریب

 لیآن در تشززک ییمخززتلط و توانززا  یهززاعفونززتایجززاد 

گرفتزه   رتوجزه قزرا   درخزور هزا  نتپزاتو  ریبا سزا  یتجمعات

که  شوندیزا میماریب یزمان ودنتالیپر یهایاست. باکتر

 یدنززدان لمیوفیززب کیززدر  هززاسززمیاز کززل ارگاندرصززد  3

ی هزا عفونزت در آنهزا   صیتشزخ جداسزازی و  امزا   ؛شوند

روش  یژگز یو و تیبزه حساسز   هزا عفونزت دندانی و سایر 

 ق،یز دق ییشناسا سازی وخالص دارد. یبستگ شدهاستفاده

ز یز هزا ن درمزان مناسزد عفونزت    یبرا ،یبندطبقه علاوه بر

ی مختلزف و  هزا یبزاکتر  تیحساسز  رایز ز ؛است یضرور

بززززه  یومفوزوبززززاکتر مختلززززف از یهززززاگونززززهحتززززی 

به همزین دلیزل،    .(37) متفاوت است اریها بسکیوتیبیآنت

دستیابی به روشزی بهینزه بزرای جداسزازی فوزوبزاکتریوم      

، میززان  آنهزا ی مختلف و علت هایماریبمنظور بررسی به

کردن زیرگونه و تعیین در بافت، مشخص حضور باکتری

نوع درمان بسیار حائز اهمیزت اسزت. در ایزن مطالعزه دو     

گیززززری مسززززتقیم و ایرمسززززتقیم بززززرای  روش نمونززززه

انزد. در روش  بررسی شزده  F. nucleatum سازیخالص

ی هزا پاکزت اول، نمونه بلافاصله پو از جداشزدن از  

قرار  تریمتیک سوی برا  پریودنتال در محیط انتقالی

داده شد و به آزمایشگاه، منتقل و در مدت کوتزاهی  

 به محیط تریمتیک سوی برا  نمونه از محیط انتقالی

 منتقل شد؛ اما ایزن روش در جداسزازی   کلمبیا آگار

F. nucleatum  در روش دوم، نمونززه  نبززود. کارآمزد

ی پریودنتززال هززاپاکززتبلافاصززله پززو از جداسززازی از  
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و  K1 حزاوی ویتزامین   آگزار  دندانی، روی محیط کلمبیا

هزوازی همزراه   هِمین کشت داده شد و سمو در جزار بزی  

هزوازی  منظور ایجزاد شزرایط بزی   به Aبا گاز پک نوع 

درجززه  17قززرار داده و در دمززای   هززایبززاکتربززرای 

روز انکوبزه شزد. ایزن روش در     2گراد به مدت سانتی

 رسزد یمز بزه نظزر    موفق بزود.  F. nucleatum جداسازی

 هزا یبزاکتر ناکارآمدی روش اول به این دلیزل اسزت کزه    

. در رندیگیمی در معرض هوا قرار تریطولانبرای مدت 

و  F O Nwaokorie ،2533همززین راسززتا در سززال  

-oroی هززاعفونززترا از  F. nucleatumهمکززارانش، 

facial      جدا کردند و بزاکتری را بزا کشزت مسزتقیم روی

و  Fusobacterium selective agarی هزا کشزت محزیط  

fastidious anaerobic agar  میکروگززرم بززر  0حززاوی

 0و  k1لیتر ویتزامین  میکروگرم بر میلی 3لیتر هِمین، میلی

درصززد خززون دفیبرینززه گوسززفندی و اسززتفاده از جززار     

 7هزوازی در طزول مزدت    ی برای ایجاد شرایط بیاشهیش

گززراد خززالص کردنززد درجززه سززانتی 17روز و در دمززای 

و همکززارانش در سززال  Jawad Abedهمچنززین  .(20)

سزرطانی   ، با جداسازی باکتری از حفره دهان و بافزت 2525

 مسزتقیم بزاکتری روی محزیط   و سزمو کشزت    کولورکتال

درصزد خزون دفیبرینزه گوسزفندی و      0کلمبیا آگزار حزاوی   

در سزال   .(30)آن را خالص کردنزد   هوازیایجاد شرایط بی

انجززام شزد کززه   Yaohui Gaoای توسززط نیزز مطالعزه   2523

منجززر بززه تقویززت پاسززخ  F. nucleatumنشززان داد حضززور 

بزه درمزان بزا     سزرطان کولورکتزال   درمانی بیمزاران مبزتلا بزه   

anti-PD-L1 ی اسزتاندارد هزا هیسزو . در این مطالعه شودیم 

F. nucleatum  0حززاوی  کلمبیززا آگززار را در محززیط 

لیتزر  میکروگزرم بزر میلزی    3لیتزر همِزین،   میکروگرم بزر میلزی  

عنزوان  درصد خزون دفیبرینزه گوسزفندی بزه     0و  k1ویتامین 

درجززه  17هززوازی و دمززای  مکمززل و ایجززاد شززرایط بززی  

 .(20)گراد کشت دادند سانتی

از  F. nucleatum یهززانمونززههمچنززین، بیشززتر 

متر میلی 1تر یا مساوی با با عمق پاکت بزرگبیماران 

هزوازی  بزا توجزه بزه بزی     رسزد یمز بزه نظزر    گرفته شد.

ی هززاپاکززت، هرچززه F. nucleatumاجبززاری بززودن  

باشززند، احتمززال وجززود بززاکتری بیشززتر  تززرقیززعمپریودنتززال 

کزه روی   2553که در یک مطالعه در سال طوری؛ بهشودیم

ی مزرتبط بزا بیمزاری پریودنتزال در     هزا یبزاکتر مکان حضور 

و همکزاران   Y. Noiriی پریودنتزال انسزان توسزط    هزا پاکت

و  F. nucleatumانجزززام شزززد، گززززارش شزززد کزززه     

Treponema denticola ویژه در ناحیه میانی و عمیزق  به

 .(21) اندگرفتهی پریودنتال قرار هاپاکت

ی هزا یباکتریکی از  F. nucleatum از سوی دیگر،

اصلی ایجادکنندۀ بوی بد دهزان اسزت؛ بزه همزین دلیزل،      

از آنهزا جزدا    F. nucleatum بیمارانی که در این مطالعزه 

-.P شد، االد مبتلا به هالیتوز بودند. در این راستا مطالعه

F. Liu  گزارش کردند تجمع 2531و همکاران در سال 

F. nucleatum  در حفره دهزان   هایباکترهمراه با برخی

شزود کزه ایزن ضزایعات     منجر بزه تشزکیل بیزوفیلم مزی    

در ایزن مطالعزه    .ددرنهایت عامل بوی بد دهزان هسزتن  

، پروتئین اصلی اشای خارجی FomAبیان شده است 

F. nucleatum  اتصززال و چسززبیدن سززایر   ، منجززر بززه

 Porphyromonas زای دهانی مانندهای بیماریباکتری

gingivalis  هززای بززه بیززوفیلم درحززال تشززکیل در پاکززت

 FomA. واکسززن هززالیتوزیو کززه  شززودیمززپریودنتززال 

طور چشمگیری افزایش ، بهدهدیمرا هدا قرار  باکتری

هزا، تولیزد ترکیبزات    گیری بیوفیلم، شکلهایباکترتجمع 

واسزطة  کزه بزه   کندیمو التهاغ ل ه را مختل  سولفور فرار

 P. gingivalis بزا   F. nucleatum یهاگونهتعامل بین 

http://dx.doi.org/%2010.22108/bjm.2023.139168.1562
http://dx.doi.org/%2010.22108/bjm.2023.139168.1562
https://www.frontiersin.org/people/u/438991
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 FomA F. nucleatum دهزد یمکه نشان  شودیمایجاد 

یزا داروهزا علیزه     هزا واکسنیک هدا بالقوه برای توسعه 

زایزی مزرتبط بزا آن    تشکیل بیزوفیلم باکتریزایی و بیمزاری   

این نتایج حاکی از اهمیت دو عامل بزوی بزد    .(27)است 

ی پریودنتزال در انتخزاغ بیمزاران    هزا پاکزت دهان و عمق 

 است. F.nucleatumهدا برای جداسازی 

هززا، بززا سززازی بززاکتریپززو از جداسززازی و خززالص 

هززای آزمززایشبررسززی ماکروسززکوپی و میکروسززکوپی، 

هزای  بیوشیمیایی شامل تست ایندول، تولیزد لیمزاز، تسزت   

های مولکزولی  بیوتیکی و همچنین آزمایشمقاومت آنتی

را  F. nucleatumو تعیزین تزوالی، وجزود     PCR شزامل 

 F Oتزوان بزه مطالعزه    رابزت کزردیم. در ایزن راسزتا مزی     

Nwaokorie های اشاره کرد که گونهF. nucleatum  از

 هانمونهمطالعه شدند.  oro-facialهای با عفونت بیمارانی

براسززززاس مورفولززززوتی، مشززززاهده میکروسززززکوپی و  

آمیزی گرم، تولید لیماز، حساسزیت بزه کانامایسزین،    رنگ

و مقاومت به ونکومایسین مشزخص   سیلین و کلیستینپنی

ی جداشده بزا اسزتفاده   هایباکترشدند؛ درنهایت، هویت 

  .(20)تأیید شد  PCR از آنالیز

 .F هزوازی بزرای  ایجاد شرایط بی رسدیمبه نظر 

nucleatum   هززوازی بززا اسززتفاده از گززاز پززک و جززار بززی

بزرداری از اهمیزت بزالایی برخزوردار     بلافاصله پو از نمونزه 

 و ونکومایسززین هززایبیوتیززکآنتززیباشززد. همچنززین  

 تواننزد یم K1 ی همِین و ویتامینهامکملو  نورفلوکساسین

انتخزابی   F. nucleatum را بزرای  کلمبیا آگار محیط کشت

 08و انززی کننززد و باعززب رشززد بهتززر بززاکتری شززوند. زمززان 

گزراد بزرای انکوباسزیون نیزز     درجه سانتی 17ساعت و دمای 

کننزده اسزت. همچنزین    کمزک  F. nucleatumبزرای رشزد   

ی پریودنتال و بوی بد دهان از عوامل مهزم در  هاپاکتعمق 

ی دنزدانی هسزتند.   هزا نمونزه از  F. nucleatum دسزتیابی بزه  

علاوه بر موارد ذکرشده، از آنجایی کزه میکروبیوتزای روده   

تزأریر عوامزل محیطزی ماننزد منطقزه جغرافیزایی و نزوع        تحت

در  F. nucleatum نقززش ، مطالعززهردیززگیمززتغذیززه قززرار 

جزای  ی بزومی بزه  هزا هیسو ی مختلف با استفاده ازهایماریب

ی را تززریواقعززی اسززتاندارد، نتززایج هززاهیسززواسززتفاده از 

. همچنززین دسترسززی سززخت بززه سززویه کنززدیمززمززنعکو 

ی بزومی  هزا هیسواستاندارد این باکتری اهمیت استفاده از 

و  هزا روش. در این مقالزه، مزا بزا بررسزی     کندیمرا بیشتر 

ی مختلف جداسازی و کشت، ایجاد تغییزرات در  هاکیتکن

کننزده بزه   ها و مواد مغزذی کمزک  بیوتیکنوع و میزان آنتی

رشد باکتری، تغییزر در زمزان انکوباسزیون و تغییزر در تعزداد      

سازی ایزن بزاکتری، توانسزتیم بزه یزک      برای خالص پاساتها

سزازی فوزوبزاکتریوم نوکلئزاتوم از    خزالص روش بهینه برای 

ی پریودنتزال عمیزق دسزت    هزا پاکتی دارای هادندانریشه 

سازی بزاکتری و بررسزی نقزش    ی برای خالصانهیزمیابیم تا 

ی مختلزف طزی مطالعزات    هایماریبآن در ایجاد و پیشرفت 

 آینده فراهم شود.
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1 Periodontal disease 
2 Etiology 
3 Bridge-bacterium 
4 Colorectal cancer 
5 Fusobacterium adhesin 2 
6 Fusobacterium autotrasporter protein 2 
7 B-catenin 
8 Paper point 
9 Trypticase soy broth 
10 Sulfide Indol Motility 
11 Egg Yolk Agar 

 
12 Boiling 
13 Brain Heart Infusion Broth 
14 Denaturation 
15 Annealing 
16 Extension 
17 Tris-borate-EDTA 
18 Kanamycin 
19 Colistin 
20 Penicilin 
21 Vancomycin 
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