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 1392 بهار ـ 1ـ شماره نهم دوره                                                                                                                         

 19        1392 بهار، 1، شماره نهم، دوره مجله دامپزشكي ايران

 استافيلوكوكوسهاي  در جدايهfnbB و cna ،fnbAهاي چسبندگي  ژنوانيفرابررسي 
   از موارد تورم پستان گوسفندجدا شده اورئوس

  
  2 حامد محمدزاده و2، سارا اقدسي1ساعي حبيب دستمالچي

  
  22/3/91: تاريخ پذيرش      14/10/90:  تاريخ دريافت

  
  خلاصه 

هـاي متـصل شـونده بـه     پروتئينمثل هاي سطحي پروتئين  . نقش دارنداستافيلوكوكوس اورئوس يزايعوامل حدت مختلفي در بيماري      
  .باشند مياستافيلوكوكوس اورئوس از عوامل مهم در اتصال و تهاجم )FnBP (هاي متصل شونده به فيبرونكتينپروتئينو  )Cna(كلاژن 

دست آمده از ه  باستافيلوكوكوس اورئوسهاي جدايهبين  در fnbB و ,cna fnbAهاي از اين رو، هدف از اين مطالعه بررسي حضور ژن     
هاي بيوشيميايي استاندارد و نيز تكثير  جدايه بوسيله آزمايش45در اين مطالعه   .بودموارد تورم پستان باليني و تحت باليني در گوسفند 

هـاي   ژن حـضور هـا از نظـر      جدايـه سپس    .ناسايي شدند  ش استافيلوكوكوس اورئوس به عنوان   ) nuc(ژن ترمونوكلئاز اختصاصي گونه     
اي پليمـراز   گيري روش واكنش زنجيره    كاره   و با ب    با استفاده از پرايمرهاي اختصاصي مربوط به هر ژن         fnbB و   cna  ،fnbAچسبندگي  

)PCR (   ژن اختصاصي گونه    استفاده از پرايمرهاي مختص     دنبال  ه   ب  .مورد آناليز قرار گرفتند)nuc(  ،از جفت بـاز     279اي به اندازه    هقطع 
 مثبـت  cnaاز نظر داشـتن ژن      %) 55/95(ها   مورد از جدايه   43 تعدادجالب اين كه      .تكثير يافت  اورئوس استافيلوكوكوسي  هاتمامي جدايه 

انتـشار وسـيع    توجه به با  .بودند  fnbB  وfnbAهاي  به ترتيب حامل ژن جدايه 35 و 39 جدايه مورد مطالعه   45از بين    به علاوه،   .دبودن
- كد شده توسط ژن    FnBPB و   CBP  ،FnBPAكه  توان عنوان نمود    مي مورد مطالعه هاي   در بين جدايه   fnbB و   cna  ،fnbAهر سه ژن    

 هـايي بـراي     گيرنـده هـا احتمـالاً     و جدايـه   موثر بـوده     استافيلوكوكوس اورئوس زايي تورم پستان ناشي از       احتمالاً در بيماري   مذكورهاي  
اين موضوع توسعه راهكارهاي نوين جهت پيشگيري از تـورم پـستان را               .نمايند  بيان مي هاي ماتريكس مثل كلاژن و فيبرونكتين       تئينپرو

توانند با عوامل چسبندگي سطحي بر هم كنش داده و اتصال اختصاصي آن را با               نمايد كه مي  بر اساس ليگاندهاي آنتاگونيست ترغيب مي     
  .بلوكه نمايدهاي ماتريكس پروتئين

  
  هاي چسبندگي، تورم پستان، گوسفند، ژناستافيلوكوكوس اورئوس  : كليديكلمات

  
  مقدمه

زاي فرصت   يك جرم بيماري   استافيلوكوكوس اورئوس     .
هاي مختلف در انـسان و      باشد كه موجب عفونت   طلب مي 

اجـرام  ترين   اين باكتري يكي از معمول     . گرددحيوانات مي 
 كه موجب   )31  و 12(باشد  ن در ميش مي   عامل تورم پستا  

ت پــرورش خــسارات اقتــصادي قابــل ملاحظــه در صــنع
 حدت اين جـرم      .)30(شود  گوسفند در سراسر جهان مي    

 ــ ــاً ب ــطهه اساس ــه   واس ــف از جمل ــدت مختل ــل ح  عوام
 . شـود گـري مـي   هاي چسبندگي سـطحي ميـانجي      مولكول

 
 

   وبيولوژي، دانشكده دامپزشكي، دانشگاه اروميهپاتاستاديار گروه  1
   دانشكده دامپزشكي، دانشگاه اروميه،اي حرفه دكتري آموخته دانش 2

روي رونـد   )in vitro (آزمايـشگاهي  شـرايط  در مطالعات
تليـال  هـاي اپـي    به سلول  استافيلوكوكوس اورئوس تصال  ا

 اسـتقرار اند كه   هاي غده پستان نشان داده    مجاري و آلوئول  
بـه   ،)50( باشـد اي مهم در گسترش تورم پستان مي       مرحله

هاي تليال يا پروتئين  هاي اپي ندگي به سلول  بچسطوري كه   
  مهـم  ماتريكس خارج سلولي به عنوان يك مرحله اوليه و        

ــت در ــه عفون ــ پروس ــستان ت ــن  ورم پ ــوده و اي ــرح ب مط
  بـاكتري  چسبندگي در ممانعـت از جريـان رو بـه خـارج             

  

E-mail: HDSaei561@gmail.com                 )نويسنده مسئول(  
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ــؤثر هنگــام شيردوشــي  اســتافيلوكوكوس   .)14( اســتم
باشد كـه    اختصاصي مي  1 حاوي عوامل چسبندگي   اورئوس

هـاي متنـوعي از ميزبـان بـه ويـژه در            توانند به پروتئين  مي
 متصل شده و جايگزيني     ECM(2(ماتريكس خارج سلولي    

 ايـن اتـصال      .)11(هاي ميزبان را موجب شـوند       در بافت 
حي ها تحت عنوان اجـزا سـط      اي از پروتئين  توسط خانواده 

 3هاي چسبنده مـاتريكس   ميكروبي شناسايي كننده مولكول   
)MSCRAMMs (شـامل    موارد  اين  .شودگري مي ميانجي 

 ــهــايي مــيپــروتئين سي بــه باشــند كــه بــه طــور كووالان
پپتيدوگليكان ديواره سلولي باكتري اتصال داشته و شـامل         

ــلاژن    ــه ك ــونده ب ــصل ش ــروتئين مت ، )46  وCna ()18(پ
ــوژن    ــه فيبرين ــونده ب ــصل ش ــروتئين مت ، )FbBP ()44(پ
ــرونكتين   ــه فيب ــروتئين متــصل شــونده ب ، )FnBP ()21(پ

يـره   و غ  )EbpS ()35(پروتئين متصل شونده بـه الاسـتين        
، تنهـا پـروتئين     cna كـد شـده توسـط ژن         Cna  .باشندمي

باشـد كـه بـه كـلاژن اتـصال          ده مـي  چسبندگي شناخته ش  
توسـط  هـا،   MSCRAMM بر خلاف سـاير      Cna  .يابد مي

 اسـتافيلوكوكوس اورئـوس   هاي  جدايه درصد از    40حدود  
 ســويه  مــشخص شــده اسـت كــه  .)11(شـود  توليـد مــي 
 ژن   حاوي دو  8325-4 استافيلوكوكوس اورئوس  استاندارد

باشـد كـه بـه    ، مـي fnbB و fnbAپشت سر هـم و مـشابه،      
 FnBPAهاي متصل شونده به فيبـرونكتين       ترتيب پروتئين 

 برخـي از  ، با ايـن حـال      .)45(نمايند    را كد مي   FnBPBو  
 fnb حـاوي يـك ژن       استافيلوكوكوس اورئوس هاي  جدايه

اند كه اتـصال بـه       تحقيقات نشان داده    .)37  و 13(هستند  
هـاي   در تهـاجم بـه سـلول       FnBPsواسـطه   ه  ين ب فيبرونكت

 در ايـن ارتبـاط       .)16(يوكاريوت لازم و ضـروري اسـت        
چـسبندگي در طيـف وسـيعي از        هميت و نقـش عوامـل       ا

مــورد  اســتافيلوكوكوس اورئــوسهــاي ناشــي از بيمــاري
 cna  ،fnbA است كـه     شدهاثبات    .مطالعه قرار گرفته است   

 در شـرايط    ي بافت راراستقداري در   به صورت معني   fnbBو  
 

 
 
 
 
 

ــاگون مثــل كراتيــت چــشم  ــاتولوژيكي گون ، )40  و19( پ
 در  جـايگزيني و  ) 46  و 9(استئوميليت و آرتريت سـپتيك      

ــطح  ــايابزارس ــكي ه ــ پزش ــه  )5(د موثرن ــوري ك ــه ط  ب
تزريـق  (هاي مرتبط با ايمپلنت     در عفونت استافيلوكوكوس  

بـه عنـوان يـك جـرم        ) دارو و يا كاشت اعضاي مصنوعي     
 همچنين تحقيقـات     .)36( باشدميزاي مهم مطرح    بيماري

 فيبـرونكتين   متصل شونده به  هاي  پروتئيناند كه   نشان داده 
 بيدن براي چـس   استافيلوكوكوس اورئوس موجود در سطح    
  گاو مورد نيـاز هـستند      بافت پستان هاي  و تهاجم به سلول   

دهند برخـي   واهدي نيز وجود دارند كه نشان مي      ش . )23(
 بـا   اسـتافيلوكوكوس اورئـوس   هاي چـسبندگي    يناز پروتئ 
  .)36  و 20 ،18(هاي تهاجمي خاص ارتباط دارنـد       عفونت

اند كه هاي تجربي نشان داده حاصل از مدل  به علاوه، نتايج    
ي چـسبندگي ممكـن اسـت اهـداف         هـا برخي از پروتئين  

هـاي اسـتافيلوكوكي    اي جهت جلوگيري از عفونـت     بالقوه
 رو، انجـام مطالعـات جـامع و         از ايـن   . )15  و 10(باشند  

هــاي ر ارتبــاط بــا قابليــت ژنتيكــي جدايــه    كامــل د
هـاي   به لحـاظ داشـتن ميـانجي       استافيلوكوكوس اورئوس 

از آنجـايي كـه       .رسدبندگي امري ضروري به نظر مي     چس
ــه  ــاكنون مطالع ــهت ــاي اي روي جداي ــتافيلوكوكوس ه اس

دست آمده از موارد تـورم پـستان گوسـفند از           ه   ب رئوسوا
 هدف از   هاي چسبندگي انجام نشده است،    نظر حضور ژن  

 و  cna  ،fnbAهاي   ارزيابي حضور ژن   ،جام مطالعه حاضر  ان
fnbB    ـ اسـتافيلوكوكوس اورئـوس   هـاي     در بين جدايـه  ه  ب

م پستان گوسفند و نقش احتمـالي       دست آمده از موارد تور    
  . بودزايي تورم پستان ها در روند بيماريآن

  

  مواد و روش كار
  برداري نهنمو

هـاي توصـيه     نمونه شير بر طبـق اسـتاندارد       320تعداد      .
   از گوسـفندان در اواسـط دوره       )NMC4 )33 شده توسـط  

  

 

 
1- Adhesins 
2- Extracellular matrix (ECM) 
3- Microbial Surface Components Recognizing  
4- National Mastitis Council 

Adhesive Matrix Molecules (MSCRAMMs) 
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 . . .هاي چسبندگي  بررسي فراواني ژن

  21        1392 بهار، 1، شماره نهم، دوره انمجله دامپزشكي اير

اسـاس ابـتلا بـه       ها بـر   ميش  .آوري گرديد جمعشيرواري  
مثبـت از نظـر كـشت       (تورم پستان باليني و تحـت بـاليني         

 يـه،  گله از شهرهاي اروم    9 از) CMT باكتريايي و آزمايش  
 مـديريت و    نحـوه   .تبريز و مياندوآب انتخـاب گرديدنـد      

هاي ها به صورت پرورش سنتي در استان      پرورش اين گله  
بـرداري بـراي    جهت نمونه  . يجان غربي و شرقي بود    آذربا

هــا، از شستــشوي  جلــوگيري از آلــودگي سرپــستانك  
 سپس هر كارتيه به      .ها با آب ولرم استفاده شد     سرپستانك

ــانول وســيله الكــل ضــدعفوني گرديــد و پــس از % 70 ات
  .هاي يك بار مصرف خـشك گرديدنـد       ضدعفوني با حوله  

 10ســه دوشــش اوليــه دور ريختــه شــد، ســپس حــدود  
هـاي درگيـر در     ليتر از نمونه شير مربـوط بـه كارتيـه          ميلي
بـور تـا    زهـاي م   نمونه  .شدندآوري  جمع هاي استريل  لوله

 ي در داخـل فريـزر     شناس ـهاي بـاكتري  آزمايشزمان انجام   
  .شدندداري نگهگراد سانتي درجه -70
  

  استافيلوكوكوس اورئوسكشت و جداسازي 
 ميكروليتر از قسمت مياني     100جهت كشت باكتريايي،        

، Merk(هر نمونه شير روي محـيط مـانيتول سـالت آگـار             
 37انتقال داده شد و كشت اوليه تهيـه و در دمـاي             ) آلمان

رنگ ظاهر   هاي زرد كلني . كوبه گرديد گراد ان درجه سانتي 
اسـتافيلوكوكوس  شده روي اين محـيط كـه مـشكوك بـه            

 بودند انتخاب و به منظـور تهيـه كـشت خـالص             اورئوس
خــون گوســفند % 5دار حــاوي روي محــيط آگــار خــون

هــاي  جهــت شناســايي جدايــه . گرديدنــدســازيخــالص
آميـزي گـرم،     رنـگ  ،استافيلوكوكوس اورئوس مشكوك به   

هـاي كاتـالاز و كواگـولاز انجـام         آزمـايش هـا،    كلني ظاهر
هـاي كواگـولاز مثبـت جهـت        تمامي جدايه   .)33( گرفت

 ميكروبي استاندارد قرار    ياه  تشخيص دقيق تحت آزمايش   
 اسـتافيلوكوكوس اورئـوس   جدايه   45تعداد    .)38( گرفتند

آوري شـده جداسـازي و خـالص        هاي شير جمـع   از نمونه 
دست آمده تا زمان انجام آزمايشات       ههاي ب جدايه . گرديد

% 15حـاوي    ) ، آلمـان  TSB1 )Merckمولكولي در محيط    
  .داري شدندگراد نگه  درجه سانتي-20گليسرول در دماي 

  
  DNA استخراج

هــاي  مربــوط بــه جدايــهDNAبــه منظــور اســتخراج     
  سـاعته در محـيط     24 از كـشت     استافيلوكوكوس اورئوس 

BHI )Merck كيت اسـتخراج     و از ) ، آلمان DNA   ژنـومي 
)Fermentasاستفاده گرديد) ، آلمان.   
  

  )nuc( براي شناسايي ژن ترمونوكلئاز PCRآزمون 
تـشخيص  جهـت    ،هـاي بيوشـيميايي   آزمايشعلاوه بر       
 از تكثيـر ژن      اورئـوس  ساستافيلوكوكوهاي  تر جدايه دقيق

  و با استفاده از پرايمرها     PCRبه روش   ) nuc(ترمونوكلئاز  
ــ( ــه) 1دول ج ــاييو چرخ ــاي دم ــده توســط   ه ــه ش ارائ

Brakstad ــاران ــد ) 1992( و همكـ ــتفاده گرديـ   .)3( اسـ
 با استفاده از كيت سـاخت شـركت سـيناژن           PCRواكنش  

ــران( ــايي  ) اي ــم نه ــاوي  25در حج ــر ح  5/12 ميكروليت
بـا   PCR (PCR Master mix) مخلـوط اصـلي  ميكروليتـر  

، Taqمـراز    پلي DNA آنزيم   U/μl 04/0حاوي   (2Xغلظت  
مولار از هـر      ميلي 4/0 و   MgCl2مولار    ميلي 3بافر واكنش،   

dNTP(، ميكرومولار از هر يك از پرايمرهـا و         4/0  غلظت 
 بـراي    . استخراج شده انجام گرفـت     DNA ميكروليتر از    2

جـاي اسـيدنوكلئيك      كنترل منفي از آب مقطر اسـتريل بـه        
ــد  ــتفاده گرديــ ــده از  DNA از  .اســ ــتخراج شــ  اســ

 به عنوان كنتـرل  ATCC 29213 وكوكوس اورئوساستافيل
ــا برنامــه زمــاني  .مثبــت اســتفاده شــد  :  واكــنش تكثيــر ب

گراد به مـدت      سانتي  درجه 94دناتوراسيون اوليه در دماي     
 درجه  94دناتوراسيون در    چرخه دمايي شامل     35 دقيقه،   3

ــانتي ــدت   س ــه م ــراد ب ــه،1گ ــصال در دقيق ــه 55  ات  درج
ــه مــدت  ســانتي ــه و  30گــراد ب ــداد در دمــاي ثاني  72امت
 در نهايت گـسترش    دقيقه و    5/1گراد به مدت      سانتي  درجه

 5گـراد بـه مـدت          درجه سانتي  72نهايي واكنش در دماي     
 

 
1- Tryptic soy broth 
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در دسـتگاه   پليمراز  اي  واكنش زنجيره  . دقيقه انجام گرفت  
ــايكلر  ــد ) CORBETT, Australia(ترموس ــام گردي   .انج

 2/1 ژل آگـاروز     الكتروفـورز روي  پـس از     PCR  فرآورده
درصـد و مـشاهده در زيـر دســتگاه مـاوراء بـنفش مــورد      

 بـا اسـتفاده از      PCRاندازه محـصول     . بررسي قرار گرفت  
  وΦX174 DNA/BsuRI (HaeIII)ماركرهــــــاي 

GeneRuler 100 bp DNA ladder plus    سـاخت شـركت
ــد  ــشخص گردي ــان م ــشور آلم ــاز ك ــه . فرمنت ــاي جداي ه

 تـشخيص قطعـي وجـود     پس ازاستافيلوكوكوس اورئوس 
 جفت بـاز بـه عنـوان        279ژن ترمونوكلئاز به طول تقريبي      

  .  در نظر گرفته شدنداستافيلوكوكوس اورئوس
  

، cna هـاي چـسبندگي   شناسـايي ژن  براي   PCRآزمون  
fnbA و fnbB 

با اسـتفاده از جفـت       cna ژنجهت تكثير    PCRآزمون      
 و  fnbA هـاي ژن  .)1( انجـام شـد     اختـصاصي  هايپرايمر
fnbB   توسـط  با استفاده از پرايمرهاي مربوطه كه قـبلاً          نيز

Montanaro ــد ) 1999( و همكــاران  ،طراحــي شــده بودن
ايـن پرايمرهـا توسـط شـركت         . )29 و   1(تكثير داده شد    

تهيه شـدند و رديـف بازهـاي آن و          ) تهران، ايران (سيناژن  
 آمـده   1در جـدول    تكثيـر    حاصل از    PCRاندازه محصول   

، مخلـوط واكـنش طبـق دسـتور         PCR ت انجام  جه  .تاس
 .  ساخت شركت سـيناژن تهيـه گرديـد        PCRبروشور كيت   

ميكروليتر از مخلوط   5/12 ترتيب كه براي هر نمونه،       بدين
هر يـك  ميكروليتر از  PCR (PCR Master mix) ،1 اصلي

هر كدام با غلظت نهـايي       cnaژن  هاي مربوط به    پرايمراز  
 اسـتخراج شـده و      DNAليتر از    ميكرو 2 ميكرومولار،   4/0
هـاي  لولـه   ميكروليتر از آب مقطر ديونيزه اسـتريل در        5/8

  بـراي هـر     .شـدند  با يكـديگر مخلـوط       PCR مخصوص
  .واكنش يك كنترل منفي و يك كنترل مثبت نيز تهيـه شـد            

براي كنتـرل منفـي از آب مقطـر اسـتريل بـه جـاي اسـيد             
هـاي   جدايهز   براي كنترل مثبت ا     .نوكلئيك استفاده گرديد  

  . استفاده شـد   آمده در اين مطالعه با واكنش مثبت       دسته  ب
 با الگوي دمايي شامل دناتوراسيون اوليه در        cnaژن  تكثير  
 چرخـه   35 ، دقيقـه  5گراد به مـدت       سانتي  درجه 94دماي  

 94دمايي هر كدام شـامل مرحلـه دناتوراسـيون در دمـاي             
صال در دماي    ثانيه، مرحله ات   30گراد به مدت      درجه سانتي 

 ثانيه و مرحله امتـداد در       30گراد به مدت       درجه سانتي  52
  . ثانيه انجام گرفـت 30گراد به مدت     درجه سانتي  72دماي  

گراد به مدت      درجه سانتي  72نهايي در دماي    امتداد  مرحله  
-واكنش تكثير هر يك از ژن   .)28( دقيقه انجام گرفت     10

دناتوراسـيون اوليـه   : يبا برنامه زماننيز  fnbB و   fnbAهاي  
 چرخه  35 دقيقه،   5گراد به مدت      سانتي  درجه 94در دماي   

 55 دقيقـه،    1گراد بـه مـدت         درجه سانتي  94دمايي شامل   
گـراد   سانتي  درجه72 ثانيه و  50گراد به مدت      درجه سانتي 

 72 دقيقه و نهايتاً مرحله نهايي واكنش در دماي          1به مدت   
يـك   . قـه انجـام گرفـت      دقي 5گراد به مـدت       درجه سانتي 

 جفـت بـاز بـه       201 و   191هـاي      با انـدازه   PCRمحصول  
 ـ fnbB و   fnbAهـاي    ترتيب براي هر يـك از ژن       ه دسـت    ب

 .آمد

  
  ها حاصل از تكثير آنPCRتوالي پرايمرهاي اختصاصي مربوط به هر ژن و اندازه محصول   :1جدول 
 رفرنس )جفت باز(اندازه محصول  توالي پرايمر ژن

nuc 5'-GCGATTGATGGTGATACGGTT-3' 
5'-AGCCAAGCCTTGACGAACTAAAGC-3' 279 3  

cna 5'-AAAGCGTTGCCTAGTGGAGA-3' 
5'-AGTGCCTTCCCAAACCTTTT-3' 192 1 

fnbA 5'-GATACAAACCCAGGTGGTGG-3' 
5'-TGTGCTTGACCATGCTCTTC-3' 191 1 

fnbB 5'-TGTGCTTGACCATGCTCTTC-3' 
5'-AGTTGATGTCGCGCTGTATG-3' 

201 1  
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  ،cnaحاصل از تكثير  PCR الكتروفورز محصولات
fnbA و fnbB  

هـاي   مربوط به تكثير هر يـك از ژن     PCRهاي    فرآورده    
چـسبندگي مـورد مطالعـه از طريـق الكتروفــورز روي ژل     

و مشاهده در زير دستگاه ماوراء بـنفش مـورد          % 1آگاروز  
 با استفاده از    PCRاندازه محصولات    . بررسي قرار گرفتند  

 GeneRulerTM و ΦX174 DNA/BsuRI (HaeIII)ركر ما

100 bp DNA ladder  ساخت شركت فرمنتاز كشور آلمان
  .مشخص گرديدند

  
  

  نتايج
 از طريـق    استافيلوكوكوس اورئـوس  هاي  شناسايي جدايه 

  PCR به روش nucتكثير ژن 
 هـاي آزمـون هـاي باكتريـايي كـه پـس از          جدايـه همه      

 اسـتافيلوكوكوس اورئـوس   وان  بيوشيميايي استاندارد به عن   
 ژن  از نظـــرPCRدر آزمـــون بودنـــد،  شناســـايي شـــده

ــاز  ــه  ) nuc(ترمونوكلئ ــصاصي گون ــتافيلوكوكوس اخت اس
ــوس ــت بودنــد  اورئ ــاي . مثب ــورد اســتفاده   پرايمره   م

ــق  ــن تحقي ــه،در اي ــدازه   قطع ــه ان ــاز  279اي ب ــت ب    جف
    ).1شكل (ها تكثير دادند را در تمامي جدايه

 
  

  
؛ M1: GeneRulerTM 100 bp DNA ladder plus markerچاهـك  .nucحاصل از تكثير ژن  PCRتصوير الكترفورز محصول   :1شكل 

، 4، 3 هـاي چاهـك  ؛)DNAواكنش بدون (كنترل منفي  : 2 چاهك ؛)ATCC 29213 استافيلوكوكوس اورئوس(كنترل مثبت : 1چاهك 
  .ΦX174 DNA/BsuRI (HaeIII) ماركر: M2 چاهك هاي مثبت استافيلوكوكوس اورئوس؛جدايه  :7 و 6، 5
  

در رديف كنترل منفي كه در آن از آب مقطـر اسـتريل بـه               
 استفاده شده بود، هيچ گونـه بانـدي مـشاهده           DNAجاي  
اسـتافيلوكوكوس  در رديف كنتـرل مثبـت كـه از           . نگرديد
 اسـتفاده شـده بـود، بانـد مثبـت      ATCC 29213 اورئوس

  .مشاهده گرديد
  

بــه  fnbB و cna ،fnbA ندگيب چــسهــايژنشناســايي 
  PCRروش 

 بـه دسـت     استافيلوكوكوس اورئـوس   جدايه   45 بين   از    
مورد اسـتفاده    cna ندگيب چس  ژن شناساييآمده كه جهت    

  دنبـال  ه   ب استافيلوكوكوس اورئوس  جدايه   43قرار گرفتند،   
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 جفـت بـاز     192  بـه انـدازه    PCR فـرآورده    cnaتكثير ژن   
ــد  ــد نمودنـ ــوع   .توليـ ــن رو در مجمـ از % 55/95 از ايـ

هاي مورد آزمايش در اين مطالعه از نظر داشـتن ژن            جدايه
cna  هـاي    تكثير ژن   ).2شكل  (د   مثبت بودنfnbA و  fnbB 

 201 و 191 بـه انـدازه     PCR هـاي فـرآورده نيز به ترتيـب     
 جدايـــه 45جفـــت بـــاز توليـــد نمودنـــد كـــه از بـــين 

 جدايه بـه    35 و   39 مورد مطالعه    استافيلوكوكوس اورئوس 
هاي مذكور واكـنش مثبـت نـشان        ترتيب از نظر داشتن ژن    

ــد ــن رو در مجمــوع   .دادن از  درصــد 7/77 و 1/90 از اي
از نظـر   به ترتيـب    هاي مورد آزمايش در اين مطالعه       جدايه

شـكل   (مثبـت بودنـد    FnBPB و   FnBPAمولد  داشتن ژن   
2.(  

  

  
 GeneRulerTM 100 bpمـاركر  : M1هاي چاهك .fnbB و cna، fnbA هايكثير ژن حاصل از تPCR الكتروفورز محصولات : 2شكل 

DNA ladderهاي چاهك ؛M2 : ماركرΦX174 DNA/BsuRI (HaeIII)ژن براي كنترل مثبت : 1 چاهك ؛cna ) اسـتافيلوكوكوس جدايه 
 +cnaهـاي    جدايـه  :6  و 5،  4،  3 يهـا چاهك ؛)DNAواكنش بدون   ( cnaبراي ژن   كنترل منفي   : 2 چاهك ؛)با واكنش مثبت   اورئوس

كنتـرل  : 8 چاهك ؛)با واكنش مثبت   استافيلوكوكوس اورئوس  جدايه( fnbAبراي ژن   كنترل مثبت   : 7 چاهك ؛استافيلوكوكوس اورئوس 
 :13چاهـك    ؛اسـتافيلوكوكوس اورئـوس    +fnbAهاي   جدايه :12  و 11،  10،  9 هايچاهك ؛)DNAواكنش بدون    (fnbA براي ژن    منفي

واكنش بدون   (fnbB براي ژن    كنترل منفي : 14چاهك   ؛)با واكنش مثبت   استافيلوكوكوس اورئوس  جدايه( fnbBمثبت براي ژن    كنترل  
DNA(هاي  جدايه:18  و،17، 16، 15 هايچاهك ؛fnbB+ استافيلوكوكوس اورئوس. 

  

   بحث
تـرين   به عنوان يكـي از مهـم       استافيلوكوكوس اورئوس     

م پستان در گوسفند و گـاو مطـرح         عوامل ايجاد كننده تور   
 بـه اطلاعـات در ارتبـاط بـا          دسترسي  .)31  و 2( باشدمي

 اورئـوس  اسـتافيلوكوكوس هاي فنوتيپي و ژنوتيپي       ويژگي
زايي و نيز در تـسهيل كنتـرل و          بيماريدر درك بهتر نحوه     

ــت  ــوگيري از عفون ــي از   جل ــاي ناش ــتافيلوكوكوس ه اس
 45 در اين مطالعه      .هاي شيري مؤثر است      در گله  اورئوس
 گله شـيري واقـع در     9 از   استافيلوكوكوس اورئوس جدايه  

هـاي    نواحي تبريز، اروميه و مياندوآب بـر اسـاس ويژگـي          
  اختصاصي گونـه   nucكشت و بيوشيميايي و نيز تكثير ژن        

ــوس ــتافيلوكوكوس اورئ ــدنداس ــايي ش ــون  .  شناس همچ

 ظـار اي با انـدازه مـورد انت         قطعه )43  و 42(مطالعات قبلي   
ــه 279 ــه جداي ــاز از هم ــاي   جفــت ب ــتافيلوكوكوس ه اس

از ايـن رو نتـايج حاصـل از ايـن             .دست آمد ه   ب اورئوس
ــر ژن   ــشان داد كــه از تكثي ــه روش nucمطالعــه ن  PCR ب

تـوان بـه عنـوان يـك روش مولكـولي تكميلـي بـراي                 مي
هـــاي  آزمايـــشات فنـــوتيپي جهـــت شناســـايي جدايـــه

 از مـوارد تـورم      دسـت آمـده   ه   ب استافيلوكوكوس اورئوس 
  .پستان استفاده نمود

 شده است كـه جهـت شـروع         مشخصر  در حال حاض      
هـاي  عفونت در يك ناحيه خاص، باكتري بايد بـه سـلول          

 شـواهد نـشان      .ميزبان يا لايه پوشاننده آنها متـصل گـردد        
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 MSCRAMMsهاي متعلق به خانواده     دهند كه پروتئين  مي
هاي و پروتئين ) Cna(مثل پروتئين متصل شونده به كلاژن       

در اين ) FNBPA , FNBPB(متصل شونده به فيبرونكتين 
اند كه   چندين مطالعه نشان داده     .)46  و 18(ثرند  ؤاتصال م 

قابليـت   آزمايـشگاهي در شرايط   استافيلوكوكوس اورئوس   
تليال پستان گـاو را     هاي اپي اتصال و ورود به درون سلول     

  .)17  و14(دارند 
 جدايه 45 از 43 در cnaر ژن كد كننده     اضدر مطالعه ح      

دهـد   اين موضوع نشان مـي      .مورد مطالعه شناسايي گرديد   
ــه كــلاژن نقــش مهمــي در    ــصال ب ــد ات كــه احتمــالاً رون

استافيلوكوكوس اورئوس  زايي تورم پستان ناشي از       بيماري
 حاصـل هاي  هجدايگيرنده براي كلاژن روي      . داشته باشد 
ني گاوان نيز شناسايي شده است      هاي داخل پستا  از عفونت 

بــا ايــن حــال يافتــه حاصــل از ايــن مطالعــه  . )27  و26(
هـاي  مخالف با مشاهدات قبلي مبني بر اين كه اكثر سـويه          

باشـد  نماينـد، مـي    كد نمـي   cna استافيلوكوكوس اورئوس 
 cnaاند كه وفور ژن      نتايج مطالعات قبلي نشان داده      .)47(

هـا   و هـم دام )32( انـسان  ءشاهاي با من ـبين جدايههم در  
با اين حال انجـام مطالعـات        .  پايين است  )51  و 49 ،39(

هـاي بيـشتر حاصـل از       تر با استفاده از تعداد جدايـه      جامع
در  cnaموارد تورم پستان جهـت ارزيـابي ميـزان حـضور            

 مرتبط با تورم پـستان      استافيلوكوكوس اورئوس هاي  سويه
  عنوان يـك شـاخص      به cna نقش . لازم و ضروري است   

هـاي مختلفـي مثـل آرتريـت سـپتيك و           در بيماري  حدت
  و 9(هاي استخواني نيـز مـشخص گرديـده اسـت           عفونت

36(.  Thomas    و همكاران )ـ  159) 1999  دسـت  ه   سويه ب
آمده از نواحي جغرافيايي مختلف را مورد آناليز قرار دادند          

د  و نيوزلنانگلستان در cnaو مشاهده نمودند كه شيوع ژن       
مطالعات انجـام شـده      . باشد درصد مي  44 و   67به ترتيب   

گـزارش نمودنـد    % 43 در آمريكاي شمالي ميزان شـيوع را      
 و همكـــاران Ryding در حـــالي كـــه در ســـوئد، . )48(
 ـ  درصدي را براي جدايه57شيوع  ) 1997( دسـت  ه هـاي ب

آمده از بيماران مبتلا به آندوكارديت يا باكتريمي همراه بـا           
 ايـن    .)41(گزارش نمودنـد    عفونت استخواني يا مفصلي     

توانــد ناشــي از مــي cnaاختلافــات در ميــزان شــيوع ژن 
 .)1(محيطي باشد  ي جغرافيايي و شرايطهاتفاوت

هاي متصل شـونده بـه      مشخص شده است كه پروتئين        
نقـش بـسيار مهمـي در       ) FnBPB و   FnBPA (فيبرونكتين

بــه اســتافيلوكوكوس اورئــوس تجمــع، اتــصال و تهــاجم 
 و از آن جمله غده پستان گـاو         )22(هاي غده پستان    سلول

ــد ــات  .)23  و8 (دارنـ ــاران Brouillette مطالعـ  و همكـ
در مدل موشي تورم پستان نشان داد كـه حـضور           ) 2003(

FnBP     قابليـت  ئـوس اسـتافيلوكوكوس اور  ها روي سـطح  
باكتري در جايگزيني در غده پستان را تحت شرايط فـشار           

ها افـزايش   FnBPناشي از مكيدن در مقايسه با موتان فاقد         
 جدايـه بـاليني     163 كـه روي     در يك مطالعه  .  )4 (دهدمي

 انجام شد، مشخص گرديـد كـه        استافيلوكوكوس اورئوس 
 . )37( هـستند    fnbهمه آنها حاوي حداقل يكـي از دو ژن          

Arciola    نيز نشان دادند كـه اكثريـت       ) 2005( و همكاران
- در ارتباط با عفونت    استافيلوكوكوس اورئوس هاي  جدايه

و %) FnBPA) 98هاي كـد كننـده       واجد ژن  هاي ارتوپدي 
FnBPB) 99 (%باشـند    مي)كـه توسـط     ايدر مطالعـه   . )1
Duran ــاران ــه) 2010( و همكـــ ــاي روي جدايـــ هـــ

هـاي جراحـي    حاصـل از زخـم     استافيلوكوكوس اورئوس 
ــد،  ــام گردي ــه  69انج ــه  88از جداي ــورد مطالع ــه م  جداي

حـاوي ژن   %) 7/97( جدايه   86و   cnaحاوي ژن   %) 4/78(
fnbA7( نداه بود(.  

ــن مطالعــه       ــايج حاصــل از اي همــان طــوري كــه از نت
هاي مورد مطالعه حاوي هـر سـه         اكثريت جدايه  ،آيد برمي
رســد چنــين  بــه نظــر مــي .  بودنــدcna ،fnbA، fnbBژن 

هايي از قابليـت اتـصال بيـشتري بـه بافـت پـستان              جدايه
هـاي ديگـر از غالبيـت و         برخودار بوده و نسبت به جدايه     

نتــايج حاصـل از مطالعــات   . انتـشار زيــادي برخوردارنـد  
Hensen    نيز نـشان داده اسـت كـه در         ) 2000( و همكاران

تـصال و    از نظـر ا    استافيلوكوكوس اورئوس هاي   بين سويه 
با توجه به حضور بالاي  . )17 (تهاجم اختلاف وجود دارد

 تـصور   ،هاي مورد مطالعه  هاي چسبندگي در بين جدايه    ژن
هاي متصل شونده به كلاژن و فيبرونكتين       پروتئينشود  مي
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ــ ــاريؤنقــش م ــستان ناشــي از   ثري در بيم ــورم پ ــي ت زاي
بـا    . در گوسـفند داشـته باشـند       استافيلوكوكوس اورئوس 

هـاي حـاوي     استفاده از واكسن   يافته، احتمالاً اين  ه به   توج
ــروتئين  ــپ ثر در اتــصال ؤهــاي ســطحي تخلــيص شــده م

) CBP  ،FnBPA  ،FnBPBمثل  ( استافيلوكوكوس اورئوس 
ــيدر گوســفند ــده باشــد  م ــد محافظــت كنن ــين  . توان چن

 را مهـار كـرده و در        توانند اتصال بـاكتري   هايي مي  واكسن
  .ري متصل نشده را افـزايش دهنـد      خواري باكت نتيجه بيگانه 
 و همكـاران    Mamo نتايج گزارش شده توسط      ،با اين حال  

 شده با پـروتئين     ايمنهاي  موشدر  ، نشان داد كه     )1994(
در  حفاظــت glutathione S-transferase-CBPامتزاجــي 

 شـود ايجـاد نمـي    استافيلوكوكوس اورئوس  چالش با    برابر
اين است كه پروتئين    يك توجيه براي اين موضوع       . )25(

 ه اسـت  امتزاجي كه در آن مطالعه مورد استفاده قرار گرفت ـ        
 از  ،باشـد ميثر در اتصال به كلاژن      ؤ م Aتنها حاوي عرصه    

 به روش ديگـر ممكـن اسـت    CBPاين رو احتمالاً عرضه     
 از طـرف ديگـر بايـد توجـه           .موجب القاء حفاظت گردد   

تئين  بـه چنـدين پـرو      اسـتافيلوكوكوس اورئـوس   نمود كه   
ــي  ــصل م ــان مت ــردد مختلــف ميزب ــ. گ ــذا ب ــارگيري ه  ل ك

هاي مربـوط بـه چنـد پـروتئين اتـصالي مختلـف              توپ اپي
 اسـت   يك مطالعه اوليه نـشان داده      . ثرتر باشد ؤتواند م  مي

كه واكسيناسيون گاوها با نوعي پروتئين امتزاجـي حـاوي          

موجـب ايجـاد     FnBPعرصه متصل شونده به فيبرونكتين      
 عفونـت داخـل پـستاني و      بـر ضـد   لاحظه  حفاظت قابل م  

 . )34( شـود مـي استافيلوكوكوس اورئوس   تجربي ناشي از    
ــي   ــه ايمن ــت ك ــده اس ــشان داده ش ــين ن ــا همچن ــي ب زاي

 متـصل شـونده     Dهاي  هاي امتزاجي حاوي عرصه    پروتئين
 موجـب   اسـتافيلوكوكوس اورئـوس    FnBP به فيبرونكتين 

عاليت اتصالي شود كه در فهايي ميباديتحريك توليد آنتي  
 ).24  و6(نمايند باكتري تداخل مي

طور خلاصه اين مطالعه انتـشار وسـيع هـر سـه ژن      به    
cna  ،fnbA   و fnbB    هاي حاصل از مـوارد       را در بين جدايه

كـه تعـداد      جالب اين   .دهدتورم پستان گوسفند نشان مي    
 بودند و حداقل يكـي از       cnaها حامل ژن    از جدايه زيادي  
  .ها شناسايي گرديد   در اكثريت جدايه   fnbB و   fnbAدو ژن   

هاي متصل  واند بيانگر نقش احتمالي پروتئين    تاين يافته مي  
زايي تورم پستان   به كلاژن و فيبرونكتين در بيماري     شونده  

ــوسناشــي از    . در گوســفند باشــداســتافيلوكوكوس اورئ
كارهـايي جديـد جهـت       همچنين اين موضـوع توسـعه راه      

ــو  ــوگيري از ت ــاس ليگانـ ـ جل ــر اس ــستان را ب دهاي رم پ
كـنش بـا عوامـل چـسبندگي        آنتاگونيست كه قادر به برهم    

هاي سطحي و ممانعت از اتصال اختصاصي آن به پروتئين        
  . نمايدباشند، تشويق ميماتريكس مي

  
  تقدير و تشكر

  .شود ميقدرداني و تشكرهم نمودند ايق را فربدين وسيله از حوزه معاونت محترم پژوهشي دانشگاه اروميه كه هزينه تحق    
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