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چکیده

 یک کوکسی گرم مثبت و خوشه اي می باشد که از پوست، ادرار و نمونه هاي بالینی                    استافیلوکوکوس سیمولانس   :سابقه و هدف  

این پژوهش با هدف جداسازي و شناسایی باکتري             .  انسان و حیوان به ویژه عفونت پستان گاوي جداسازي شده است                 

 تولید کننده لیزواستافین، از ورم پستان گاوي و نیز معرفی آن به عنوان یک عامل درمانی جدید در                       استافیلوکوکوس سیمولانس 

. انجام شده استاستافیلوکوکیدرمان عفونت هاي 

توصیفی بر روي نمونه هاي جمع آوري شده از پستان گاوهاي مبتلا به عفونت               -این پژوهش به صورت مقطعی      :مواد و روش ها    

.  جاده چشمه علی دامغان، استان سمنان انجام گرفت        6پستان در گاوداري مرکز علمی و کاربردي جهاد کشاورزي واقع در کیلومتر            

پس از  .  نمونه ها پس از کشت بر روي محیط نوترینت آگار با رنگ آمیزي گرم و آزمون هاي بیوشیمیایی مورد بررسی قرار گرفتند                

، به منظور شناسایی دقیق باکتري و بررسی وجود ژن              استافیلوکوکوس سیمولانس  از نمونه هاي مشکوك به         DNAاستخراج  

.  و تعیین توالی استفاده گردیدPCRلیزواستافین در سویه از روش 

استافیلوکوکوس  کوکسی گرم مثبت خوشه اي جداشده از نمونه هاي ورم پستان گاوي، یک مورد باکتري                   61از مجموع     :یافته ها 

. باکتري نیز صحت جداسازي را تأیید نمود16S rRNAتعیین توالی قطعه .  شناسایی گردیدسیمولانس

 از ورم پستان گاوي در ایران و نیز کارایی            استافیلوکوکوس سیمولانس با توجه به اولین گزارش جداسازي باکتري           :نتیجه گیري 

بالقوه لیزواستافین تولید شده توسط باکتري، می توان از این ترکیب در درمان عفونت هاي باکتریایی مقاوم به آنتی بیوتیک استفاده                      

.نمود

.16S rRNAلیزواستافین، ورم پستان گاوي، ، استافیلوکوکوس سیمولانس :واژگان کلیدي

91 دي ماه:  پذیرش براي چاپ 91 آبان ماه :دریافت مقاله

مقدمه     

 Staphylococcus(استافیلوکوکوس سیمولانس        باکتري    

simulans(            یک کوکسی گرم مثبت خوشه اي، غیر متحرك و 

فاقد اسپور می باشد که در پوست، ادرار و نمونه هاي بالینی              

بیووار استافیلولیتیکوس این    ).  1(انسان و حیوان وجود دارد        

باکتري، قادر به تولید یک اندوپپتیداز خارج سلولی به نام                

این آنزیم موجب    .  می باشد )  لیزواستافین(گلایسیل گلایسین    

هیدرولیز پل هاي متقاطع پپتیدوگلیکان دیواره سلولی دیگر             

) S. aureus(استافیلوکوکوس اورئوس    به ویژه    استافیلوکوك ها 

با توجه به افزایش مقاومت و کاهش اثر                          ).  2-4(می گردد    
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، استافیلوکوکیآنتی بیوتیک هاي رایج در درمان عفونت هاي           

مطالعات تحقیقاتی بر روي ارزیابی لیزواستافین به عنوان یک           

عامل درمانی نوین براي عفونت هاي استافیلوکوکی در حال            

هدف از این پژوهش جداسازي و           ).  5-7(انجام است     

 تولید کننده     استافیلوکوکوس سیمولانس  شناسایی باکتري     

لیزواستافین، از ورم پستان گاوي و نیز معرفی این باکتري به              

عنوان عامل درمانی جدید در درمان عفونت هاي                     

.استافیلوکوکی به منظور انجام مطالعات بیشتر بود

ها    مواد و روش          

توصیفی نمونه  –در این مطالعه مقطعی     :  نمونه گیري )  الف

گیري از گاوداري مرکز علمی کاربردي جهاد کشاورزي واقع           

 جاده چشمه علی دامغان در استان سمنان انجام          6در کیلومتر   

تمامی گاوهاي مورد بررسی در این پژوهش مبتلا به           .  گرفت

در ابتدا با استفاده از سوآب        ).  8(بیماري ورم پستان بودند       

استریل آغشته به سرم فیزیولوژي، از چندین ناحیه پستان              

شامل نوك، پوست و شیر پستان عفونی نمونه گیري به عمل             

سپس نمونه ها بر روي محیط نوترینت آگار کشت و در            .  آمد

 ساعت گرماگذاري   24 درجه سانتی گراد به مدت         37دماي  

.شدند

 به منظور خالص سازي      :غربال گري سویه هاي باکتري     )  ب

کلنی هاي رشد یافته بر روي محیط نوترینت آگار، باکتري ها            

 درجه   37مجدداً بر روي محیط یاد شده کشت و در دماي               

باکتري هاي  .   ساعت گرماگذاري شدند   24سانتی گراد به مدت  

رشد یافته به کمک آزمون هاي بیوشیمیایی عمومی و                  

اختصاصی، مطابق با روش استاندارد مورد بررسی قرار گرفتند          

همچنین کلنی هاي ایجاد شده از نظر شکل، رنگ، بو،             ).  1(

در ادامه به منظور غربال گري         .قوام و اندازه ارزیابی گردیدند    

کوکسی هاي گرم مثبت خوشه اي و اطمینان از خلوص آنها،             

. رنگ آمیزي گرم از نمونه ها تهیه شد

 پس از غربال گري کوکسی هاي        :جداسازي باکتري هدف  )  ج

 استافیلوکوك ها گرم مثبت خوشه اي، بر اساس جدول افتراقی         

براي هر یک از آنها آزمون هاي کاتالاز، اکسیداز، کوآگولاز،             

، آزمون حساسیت به آنتی بیوتیک هاي        DNaseاحیاي نیترات،   

، و اوره آز با روش هاي       B  ،ONPGنووبیوسین و پلی میکسین     

پس از انجام آزمون هاي            ).1(استاندارد به عمل آمد          

مورفولوژیکی و فیزیولوژیکی، در مرحله بعد از آزمون هاي             

.بیوشیمیایی استفاده گردید

) Kado( باکتري مطابق با روش کادو       DNA:  DNAاستخراج  )  د

). 9( با اندکی تغییرات انجام گرفت        1981در سال   )  Liu(و لیو   

 میلی لیتر از کشت تازه باکتري، به              2پس از میکروفیوژ      

  I میکرولیتر محلول        150رسوب سلولی حاصل              

)Tris-Acetate 40 mM , Sodium EDTA  2 mM , pH 7.9  ( و

 ІІ)  50 mM , SDS 3% , pH 12.6 میکرولیتر محلول       200

Tris  (    اضافه گردید)900سپس باکتري هاي لیز شده با          ).  9 

با افزودن  .  کلروفرم عصاره گیري شدند   -میکرولیتر محلول فنل  

پس از شستشو   .   از فاز آبی رسوب داده شد      DNAایزوپروپانل،  

.  میکرولیتر آب مقطر حل گردید      50 ژنومی در    DNAبا اتانل،   

 درصد به   1 استخراج شده بر روي ژل آگاروز        DNAدر نهایت،   

). 10( ولت الکتروفورز شد 80 دقیقه در 40مدت 

ناحیه       در این مطالعه به منظور تکثیر          :  16S rRNAژن PCR )ه

16S rRNA                                                                   باکتري هدف از پرایمرهاي

و )     'F: 5'-TACCTTGTTACGACTTCA-3( عمومی                 

R: 5'-GTTTGATCCTGGCTCAG-3')     (                   استفاده گردید   .

 نانوگرم در                 10:      میکرولیتر شامل                   25 با حجم نهایی                        PCRواکنش     

  0/2 میکرومولار از هر پرایمر،                                            0/4 الگو،              DNAمیکرولیتر             

 میکرولیتر بافر                     MgCl2     ،2/5 میکرومولار                dNTP      ،2میکرومولار         

PCR        واحد آنزیم                     1 و Taq DNA Polymerase                انجام گردید      .

 در دستگاه ترموسایکلر                                             PCRدر ادامه واکنش                                        

 )Thermal Cycler PeQLab Primus 25-United Kingdom     (    با

  94 دقیقه واسرشت شدن ابتدایی در دماي                                                         5شرایط دمایی                   

 چرخه شامل واسرشت شدن                                 35درجه سانتی گراد و در ادامه                                          

 دقیقه، اتصال در                          1 درجه سانتی گراد به مدت                                           94در دماي               

 ثانیه، طویل شدن در                               30 درجه سانتی گراد به مدت                                       45دماي        

 ثانیه و در نهایت طویل                                  90 درجه سانتی گراد به مدت                                     72دماي        

 دقیقه          5 درجه سانتی گراد به مدت                                         72شدن نهایی در دماي                             
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 درصد واجد                1 به ژل آگاروز                       PCRدر نهایت محصول                      .   انجام شد          

 ولت        80 ساعت در ولتاژ                            1اتیدیوم برماید منتقل و به مدت                                                 

).  10( الکتروفورز گردید                  

 با استفاده از کیت                                PCR محصول              : PCRتخلیص محصول                   )     و 

Vivantis-Nucleic Acid Extraction Kit                           خالص سازي شد    .

محصول تخلیص شده براي توالی یابی به شرکت ژن فن آوران                                                                           

 )Genfanavaran, Iran   (           ارسال گردید   .

 از آنجایی که باکتري جداسازي شده در                                                   :  ژن لیزواستافین                    PCR) ز 

، تنها باکتري تولید                               ) استافیلوکوکوس سیمولانس                       ( این مطالعه                  

کننده آنزیم لیزواستافین می باشد، لذا در مرحله بعد به منظور                                                                                        

شناسایی دقیق باکتري و بررسی وجود لیزواستافین در سویه از                                                                                 

.    استفاده گردید              PCRروش     

 جفت          1359قطعه            ( به منظور تکثیر ژن لیزواستافین                                                             

از پرایمرهاي اختصاصی برگرفته از                                                                           )      بازي     

-'F: 5( ، شامل                                  ) NCBI )NC_013944.1 سایت                  

ATGGATGTTTCAAAAAAAGTAGCTGAAGT-3'     ( و

R: 5'-TCACTTTATAGTTCCCCAAAGAACACC-3') (

 دقیقاا        ً  PCRغلظت نهایی هر واکنش گر براي واکنش                                                 .     استفاده شد            

     PCRواکنش         .     مطابق با غلظت اشاره شده در واکنش فوق بود                                                            

-Thermal Cycler PeQLab Primus 25( در دستگاه ترموسایکلر                            

United Kingdom     (                          دقیقه واسرشت شدن                             5با شرایط دمایی 

 چرخه         35 درجه سانتی گراد و در ادامه                                                 94ابتدایی در دماي                         

  1 درجه سانتی گراد به مدت                                     94شامل واسرشت شدن در دماي                                   

 ثانیه،           30 درجه سانتی گراد به مدت                                     57/5دقیقه، اتصال در دماي                              

 ثانیه و              90 درجه سانتی گراد به مدت                                       72طویل شدن در دماي                            

 درجه سانتی گراد به                               72در نهایت طویل شدن نهایی در دماي                                                   

 به ژل آگاروز                     PCRدر نهایت محصول                      .      دقیقه انجام شد                     5مدت       

.  درصد واجد اتیدیوم برماید منتقل و الکتروفورز گردید                                                  1

یافته ها        

 از مجموع کلنی هاي بررسی شده با رنگ         :شناسایی باکتري )  الف

از .   کوکسی گرم مثبت خوشه اي شناسایی گردید       61آمیزي گرم،   

 پس  استافیلوکوکوس سیمولانس این میان تنها یک مورد باکتري        

از انجام آزمون هاي مورفولوژیکی، فیزیولوژیکی و بیوشیمیایی         

). 2 و 1جداول (جداسازي شد 

کوکسی خوشه ايفرم میکروسکوپی

مثبتنوع گرم

کلنی هاي گرد با حاشیه صاففرم کلنی ها

 میلی متر2 تا 1به طور متوسطقطر کلنی

سفید مایل به زردرنگ کلنی

 ساعت24 تا 16زمان رشد بهینه

مثبترشد در شرایط هوازي

مثبترشد در شرایط بی هوازي

S. simulansنتیجه آزمون هاي مورفولوژیکی و فیزیولوژیکی باکتري : 1جدول

نتایج آزمون هاي بیوشیمیایی به دست آمده از نمونه هاي ورم : 2جدول

پستان گاوي

تعداد نمونه جداسازي شدهآزمون هاي بیوشیمیایی

50کاتالاز مثبت

45اکسیداز منفی

36کوآگولاز منفی

29احیاي نیترات مثبت

DNase20 منفی

9حساسیت به نووبیوسین

B9 حساسیت به پلی میگسین

ONPG4 مثبت

1اوره آز مثبت

 استخراج شده از                       DNA الکتروفورز                 : DNAتأیید استخراج                   )     ب 

  DNAباکتري هدف، نشان دهنده ایجاد یک باند مشخص از                                                                  

 پلاسمیدي بود                  DNAژنومی به همراه یک باند احتمالی از                                                       

).  1شکل   ( 

 با  PCRالکتروفورز محصـول     :16S rRNA ژن  PCRتأیید  )  ج

 جفت بازي نشان دهنده تکثیر          1494ایجاد باند خالص      

).2شکل ( بود 16S rRNAصحیح ژن 

تعیین توالی  :  16S rRNAتوالی تعیین ترادف شده قطعه        )  د

استافیلوکوکوس  تکثیر یافته باکتري           16S rRNAقطعه   

).3شکل ( صحت جداسازي باکتري را تأیید نمود سیمولانس
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، PCR الکتروفورز محصول      : ژن لیزواستافین    PCRتأیید)  ه

 جفت  1359وجود ژن لیزواستافین را با ایجاد یک باند خالص          

).4شکل (بازي تأیید کرد 

بحث   

استافیلوکوکوس با وجود اینکه میزبان طبیعی باکتري                 

، اما امروزه این باکتري      )11( مشخص نمی باشد      سیمولانس

). 12(علاوه بر انسان در حیوانات نیز جداسازي شده است             

این باکتري در حیوانات باعث بروز بیماري هاي مختلفی چون          

التهاب (زخم هاي پوستی، ورم پستان گاوي، استئومیلیت             

 استخراج شده از باکتري       DNAتصویر الکتروفورز حاصل از        :  1شکل

S. simulans  .  سایز مارکر   )  1ستونkb plus  1   2، ستون  (DNA   ژنومی و 

DNAپلاسمیدي .

، عفونت هاي دندانی و  دستگاه هاي ثابت داخلی می          )استخوان

 در  استافیلوکوکوس سیمولانس اهمیت باکتري    ).  13(گردد  

تولید پپتیدهاي ضد میکروبی است که می تواند در درمان               

عفونت هاي باکتریایی مقاوم به آنتی بیوتیک نقش بسیار مهمی           

).  14(را ایفا نماید 

، موفق به   1975در سال   )  Schleifer(و شلیفر   )  Kloos(کلوس  

 از پوست سالم     استافیلوکوکوس سیمولانس جداسازي باکتري   

آنها گونه  .  افراد ساکن در کارولیناي شمالی و نیوجرسی شدند        

باکتري  16S rRNAتصویر الکتروفورز حاصل از تکثیر ژن              :  2شکل

S. simulans  .  سایز )  3کنترل منفی، ستون    )  2کنترل مثبت، ستون    )  1ستون

 جفت بازي نشان دهنده تکثیر صحیح       1494باند  )  4، ستون   kb plus  1مارکر  

.در باکتري هدف 16S rRNAژن 

.S. simulansباکتري  16S rRNAتوالی تعیین شده قطعه : 3شکل
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ها را بر اساس ویژگی هاي ریخت شناسی، فیزیولوژیکی،              

بیوشیمیایی و حساسیت آنتی بیوتیکی از یکدیگر متمایز               

). 12(نمودند 

) Sloan(و اسلوان    )  Robinson(، رابینسون    1982در سال    

 NRRL B-2628استافیلوکوکوس استافیلولیتیکوس   باکتري    

)staphylolyticus  (Staphylococcus          که بیوواري از

 می باشد را از پوست سالم افراد          استافیلوکوکوس سیمولانس 

و همکاران در سال     )  Burriel(باریل  ).  15(جداسازي کردند   

 را از شیر گوسفند       استافیلوکوکوس سیمولانس باکتري  1997

اما این باکتري در ناحیه       .  مبتلا به ورم پستان، جدا نمودند        

این ).  13(شناسایی نگردید   )  Teat(پوست پستان و نوك پستان    

مطالعه از نظر منبع جداسازي با پژوهش حاضر مغایرت دارد،           

، 1998در سال   .  اما از نظر اساس جداسازي یکسان می باشد        

و همکاران، در نمونه گیري گسترده از       )  Aarestrup(آرستراپ  

استافیلوکوکوس گاوهاي مبتلا به ورم پستان، چندین باکتري           

در این مطالعه، پس از     ).  16( را جداسازي نمودند     سیمولانس

جمع آوري نمونه ها، از روش ریبوتایپینگ با استفاده از آنزیم            

 براي شناسایی باکتري استفاده شد که از          EcoRIبرش دهنده   

نظر منبع جداسازي با مطالعه ما مطابقت                               

.داشت، اما از نظر اساس جداسازي مغایرت دارد

 مطالعه اي را با     2005و همکاران در سال     )  Casaburi(کازابوري  

هدف بررسی تکنولوژیکی سویه جدا شده از سوسیس به منظور           

یافتن استارتر مناسب در تولید سوسیس هاي خشک تخمیري            

این محققان موفق به جداسازي باکتري           ).  17(انجام دادند     

آنها .   از سوسیس هاي تخمیري شدند     استافیلوکوکوس سیمولانس 

در آزمون هاي بیوشیمیایی انجام شده، فعالیت احیاکنندگی              

نیترات، فعالیت پروتئولیتیکی و لیپولیتیکی باکتري را مورد               

در )  Taponen(و تاپونن   )  Pyorala(پیورالا  .  ارزیابی قرار دادند  

، مطالعه اي را به منظور بررسی  جنبه هاي عمومی              2008سال  

عفونت درون پستانی ایجاد شده با باکتري هاي کواگولاز منفی و           

آنها توانستند  .  ارزیابی اهمیت آنها در شیر حیوان انجام دادند           

 را از ورم پستان گاوي           استافیلوکوکوس سیمولانس  باکتري   

با استناد به این مطالعه، باکتري                 .  جداسازي نمایند   

 یکی از رایج ترین گونه هاي              استافیلوکوکوس سیمولانس  

کواگولاز منفی جدا شده از نمونه هاي ورم پستان گاوي می                

ما نیز در این پژوهش گاوهاي مبتلا به ورم پستان را            ).  18(باشد  

  استافیلوکوکوس سیمولانس  انتخاب و موفق به جداسازي باکتري     

.از این نمونه ها شدیم

نتیجه گیري            

 در تولید               استافیلوکوکوس سیمولانس                       با توجه به توانایی باکتري                                       

لیزواستافین به عنوان یک عامل ضد میکروبی جدید و نیز اولین                                                                                

در ایران، پیشنهاد می گردد که در                                                 گزارش جداسازي این باکتري                              

پژوهش هاي بعدي جنبه هاي مطالعاتی دیگري مانند جداسازي                                                                        

سویه هاي بومی بیشتر، بررسی تولید لیزواستافین باکتري و                                                                                   

انتخاب بهترین سویه تولید کننده لیزواستافین،                                                                                             

کلون سازي و بیان آنها در میزبان هاي مهندسی شده برتر مورد                                                                                    

.   بررسی قرار گیرد               

تشکر و قدردانی              

نویسنـدگـان ایــن مقـالـه از تمـامـی کــارکنـان و مسئـولیــن                                                              

تصویر الکتروفورز حاصل از تکثیر ژن لیزواستافین در باکتري              :  4شکل

S. simulans  .  سایز )  3کنترل منفی، ستون    )  2کنترل مثبت، ستون    )  1ستون

 جفت بازي نشان دهنده تکثیر صحیح       1359باند  ) 4، ستون kb plus 1مارکر  

.ژن لیزواستافین
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آزمایشگـاه هاي دانشکده علوم پایه دانشگاه آزاد اسلامی                                                                             

واحد دامغان به دلیل همکاري صمیمانه در اجراي این                                                                               

. پژوهش کمال امتنان را دارند                          
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Abstract

Background and Objectives:  S. simulans is a gram-positive cocci that can be isolated  from skin 

and urine, as well as some clinical samples in human and animals, such as bovine mastitis. The 

present study was aimed to isolate and identify S. simulans, a lysostaphin-producing organism, 

from bovine mastitis and to test therapeutic property of this species against the staphylococcal 

infections. 

Materials and Methods: This cross- sectional study was done on the collected samples from breast 

of the cows afflicted to mastitis in Damghan, Semnan Province. The samples were cultured on 

nutrient agar and were examined based on Gram staining and biochemical tests. Then, the 

genomic DNA of the samples suspected for S. simulans were extracted. The accurate 

identification of the bacteria and tracking of lysostaphin gene were evaluated by using PCR and 

sequencing. 

Results: One out of 61 gram-positive isolated cocci from bovine mastitis samples was detected as 

S. simulans. This result was verified using 16S rRNA sequencing.  

Conclusion: This study is the first report of isolation of S. simulans, a lysostsphin-producing 

organism, from bovine mastitis. This species is potentially useful for extraction of lysostsphin 

which is applied for treatment of the infections caused by antibiotic resistance bacteria.                                                                                                                                    
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