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( استرپتوکوکوس  Spb1و  CspA،CspBهای ) بررسی مولکولی ژن

اکوئی جدا شده از نمونه های تنفسی اسب های مبتلا به عفونت حاد 

  تنفسی به روش مولتی پلکس پی سی آر

 
 2ی، احسان استبرق2*رخواهی، بابک خ2یسبدان ی ،  محمد مزروع1یمند یزاده م ی شمس یعل

 

 چکیده

  ی در اسب است که با عفونتها  زایمار یپاتوژن مهم ب  کی  یاسترپتوکوکوس اکوئ

  ی مولکول  یبررس  قیباشد. هدف این تحق  ی م  انیدر ماد  یو رحم  ی دستگاه تنفس

)  های ژن  ییشناسا اکوئSpb1و    CspA،CspBحدت  جدا    ی( استرپتوکوکوس 

  ی به روش مولت  یمبتلا به عفونت حاد تنفس  اسبهای  یتنفس  یشده از نمونه ها

پ توص  مطالعه.  بود  Multiplex-PCRآر    ی س  یپلکس  -یفیحاضربه صورت 

ب  یمقطع  از  تنفس  یاسبها  ن یبود،  عفونت  به  درگ  یفوقان  یمبتلا  به    ی ریبا 

به    صییتشخ  یشد. بلافاصله جهت آزمونها  یجمع آور  یاسترپتوکوکوس اکوئ

گوسفند منتقل    10خون%  یبلادآگار حاو  ه یکشت پا  طیو مح  هیکشت اول  طیمح

روMultiplex-PCR   واکنش شدند. استرپتوکوکوس   هیجدا  40تمام    ی بر 

ژنها  یاکوئ انجام شد. وجود  اسبها  از  در    Spb1و    CspA ،CspB  یجدا شده 

روش    یها  هیجدا با  مطالعه  ژنها  Multiplex-PCRتحت  شد.   یمشاهده 

CspA    وCspB  ژن    ی( حضور داشت ول%100)  ها هیجدا  یدر تمامSpb1   در

جدا  کی  چیه استرپتوکوکوس   ی کیوت یب  یآنت  مقاومت  .نشد  افتیها    هیاز  در 

افزا  یاکوئ حال  وضع   شیدر  و  بوده  داروها  تیروزافزون  به    ی نسبت 

%   5)ن یلیس  ی% مقاومت(، پن  5/12)ن یسی% مقاومت(، استرپتوما  35)  نیکل یتتراسا

ار شد.  5/7)ن یسیترومایمقاومت(،  مشاهده  مقاومت(  تحق %  حاضر    قیدر 

 الیاپتل  یو در سلولها  اکوئیدر استرپتوکوکوس    CspB,CspAدو ژن    ییشناسا

باکتر  یبافتها  یپوشش به  مولت  یآلوده  روش  شدن  یبا  مشاهده  مدپلکس    زان ی. 

 گریاز د شی، ب Spb1و CspB, CspAسه ژن  نیکه ا دهد یحضور ژنها نشان م

و و  حدت  در  حدت    یباکتر  رولانسیژنها  مهم  فاکتور  بعنوان  و  بوده  موثر 

 است. یماریب دیو تشد یماریب

 اسب  یعفونت تنفس ، یاسترپتوکوکوس اکوئ واژگان کلیدی:

 1402/ 12/ 26تاریخ پذیرش:      1402/ 10/ 25تاریخ دریافت:   

 

 مقدمه 

   یهای ازدسته باکتر یاسترپتوکوکوکوس جنس مهم  یهایباکتر 

 .    ران یواحد بافت، شهربابک، ا ، یدانشگاه آزاد اسلام ،یدانشکده دامپزشک  - 1

 babakkheirkhah@gmail.com.   ران یواحد بافت، شهربابک، ا یدانشگاه آزاد اسلام ،یدانشکده دامپزشک-*2

  ره یزنج  یاسترپتوس به معنا  یونانی  یگرم مثبت است. واژه  

بار   نیاول ی (. برا1است) یاسم باکتر  یژگ یو انگری ب یبه خوب

ب توسط  از    1874درسال    لروتیاسترپتوکوکوکوسها 

اگزودا عفونتها  یترشحات  و  جداساز  یبادسرخ    ی زخم 

استرپتوکوکوکوس زنج  های¬شد.  در  طر  رهیموجود   قیاز 

  ی ناش  یماری(. ب2به هم متصل می شوند)  لیسلو   نیب   یپلها

اکوئ استرپتوکوکوس  سال Streptococcus equi   یاز  در 

فرد  1251 عنوان   Jordanus Ruffusبنام    یتوسط  به 

باکتر  یماریب عامل  اگرچه  گزارش شد.  اسبها    ی خفه شدن 

اکوئ اکوئ  ریز  یاسترپتوکوکوس  از    یکیاست،    یگونه 

عفون  نیتر  نهیپرهز جه  یعوامل  عفونت    اندر  و  بوده 

تنفس دارد)  ی فوقان  یدستگاه  بدنبال     (. 3را 

 (Strangles) ل  استرانگ  یماری عامل ب  یاکوئ ÷استرپتوکوکوس

اسب د زواپر  استرپتوکوکوس  و      کوس یدمیها 

Streptococcus   zooepidemicus    موجب عفونت در اغلب

اسب  مانند  گوسالهپستانداران  و  ساها  و  گوسفندان  و    ر یها 

وجوددارد که    طیدر مح  ی. عوامل مختلفشودیموجودات م

ا که  ی)پنومونیتنفس  یتهاعفون  جادیسبب  شده  اسب  در   )

وجود دارد و    یباور عموم  کیمهم در نظر گرفته شود.    دیبا

  ش یو افزا  طیمح  یاغلب با کاهش دما  یماریکه ب  نست یآن ا

  ی ماریرطوبت همراه است. اگرچه عموماً مشخص شده که ب
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آب و    طی از سال و تحت شرا  یمشخص  یدرزمان ها  یتنفس

م  یخاص  ییهوا ها  راًیاخ دهد،    یرخ  صورت    ییتلاش 

(. رابطه 4و مشخص گردد)  یآن بدقت بررس  لیگرفته تا دل

  رات ی تاث  لیبه دل  یاحتمالا تا حد  یتنفس  یماریفصل و ب   نیب

نگهدار  یتیریمد فاصله    یبخصوص  و  مجاورت  در  اسبها 

با   نت  گریکدیکم  در  که  شکل  جهیاست  انتقال    ی ریگ به  و 

م کمک  تنفسکندیعفونت  مشکل  اغلب  افت    کی  با   ی. 

در    یناگهان است.    72تا    24دما  همراه  ابتلا  از  قبل  ساعت 

اسب   یپنومون کره  بسدر  در    یجد  اریها  اغلب  و  است 

سن  ی هاکره در    نیتا  است.  کشنده  ماه  هشت  حدود 

را  یهااسب    ی باکتر  یپنومون  لیدل  نیترجیبالغ، 

زواپ ول   کوسیدمیاسترپتوکوکوس  کره  یاست،    یهادر 

را باکتر  نیترجیجوان،  استرپتوکوکوس    ییایعلت 

اکوئ  کوسیدمیزواپ رودوکوکوس  همراه  ب  یبه    ی ماریباعث 

 (.  5است) رداریو واگ ریگکه همه شوندیم یو سخت دیشد

عفونت   یبرخ  ییای باکتر  یپنومون دنبال  به   یهااوقات 

زا که باعث کاهش  تنش  یها حادثه  ای  یروسی و  ای  ییایباکتر 

م  شوندیم   ه یر  یعیطب  یدفاع  سمیمکان کند.   یبروز 

فارنژ عامل  سا  ت ی استرپتوکوکوسها  و    ر ی)گلودرد( 

استرپتوکوک   یهاعفونت  مشابه  زا  است.    Aگروه    ی هاتب 

ترشح  یآنت اگزوتوکسSSAاسترپتوکوک   یژن  شامل  که    ن ی، 

از   استرپتوکوکوس  زا  دA-C  (SPE-A)تب  دسته    ی گریو 

  ن یاست که چند  نیاست. اعتقاد بر ا  یترشح  J-تا    G-شامل  

آلل استرپتوکوکوس    کیتوژنیم   Z  ن یاگزوتوکس  یگونه 

(SMEZ)  ی حدت در برخ  یبه عنوان فاکتورها  ینقش مهم  

ا تب زا   نیدو اگزوتوکس  راًی کنند. اخ  یم  فایا  هایماریب  نیاز 

باکتر اکوئ   یدر    SePE-Iو    SePE-H  یاسترپتوکوکوس 

و    SPE-Hمشابه    باًیتقر  یترشح   سموم(.   6شدند)  ییشناسا

SPE-I  ترت به  و  هستند  استرپتوکوکوس   SPE-Hدر    ب یدر 

 د یاس  کیفقط با  SPE-Iو در سم     (aa)  نهیآم  دیاس  3فقط با  

از گروه    یاسترپتوکوکوس اکوئ  یمتفاوت هستند. باکتر  نهیآم

C  بند  لدیلانسف بعنوان    یطبقه  که    ک ی استرپتوکوکهاست 

ب  تنفس  یمسر  یالتهاب  یماریعامل  غدد    یفوقان  یدستگاه  و 

شده   یی شناسا ی ها نمونه(. 7شود) یم  دهیدر اسب د یلنفاو

زواپ استرپتوکوکوس  ژنوم  و  عفونت  موارد    کوس یدمیدر 

(SEZ)  شده که    افت ی  نیتوکس  دیحدت و تول   یمناطق ژنوم

دل ژنوم  لیبه  ژن  ا ی  ی جهش  است.    یحذف  شده  مشاهده 

برا   PCRبر    ی مبتن  شیآزما  نیاول   ی باکتر  یکه 

  ه یکه در ناح  ردیگ   یصورت م  (SEE)یاسترپتوکوکوس اکوئ

دهد. در گذشته تصور    یرا مورد هدف قرار م  SeM  ژن  '5

  ر ییبصورت محافظت شده و بدون تغ   SeMشد که ژن    یم

و    نگ یساترن بلات  کیکه با تکن  یبراساس شواهد  یاست ول

آنز کمک  نشان    HindIIمحدودالاثر    میبه  و  گرفته  صورت 

ا در  جهش  که  ا  ز ین  هیناح  نیداد  است.  داده    نگونه یرخ 

ژ  راتییتغ تشخ  ینومو حذف  پ  یم  صیدر   یامدهایتواند 

برا  یانباریز ب  یرا  داشته   یعفون  یها یماریکنترل  بدنبال  را 

 دادیرو  کی(به عنوان    φ  یباشد. انتقال ژن با واسطه فاژ )ف

گ ب  رولانسیو  یریمهم در شکل  کلونال  باکتر  شتری و    ی در 

اکوئ استرپتوکوکوس    (SEE)یاسترپتوکوکوس  نوع  به  نسب 

 (.8باشد) یقابل مشاهده م کوسیدمیزواپ

نگهدار  یتیریمد  اقدامات ا  یدر  و    ی نکات  نیچن  نیاسبها 

از    ماریب  یدرمان و جداکردن دامها   یها  نه یباعث کاهش هز

  وع ی (. امروزه با توجه به ش9است)  ت ی حائز اهم  اری سالم بس

در    یاسترپتوکوکوس  یعفونتها  یریو سرعت همه گ  یماریب

به امر   ی ادیپژوهش کمک ز ن یحاصل از ا ج یاسبها و نتا نیب

افزا  صیتشخ شناسا  شیو  ناقل    ماریب  یاسبها  ییسرعت  و 

خواه دست  کرمان  منطقه  ا  .افت ی  می در  مطالعه   نیدر 

باکتر   یژنها  ییشناسا  یقیتحق   ژه یبو  یحدت 

اکوئ کنترل،   یمهم  اریبس  رات یتاث  یاسترپتوکوکوس  در 

درمان عفونتها  صیتشخ ا  یاسبها  یتنفس  یو   یم  فایمنطقه 

نها تحق  ییکند. هدف    یی شناسا   یمولکول  یبررس  قیمطالعه 

استرپتوکوکوس    (Spb1و    CspA  ،CspB)حدت    های  ژن
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ها  شدهجدا    یاکوئ نمونه  به    های  اسب   یتنفس  ی از  مبتلا 

تنفس حاد  مولت  ی عفونت  روش  پ  یبه  آر    یس  ی پلکس 

Multiplex-PCR  .بود 

 کار مواد و روش 

انجام شد. جامعه   یمقطع-یفیمطالعه حاضر به صورت توص

 یفوقتتان یمبتلا به عفونتتت تنفستت   یتمام اسبها  نیاز ب  یآمار

 یهایمتتورد( در استتبدار  40)  یاز استرپتوکوکوس اکوئ  یناش

 باشد.  یاستان کرمان م

 40از    ی: نمونتته بتتردار  شگاهیو انتقال به آزما  یبردار  نمونه

 نتتهیپتتس از معا  ،یبه طور تصادف  هایاسبدار  ماریراس اسب ب

از   ینامتته کتبتت   ت یتوسط دامپزشک متخصص و با اخذ رضا

بتته   یدو هفتتته منتهتت   یانتخاب شدند کتته طتت   وانیصاحب ح

مصتترف نکتترده باشتتند. نمونتته   کیتت وتیب  یمطالعه حاضر آنت

 متتارانیب  یتنفستت   یمحل عفونت موجود در مجار  از  یبردار

جداگانتته  لیاستتتر یهتتا وبیانجام شد. انتقال نمونه ها در ت

بتته جهتتت   صییتشخ  یمورد استفاده قرارگرفت. آزمونها  یا

 یبلنتتد پلتت   لیستتواا استتتر  کیتت با استفاده از    ینمونه بردار

=  ینتت ی)ب یفوقتتان یتنفستت  یاز مجتترا یریتت نمونتته گ  لیتت آکر

کشتتت   طیگرفت و بلافاصله به محتت   رتاسب( صو   نیمنخر

انتقتتال داده  (SBA)خون  یآلمان ( حاو -)مرک  هیپا ای  هیاول

آنها انجتتام گرفتتت.   یبررو  یائیمیوشیب  یلیتکم  یشد.تستها

 نتتت یکشت بتتلاد آگتتار و  نوتر  یها  طیمح  ینمونه ها بررو

 یصتت یتشخ یهتتا  شیمنتقل شدند وآزمتتا  شگاهیبراث به آزما

 (.10گرفت)  رتآنها صو  یبر رو  یدییوتا

استتترپتوکوکوس   یهتتا  هیسو   دیو تائ  ییایمیوشیب  یها  تست 

آلمتتان(   -)مرک   هیپا  ای  هیکشت اول  طیشده : مح  یجمع آور

ختتون   10%  یکشتتت حتتاو  طیمحتت   نیا  (SBA)خون    یحاو

مورد استفاده قتترار   لیدل  نیگوسفند بود. )خون گوسفند به ا

متتواد ضتتد  یخون انسان دارا  یکشت حاو  طیگرفت که مح

 یبتتاکتر عیرفتتتن ستتر نیاز بتت  اعتتث استتت و ب یکروبتت یم

 48کشتتت بتته متتدت   طی(. محتت 11شود)  یاسترپتوکوکوس م

 8-10گراد در حضور    یدرجه سانت  36-37  یساعت در دما

 هتتای¬یشد. مرحله بعد از کلنتت   یکربن نگهدار  دیاکس  ی%د

از نتتوع  نتتانیگرم و پتتس از اطم  یزیابتدا رنگ آم  افتهیرشد  

 ی( از کلنتت مثبتتت گرم    ی)کوکس  یو شکل باکتر  یزیرنگ آم

 یشتتد. بتته کمتتک بررستت   هیتت ته  هیتت مورد نظر پاساژ ثانو   یها

مشخصتتات   ریو ستتا  زینوع همول  ،یقندها، اندازه کلن  ریتخم

 شد. یبررس  یباکتر

خالص صتتورت گرفتتت و   یکلن  یکاتالاز رو  شیآزما  سپس

 یجداستتاز  یگرم مثبتتت و کاتتتالاز منفتت   یکوکس  یها  یکلن

کرومتتوزومی از   DNAجهت استخراج    یشدند. کشت باکتر

 استفاده شد.  Meat Cookedکشت   طیمح

 30 یساعت در دمتتا24کشت به مدت  طیاز کشت، مح  پس

 دیاکستت   ید  یدرصتتد  18گراد و تحتتت فشتتار    یدرجه سانت

استتتاندارد   یها  هیسو   دیی(. به منظور تا12کربن قرار گرفت)

و  CAMP ییایمیوشتت یب یاز تستتتها یاستتترپتوکوکوس اکتتوئ

و تستتت   یدیکل  یقندها  ریو تخم  میسد  پوراتیه  زیدرولیه

 صیتشتتخ  یگونه مثبت بوده و برا  نیدر ا  نیسیمالتوز و سال

 یتستتتها منفتت   ریاستفاده شتتد کتته ستتا  یاسترپتوکوکوس اکوئ

 یتیو ضتتد فاگوستت   یدیستتاکار  یبودند. جتتنس کپستتول پلتت 

و حدت   ییزایماریفاکتور ب  نیمهم تر  یاسترپتوکوکوس اکوئ

 کروسکوایم  ریدر ز  یلام و مشاهده باکتر  هیآن است. با ته

 گتتر،ید  یهتتا  یکشتتت بتته بتتاکتر  یاز عدم آلودگ   نانیو اطم

استتتفاده   یکرومتتوزوم  DNAجهت استتتخراج    ونیسوسپانس

 شد. 

 یبتتائر( : بتترا ی)کربتت  وژنیفید سکیبه روش د  وگرامیب  یآنت

شتتده  زیتت فر رهیاز کشت ذخ ، Working controlکشت  هیته

 کیتت کرده و آن را به مدت    حیتلق  بداریآگار ش  ای  ت یپل  یرو

انکوبه کرد.   د،یبدست آ  یکه رشد مناسب  یشبانه روز تا زمان

 یانتدرجتته ستت  28  یدر دمتتا  توانیرا م  بداریآگار ش  ای  ت یپل

کتترد و بعتتد  یهفته نگهدار  4اتاق تا مدت    یدر دما  ایگراد  

 یرا بررستت  هتتایکلن یاز هر پاساژ، خالص بودن و مورفولوژ
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بتتر   کیتت وتیب  یآنت  یهاسکیکشت تازه، د  هینمود. پس از ته

درجه   37  یرا در دما  ت یکشت منتقل شدندو پل  طیمح  یرو

چتترا    رنو   ریساعت ز  18  -24گراد، انکوبه و بعد از    یسانت

هاله عدم رشد را با ختتط کتتش   (. سپس قطر13شد)  یبررس

)   هاستتکیکرده و با توجه به جتتدول همتتراه د  یریاندازه گ 

(، نیستت یترومایار  ن،یلیستت   یپنتت   ن،یسیاسترپتوما  ن،یکلیتتراسا

 راCLSIبتتر استتاس استتتاندارد    وگرامیتت ب  یگزارش تست آنت

به صتتورت درصتتد حستتاس   هاکیوتیب  یاز آنت  کیهر  یبرا

(Susceptible ،)  ،مقتتاوم(Resistant)  حستتاس  متتهین ایتت و

(Intermediate) (.14)دیگزارش گرد 

ذکتتر   متتریپرا  یهتتا  یژگ ی(: با توجه به ومرهای)پرا  آغازگرها

بطتتور   قیتت تحق  نیتت در ا  Multiplex-PCRانجتتام    یشده بتترا

 یتتتوام ژنهتتا ییشناستتا یبتترا متتریجفتتت پرا 3همزمتتان از 

CspA ،CspB  وSpb1 ی. تتتتتتتوالدیتتتتت استتتتتتفاده گرد 

شتتده   دیتت ق  1  ریدر جدول ز  مرهایپرا  نیا  یدیگوتوکلئوتیاول

 است.  
 (15)آغازگرهای مورد استفاده در این تحقیق   -1ل  جدو

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

مورد نظتتر  استرپتوکوکی: ژنوم جدایه های   DNAاستخراج 

(  cat No:FABGK001) با استفاده از کیت شرکت سیناکلون

 بتتتداو طبق دستورالعمل شرکت ستتازنده صتتورت گرفتتت: ا

 میکرولیتتتری  2  میکروتیوبهای  درون  باکتریساعته  24  کشت 

و کلنتتی از کشتتت برداشتتت شتتده و داختتل  شتتد وارد

بافر است،   TEمیکرولیتر    300میکروتیوبی که معمولا حاوی  

می گردد و سپس غیر فعال سازی باکتری و بعتتد استتتخراج 

DNA  دقیقتته در دور  5انجتتام شتتد. بتته متتدتrpm3000 

  Multiplex PCRگسترده یروش مولکولسانتریفیوژ شدند. 

است. بتتا  PCR یشآزما یکاهداف متعدد در یر تکث یبراکه 

مخلتتوو واکتتنش،   یتتکجفت آغازگر در    یناستفاده از چند

 کرد.  یرتکث توانمی هدف را یتوال  یکاز  یشب

واکنش زنجیتتره ای پلیمتتراز :    (PCR)واکنش زنجیره پلیمراز

پس از استتتخراج   CspBو Spb1 CspAبرای حضور ژن های 

DNA    ایزوله شده با استفاده از مواد استرپتوکوکوس های  از

ای پلیمتتراز  بتترای  لازم و برنامه مناستتب، واکتتنش زنجیتتره

 هایبا پرایمر CspBو  CspA,Spb1 هاژن این بررسی حضور

اختصاصی در خصتتوص هتتر یتتک از نمونتته بتتاکتری هتتای 

 استرپتوکوکی ایزوله شده استفاده شدکه مطابق دستور العمل

 شد.انجام   DNAاستخراج  کیت 

 

انجام   -2جدول دمایی  برای     Multiplex PCR واکنش   مراحل 

 (15)استرپتوکوکوس اکوئی باکتری  CspBو  Spb1,CspA هایژن

دما)درجه   مرحله 

 سیلسیوس( 

تعداد   زمان)ثانیه( 

 سیکل

 1 45 94 واسرشت اولیه 

 - 30 94 واسرشت 

 - 60 60 اتصال

 30 40 72 بازآرایی)گسترش( 

 - 480 72 بازآرایی نهایی 

 

فرآیند   انجام  میکرولیتر    20درحجم    Multiplex PCRبرای 

به    dNTPsمیکرولیتر1/ 25از محلول واکنش برای هرواکنش  

اضافه    buffer 10xمیکرولیتر  2/ 5اضافه   میکرولیتر  2/ 5به 

Mgcl2  اضافه به  12/ 35به  و  استریل  مقطر  آب  میکرولیتر 

پرا  یکرولیترم2اضافه   هر  با    یمراز  آنزیم  0/  4را  میکرولیتر 

Ge

ne 

a3’)-Primer sequence (5’ Size of  
product (bp) 

Cs

pA 

F: 

GCTGAGACAGGGACAATT

AC 
R: 

GTTGAAGGCAACTCAGTA

CC 

250 (bp) 

Cs

pB 

F: 

GGTCGCGATAGAGTTTCTT

CCGC 

R: 

AACGCCTGGGGCTGATTT

GGC 

104 (bp) 

Sp

b1 

F: 

AGCCATATGCTGCGATCTC

T 

R:GGGTTGAACCAAGTGTG

CTT 

198 (bp) 
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Taq  نهایت در  قرار    DNAیکرولیتراز م2و  استفاده  مورد 

بالامیکروتیوب مخلوو  سازی  آماده  از  پس  در  گرفت.  ها 

واسرشتگی   برنامه  مطابق  و  قرارگرفته  ترموسایکلر  دستگاه 

مدت  94در به  سانتیگراد  به    45درجه  پرایمرها  اتصال  ثانیه 

DNA  ثانیه و طویل    60درجه سانتیگراد بمدت  60هدف در

در بمدت72شدن  سانتیگراد  دنبال   480درجه  ثانیه 

آگارز  (.1  شد)جدول نمونه ها بر روی ژل    1/ 2الکتروفورز 

می انجام  و %   آمیزی  رنگ  بروماید  اتیدیوم  با  سپس  شود 

 مورد ارزیابی قرار گرفت. 
استرپتوکوکوس  :  PCRواکنش   نهایی سویه  تایید  از    برای 

گردید)جدول   استفاده  زیر  عمومی  سپس  (.  1پرایمرهای 

شرکت    PCRمحصول   برای  سکانس  منظور   Bioneerبه 

جنوبی   کره  در کشور  سکانس  نتیجه  و  گردید  ارسال 

  شد. NCBI ،BLASTدیتابیس 

با   DNA ترکیب :    PCR   برای   برنامه دمايی تخلیص شده 

میکروتیوا   یک  در  واکنش  نیاز  مورد  انتقال  و  حجم 

به  میکروتیوا برنامه  دستگاه  ها  جدول ترموسایکر براساس 

برای 3 حرارتی  سیکل  شرایط   : PCR   که    است اینگونه

دقیقه،    5درجه سانتی گراد به مدت    95واسرشت اولیه در  

در    35 واسرشت  شامل:  هرکدام  سانتی    94سیکل  درجه 

درجه سانتی گراد به    55ثانیه، اتصال در    30گراد به مدت  

در    45مدت   بسط  مرحله  به    72ثانیه،  گراد  سانتی  درجه 

درجه سانتی گراد به    72دقیقه و نیز بسط نهایی در    1مدت  

انجام شد  10مدت   موارد فوق مربوو (.  2و3)جدول  دقیقه 

جدول   به   3به  مربوو  و  دارد  ایراد  هم  جدول  که  است 

شود.    2جدول   آگارز   PCR محصولات نمی  ژل   1/ 5در 

با اتیدیوم بروماید رنگ آمیزی و   و  درصد الکتروفورز شدند

 .مشاهده و مستند سازی شدند UV تحت نور

 

 

  16srDNAبرای ژن PCR واکنش  مخلووبرنامه دمایی   -3جدول
    استرپتوکوکوس اکوئیباکتری  

دما)درجه   مرحله 

 سیلسیوس( 

تعداد   زمان)ثانیه( 

 سیکل

 1 300 95 واسرشت اولیه 

 - 30 94 واسرشت 

 - 45 55 اتصال

 30 60 72 بازآرایی)گسترش( 

 - 300 72 بازآرایی نهایی 

 

، در مرحله اول بتتا PCRجهت انجام    :هاماده سازی پرايمرآ

   NCBIتوجتتته بتتته تعیتتتین ستتتکانس ژن از ستتتایت 

(http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi)  گرفتتته شتتد و

، پرایمرهای هر ژن طراحی، Gene Runnerتوسط برنامه 

گردید، سپس این پرایمرها جهت ستتنتز   BLASTمقایسه و  

 ایران سفارش داده شدند.  -به شرکت ماکروژن  

برای هر واکنش    PCRمقادیر مواد    :  PCRواکنش  مقادير  

میکرولیتر از   PCR Master Mix 2x  ،1میکرولیتر    10شامل  

غلظت  با  پرایمرها  از  یک  بر    100هرکدام  پیکومول 

و    150)  الگو   DNAاز    میکرولیتر  4میکرولیتر،    4نانوگرم( 

  (.4)جدول مقطر بود میکرولیتر آب

 
و    CspA  ،CspBژنهای وجود برای PCR واکنش  مخلوو  -4جدول 

Spb1  ها جدایه  در 

حجم  

 مورد نظر
 نام ژنها  مواد

4µl Distilled Water 

CspA  
CspB   
Spb1 

10 µl Master mix 

1 µl Forward each Primer (10 

pimol) 

1 µl Reverse each Primer (10 

pimol) 

4 µl DNA Streptococcus 

20 µl Total volume 

http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi
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 نتايج

استخراج   صحت  :    DNAتايید  تا  به ژنومی   دییمنظور 

استخراج   روDNAصحت  استخراج    ی،  محصول 

 . دیالکتروفورز انجام گرد

 

 
مشاهده   -1نگاره   شده؛  استخراج  ژنومی  محصولات  کیفی   بررسی 

   شده استخراج DNA کیفی ارزیابی از حاصل باندهای

 

مراه  اسامی  ه  ( گروه آنتی بیوگرام را به1و2نمودارهای زیر)

عفونتهای   در  مطالعه  مورد  اسبهای  جنسیت  و  سن  و 

 استرپتوکوکوس تنفسی نشان می دهند.

 
بیوتیک    -1نمودار   باکتریها به چهار نوع آنتی  نتایج فراوانی حساسیت 

 مصرفی)تتراسایکلین، استرپتومایسین، پنی سیلین، اریترومایسین( 

عفونتهای   در  مقاومت  نوع  براساس  بیوگرام  آنتی  نتايج 

  : اسب  باکتری  استرپتوکوکوسی  در  مقاومت 

اکوئی   افزا  دراسترپتوکوکوس  بوده    یشحال  و  روزافزون 

%    25)مقاومت    تتراسايکلیننسبت به داروهای    آنوضعیت  

واسط    7/ 5حساسیت    – حد  و   %5 /57    ،)%

% و حد   7/ 5حساسیت    –%    12/ 5)مقاومت  استرپتومايسین

  47/ 5حساسیت    –%    5)مقاومت  پنی سیلین%(،    50واسط  

واسط   حد  و   –%    7/ 5)مقاومت  اريترومايسین%(،    %20 

واسط    10حساسیت   حد  و  مشاهده    52/ %5   )%

 (. 2شد)نمودار

 
باکتری    -2نمودار   حساسیت  درصد  فراوانی  استرپتوکوکوس نتایج 

 . به چهار نوع آنتی بیوتیک مصرفی در آنتی بیوگرام اکوئی

 

پروفایتتتل حضتتتور ژنهتتتای حتتتدت در جدایتتته هتتتای 

 در مطالعتته:  Multiplex-PCRبتته روش استتترپتوکوکوس 

 یهاجدایه    در  Spb1و     CspA  ،CspBژنهای  وجود    ،حاضر

 جینتتتا  استفاده شد.  Multiplex-PCRتحت مطالعه از روش  

هتتا  هیتت جدا یدرتمتتام CspBو  CspA ینشتتان دادکتته ژنهتتا

ها  هیاز جدایک   چیدر ه  Spb1( حضور داشت و ژن  100%)

 .نشد  افت ی
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تحت مطالعه   استرپتوکوکوس اکوئیفراوانی ژنهای باکتری   -5جدول 

 Multiplex-PCRدر آزمون 

 CspA CspB Spb1 نام ژن

فراوانی ژنهای باکتری  

 استرپتوکوکوسی 

40 

(100% ) 

40 

(100% ) 

0 (0% ) 

 

 
نتیجه  -2نگاره    :.Multiplex-PCR    جهت   یی شناسااختصاصی 

:  M. مورد مطالعه  ی ها  یهدرجدا  ( CspBو   Spb1,CspA)مختلف  یژنها

مثبت  ،  DNA size marker 50bpمارکر    S.agalactiae)کنترل 

ATCC31475 ) 12و کنترل منفی )آب مقطر(، چاهک های شماره-

 . مورد مطالعه  یها  هی جدا 1

 

 بحث 

 0/ 8در جهان کمابیش بتتین  عفونت های تنفسی اسب  شیوع  

بستتتگی   حیتتواندرصد می باشد که به منطقتته زنتتدگی    8تا  

عفونت های   ز عوامل محیطی که در ایجاد یا پیشرفت . ادارد

میکروارگانیستتم هتتا متتی  ایتتن نقش دارند، عفونت باتنفسی  

عفونت های تنفستتی باشند. نقش عوامل میکروبی در شروع  

نشان این تحقیق    جینتا.  (16)حدود یک قرن پیش مطرح شد

 بصتتورت  هتتا  هیتت جدا  یدرتمام  CspBو    CspA  یدادکه ژنها

که در حدت و نفتتوذ   Spb1ژن    لی( حضور داشت و100%)

چسبندگی و تهتتاجم و   به سلولهای اپیتلیال تنفسی موثر بوده

به اپیتلیوم تنفسی از عوامل حیاتی در پنومونی تازه متولدین 

 ستمیک است و در همین مرحله اولیه است کهو عفونت سی

Spb1  توانتتتتد مزیتتتتتی را بتتتترایمتتتتی RDP 

(RestrictionFragment Digest Pattern ) در ایجاد کند ولی

 .نشد  افت یها  هیاز جدایک   چیه

نشتتان  2018و همکاران در سال  Boyle در نتیجه مطالعات 

نتایج بررسی باکتریولوژیک از تشخیص آزمایشتتی  دادند که

 .های بیمار از این مطالعه پشتیبانی کتتردخفه شدن در اسب 

ها علائم بالینی خفگی، از جملتته تتتب، ترشتتحات همه اسب 

چرکی بینی، و بزرگ شدن یا آبسه غدد لنفاوی سر و گردن 

و ویژگتتی آزمایشتتات تشخیصتتی   حساسیت   .را نشان دادند

بستگی به مرحله عفونت، محل آناتومیکی کتته نمونتته از آن 

گرفته می شتتود، تکنیتتک نمونتته بتترداری و آزمتتایش متتورد 

 باشتتد، یتتک  متغیر  تواند  می  خونی  کار  اگرچه  .استفاده دارد

لکوسیتوز که با نوتروفیلی در شمارش کامل خون یافت می 

شتتود، متتی   متتی  مشتتخص  شود و همچنین هیپرفیبرینوژنمی

در هنگتتام بررستتی یتتک  S. equi تواند حاکی از عفونت بتتا

را  S. equi متتورد شتتاخص باشتتد و بایتتد آزمتتایش اضتتافی

 .  (17)تشویق کند

 2019و همکتتاران در ستتال  Baracco در نتیجتته مطالعتتات

نشان دادند که عفونت تحت بالینی یا کلونیزاستتیون توستتط 

استتترپتوکوکوس دیتتس گالاکتیتته زیتتر گونتته  بتتاکتری

زیرگونتتته  استتتترپتوکوکوس اکتتتوئی و اکوئیستتتیمیلیس

در سگ های سالم در تماس مکرر بتتا استتب  زواپیدمیکوس

 استتترپتوکوک اکتتوئی سه نوع توالی مختلتتف .رخ داده است 

از ستتگ هتتای ستتالم  زواپیتتدمیکوسزیرگونتته  جدایه هتتای

بدست آمد. در حالیکه این دو گونه با هتتم فتترق داشتتتند و 

ها شناستتتایی متتتواردی تتتتازه در ایتتتن مطالعتتته در استتتب 

 .(18)اندشده

 هتتای انستتانی توستتطدر عفونت   Low DEهایی از گزارش

کننتتد و را توصتتیف می استتترپتوکوکوس زواپیتتدمیکوس

های فردی پراکنده توسط  سایر محققین یتتا عنوان گزارشبه

گیر کتته های گاه به گاه شیوع گسترده همتتهعنوان گزارش  به
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افراد متعددی را به دنبال مصرف پنیر آلوده تحت تأثیر قتترار 

تظتتاهرات بتتالینی متغیتتر استتت و   .شتتونددهند، دیده میمی

ممکن است شتتامل باشتتد علائتتم خفیتتف دستتتگاه تنفستتی 

فوقانی، پنومونی، آرتریت سپتیک، ستتپتی ستتمی و مننژیتتت 

های احتمالی انتقتتال شتتامل تمتتاس است. در اکثر موارد، راه

نزدیک با اسب آلوده یا نوشیدن شیر غیتتر پاستتتوریزه بتتوده 

 هتتای مشتتابه، در بررستتی انتقتتال. گزارش(19)استتت 

از حیوانات دیگر بتته انستتان  استرپتوکوکوس زواپیدمیکوس

 یافت شده است.  

McCormick    اظهتتار داشتتتند کتته  2001در سال  و همکاران

بتتا  ، speA حتتاوی ژن کتتد کننتتدهی بتتاکتری ها %ایزوله 83

 و ژن کتتد کننتتده speC حاوی ژن کد کننده % 21فراوانی 

speB  نتتتایج مطالعتته . (20)داشتتت ر همه ایزوله ها وجود د

تا حدود زیادی در مورد  speB و speA در مورد ژن محققان

بوده که نشتتان  منطبق بر نتایج هایسر و همکاران ، speC ژن

نتایج این تحقیق با سایر تحقیق هایی که در خصتتوص  داده

و عوامتتل میکروبتتی انجتتام   عفونتتت تنفستتیارتباو بیماری  

هتتای   گرفته است، چنین به نظر می رسد کتته اگزوتوکستتین

می توانتتد بتته   استرپتوکوکوس پایوژنزباکتریایی جدا شده از  

ژن عمل کرده و به افتتزایش قتتدرت نفتتوذ  عنوان سوپر آنتی

کتتره استتبها و استتبهای بتتا و مونوسیت هتتا در  T سلول های

و در ایجاد بیماری مؤثر باشتتند کتته در   است   عفونت تنفسی

 زا و کد کننده ستتوپر آنتتتی میان نقش ژن های بیماری این

 جینتتتا .(21)باشتتند ای باکتریایی حائز اهمیت بیشتر متتیهژن

 یدرتمتتام  CspBو    CspA  ینشتتان دادکتته ژنهتتااین تحقیتتق  

در  Spb1( حضتتور داشتتت و ژن %100)  بصتتورت  ها  هیجدا

. آزمایش ستترولوژی بتترای نشد  افت یها    هیاز جدایک    چیه

اولین بار توانست شناسایی اسب های بتتا دامنتته صتتعودی و 

را شناسایی  SeM افزایش سطوح آنتی بادی های اختصاصی

و عوارض بالقوه، مانند آبسه های عفتتونی متاستتتاتیک را بتتا 

واکسینه شتتده انتتد را تتتا حتتد  که  SeMواکسن های حاوی

 . (17)زیادی کاهش دهند

Harris    تجزیتته و  ؛اظهتتار داشتتتند 2015در سال  و همکاران

از سراستتر  S. equi هایتر جدایتتههای ژنتتومی عمیتتقتحلیل

المللی و اختلاو نتتژاد ونقل بیندهد که حملجهان نشان می

ها در طول زمان عفونتهای جهانی در قتترن نتتوزدهم و اسب 

شتتده  S. equi بیستم منجر به پیدایش یتتک ستتویه جدیتتد از

های معاصتتر حاصتتل شتتده استتت کتته از آن همتته گونتته

و   CspA  ینشتتان دادکتته ژنهتتااین تحقیتتق    جینتا.  (22)است 

CspB  ( حضور داشت و %100)  بصورت  ها  هیجدا  یدرتمام

 .نشد  افت یها  هیاز جدایک  چیدر ه Spb1ژن 

Tscheschlok    کتته   اظهار داشتتتند  2018در سال  و همکاران

نقش آنتی بیوتیک ها در درمان مناسب اسب ها بتتا عفونتتت 

تنفسی استرانگل موضوع بحتتث علمتتی متتداوم استتت زیتترا 

بسیاری از موارد استرانگل که سبب خفه کردن اسب بتتدون 

استفاده از داروهای ضد میکروبی می شوند را برطتترف متتی 

علاوه بر این، تجویز پنی ستتیلین در هنگتتام  ابتتتلا بتته   کند.

عفونت تنفسی حاد متتی توانتتد بتتا تتتداوم ایمنتتی هومتتورال 

اگر درمان ضد میکروبتتی قطتتع  .تداخل کند S. equi باکتری

 .(23)توانند کندتر ایجاد شوندشود، آبسه ها می

 Spb1و  CspB,CspA  هتتایژن  شناسایی  ،این تحقیق  نتیجه  در

اپتلیال سلول    در  اکوئی(  ها )گونهوساسترپتوکوک باکتری  در  

صتتورت   بتتا روش متتولتی پلکتتس  پوششی در بافتهای آلوده

تی ژنهای سوپر آن  بعنوان  Spb1و  CspB,CspA  هایگرفت. ژن

 طریتتق آن مختلفتتی از ژنیک آنتی تغییرات ی هستند که مهم

 می دهد.  رخ

پتتژوهش حاضتتر اقتباستتی از پایتتان نامتته  : تقدير و تشکککر

دکتتترای حرفتته ای دامپزشتتکی بتتوده کتته بتتا کتتد اخلاقتتی 

IR.IAU.KERMAN.REC.1401.060   به ثبت رستتیده و در

های کلیه عزیزان که در انجتتام نهایت از حمایت و راهنمایی



   آر  یس یپلکس پ ی به روش مولت یمبتلا به عفونت حاد تنفس های اسب ی تنفس یجدا شده از نمونه ها ی( استرپتوکوکوس اکوئ Spb1و  CspA  ،CspB) های ژن ی مولکول یبررس
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این پژوهش راهنمایی و مساعدت ارزنده ای داشتتتند کمتتال 

 تشکر و امتنان را دارم.
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