
 

   

بررسی خصوصیات فنوتیپی و ژنوتیپی استافیلوکوکوس 
اورئوس جداسازی شده از شیر گاومیش های مبتلا به اورام 
پستان تحت کلینیکی دراطراف شهرستان ارومیه

bb

چکید ه 
   ورم پس�تان تح�ت بالینی به عنوان یکی از بیماری های مهم در پرورش دام ش�یری مطرح می باش�د. هدف از انج�ام این تحقیق ارزیابی 
خصوصیات فنوتیپی گونه اس�تافیلوکوکوس اورئوس جدا ش�ده از شیر گاومیش های مبتلا به ورم پستان تحت بالینی دراطراف شهرستان 
ارومیه بود. برای این منظور نمونه ش�یر 480 کارتیه متعلق به 120 راس گاومیش ش�یری بطور جداگانه جمع آوری و آزمایش غربالگری با 
 استفاده از آزمایش ورم پستان کالیفرنیائی )CMT( برای تشخیص ورم پستان تحت کلینیکی انجام گردید. روش های باکتریولوژی به همراه 
آزمون های بیوش�یمیائی جهت جداسازی استافیلوکوکوس اورئوس در مورد کلیه نمونه ها انجام گرفت. جهت تأئید تشخیص و تعیین تیپ 
مولکولی، اس�تخراج DNA از تمامی جدایه های اس�تافیلوکوکوس اورئوس انجام گردیده و آزمون PCR نیز به ترتیب توس�ط پرایمرهای 
اختصاصی ژن nuc و spa صورت گرفت. بر اساس نتایج حاصل از بررسی خصوصیات کشت و آزمایشات تفریقی بیوشیمیایی در 76 کارتیه 
تحت آزمایش )15/8 درصد( آلودگی ناشی از گونه های مختلف استافیلوکوکوس گزارش گردید. استافیلوکوکوس اورئوس کواگولاز مثبت 5 
مورد )6/57 درصد(، از کل سویه های استافیلوکوکوس جدا سازی شده را به خود اختصاص داد. تمامی ایزوله های استافیلوکوکوس اورئوس 
)100درصد( بر اساس آزمایش مولکولی مبتنی بر تکثیر ژن nuc مورد تأئید قرار گرفت. تنها یک باند الگوی متمایز )bp 1150( در بررسی 
ژن spa از ایزوله های استافیلوکوکوس اورئوس گزارش گردید. بطور کلی نتایج بدست آمده نشان می دهد به دلیل بالا بودن میزان آلودگی 
ناشی از گونه های استافیلوکوکوس در نمونه شیر گاومیش سهای اطراف شهرستان ارومیه شناسائی و کنترل استافیلوکوکوس اورئوس در 

فصول مختلف سال اهمیت به سزائی دارد. 

کلمات کلیدي: استافیلوکوکوس اورئوس؛ ورم پستان؛ تحت بالینی؛ گاومیش
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Subclinical mastitis is one of the most costly diseases of dairy animals. The aim of this study was to evaluation of the 
phenotypic and genotype characteristics of Staphylococcus aurous strains isolated from buffalo milk with subclini-
cal mastitis around the city of Urmia. A total of 480 quarter milk samples were collected from 120 dairy buffaloes 
and screened for subclinical mastitis by the aid of California Mastitis Test (CMT). In order to isolate S. aurous by 
cultural methods, bacteriological examinations with biochemical tests were done on all samples. For the diagnosis and 
determining the molecular types, extraction of DNA from all S. aurous isolates was performed by PCR as well as by 
the nuc and spa gene-specific primers were done. According to results of culture characteristics and biochemical tests 
in 76 quarter under test (15/8%) infections were reported from various species of Staphylococci. Coagulase-positive 
Staphylococcus aurous in 5 cases (6/57%), accounted for the isolation of staphylococci. All isolates of Staphylococcus 
aurous (100%) based on molecular tests based on Nuc gene replication was confirmed. Only a distinct pattern of bands 
(bp1150) in Spa gene of S. aurous isolates were reported. Overall, the results show the high levels of pollution caused 
by Staphylococcus species in milk samples of buffalo around the city of Uremia, identification and control of seasonal 
variation in Staphylococcus aurous is very important.
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مقدمه
  التهاب پس��تان توسط طیف وسیعی از میکروارگانیسم های بیماری زا 
ایجاد می ش��ود، اما عفونت های پستانی ناشی از استافیلوکوکوس اورئوس از 
اهمیت به س��زائی برخوردار بوده و در سرتاسر جهان از جمله کشورمان در 
اثر کاهش تولید و کیفیت ش��یر و هزینه درمان وغیره به صنعت دامپروری 

وارد می سازد )2(.
 طی مطالعات مختلف انجام گرفته مشخص گردیده که استافیلوکوکوس 
اورئوس همچنان به عنوان یکی از میکروارگانیس��م های بیماری زا در ارتباط 
 ب��ا ایج��اد اورام پس��تان تحت بالین��ی و بالین��ی در گون��ه گاومیش مطرح 
می باش��د )4(. اس��تافیلوکوکوس طیف وسیعی از توکس��ین های پروتئینی 
و نی��ز عوامل بیماری زائی خارج س��لولی تولید می کند که به نظر می رس��د 
 در ق��درت بیماری زائی باکتری موثر باش��د )1(. اس��تافیلوکوکوس اورئوس 
شایع ترین و از نظر اقتصادی مهم ترین عامل ایجاد عفونت های داخل پستانی 
در دام های ش��یری بوده و عامل ایجاد 30 تا 40 درصد از موارد پس��تانی 
گزارش شده است. همچنین استافیلوکوکوس اورئوس مهمترین گونه پاتوژن 
اس��ت که که بوسیله دارا بودن توان ذاتی و توانائی کسب مقاومت نسبت به 
عوامل وداروهای ضد میکروبی به یکی از نگرانی های عمده س��لامت عمومی 

تبدیل شده است )12(.

در  پس��تان  اورام  ایج��اد  مس��بب  اس��تافیلوکوکوس  گونه ه��ای   
 گونه ه��ای دام ه��ای اهل��ی ب��ه اس��تافیلوکوکوس های کواگ��ولاز مثب��ت
)Coagulase positive staphylococcus( و نیز  گونه های اس��تافیلوکوکوس 
)Coagulase negative staphylococcus( طبقه بن��دی   کواگ��ولاز منف��ی 
می ش��وند، گونه های اخی��ر یعنی )CNS( مکررا باع��ث عفونت های داخل 
پس��تانی گاو و گاومی��ش حتی در گله های ش��یری مدرن می ش��وند. این 
 باکت��ری ها از نمونه های ش��یر در بس��یاری از کش��ورها قابل جداس��ازی 
می باش��ند. استافیلوکوکوس اورئوس به عنوان یکی از عوامل پاتوژن مسری 
در ایجاد اورام پستان تحت کلینیکی در گاومیش مد نظر می باشد )17,9(. 
امروزه برای اطمینان از وجود باکتری در شیر و نیز اطمینان بیشتر از وجود 
ترش��حات عفونی و سلول های عفونی در ش��یر، آزمایشات غربالگری نظیر 
تس��ت کالیفرنیایی ورم پس��تان )CMT( و شمارش س��لول های سوماتیك  
)SCC( در حجم مش��خصی از شیر صورت می گیرد)5(. اورام پستانی ناشی 
از اس��تافیلوکوکوس کواگولاز منفی )CNS( باعث افزایش تعداد سلول های 
س��وماتیك )SCC( درکارتیه های عفونی شده و برخی از محققان معتقدند 
که عفونت های پس��تانی ناشی از CNS ها به نس��بت کمتری ناشی از سایر 
کوکس��ی های گرم مثبت مانند استافیلوکوکوس اورئوس و استرپتوکوکوس 

می باشد )16(.  
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   اس��تافیلوکوکوس اورئوس طیف گستردهای از عوامل حدت از قبیل 
کواگولاز، همولیزین و انواع آنتروتوکسین ها را تولید می کند که این تنوع به 
دلیل توانائی این باکتری برای تکثیر و ایجاد عفونت در میزبان های مختلف 
می باشد )13(. در بررس��ی ژنوتیپ سویه های جداشده استافیلوکوکوس به 
دلیل نقش��ی که در تمایز ایزوله ها دارد در ردیابی منش��أ عفونت و کنترل 
آلودگی های ناش��ی از این باکتری می تواند کاربرد به س��زائی داشته باشد. 
ژن spa  یک��ی از ای��ن عوام��ل متمایز کننده اس��ت ک��ه دارای ناحیه پلی 
مورفیس��م  x توال��ی کوتاه می باش��د، ک��ه در گونه ه��ای مختلف الگوی 
 A متفاوتی از این ژن شناس��ائی ش��ده اس��ت. این ژن کد کننده پروتئین
می باش��د که از جمله پروتئین های سطحی اس��تافیلوکوکوس می باشد. این 
پروتئین علاوه بر اینکه فاکتور ویرولانس��ی باکتری محسوب می شود از آن 
 جهت تعیین تیپ اختصاصی اس��تافیلوکوکوس نیز اس��تفاده می ش��ود )1(.

 Aires-de-sousa و همکارانش در سال 2007 نشان دادند که تقریبا تمامی 
س��ویه های اس��تافیلوکوکوس اورئوس جدا ش��ده  از نمونه ش��یر گونه های 
 A اهلی نظی��ر میش، بز، گاو و نیز گاومیش توان تولید انتروتوکس��ین های
و D را داش��تند،  طوری که در 63 درصد از س��ویه های جدا شده ژن تولید 

انتروتوکسین A با استفاده از تفکیك ژل الکتروفورز تائید گردید )3(.
    هدف از انجام این تحقیق بررس��ی میزان ش��یوع اورام پستان تحت 
بالینی ناشی از سویه های اس��تافیلوکوکوس اورئوس کواگولاز مثبت از شیر 
گاومیش های مبتلا به اورام پستان تحت بالینی بر اساس آزمایش غربالگری 
ورم پس��تان کالیفرنیائی در گاومیش های سنتی اطراف شهرستان ارومیه و 
بررسی خصوصیات فنوتیپی و ژنوتیپی، تنوع و توزیع ایزوله استافیلوکوکوس 
اورئوس جداس��ازی شده از محیط های کشت کارتیه های عفونی بر مبنای  
بررس��ی س��کانس دو ژن nuc و نیز spa در آزمایش واکنش زنجیر پلی مراز 

)PCR( بود. 

مواد و روش کار
 روش نمونه گیری و کشت

در ای��ن تحقیق ب��ا مراجعه به دامداری های اطراف شهرس��تان ارومیه 
 در طی دو فصول زمس��تان و بهار س��ال 91-92 در مجم��وع از 120 راس 
گاومیش های ش��یری که در ش��رایط نیمه صنعتی نگه��داری می گردید، 
نمونه گیری انجام گردید. در این راستا به دنبال انجام آزمایش غربالگری با 
اس��تفاده از آزمایش ورم پس��تان کالیفرنیائی )CMT( با رعایت اصول دقیق 
بهداش��تی به صورت جداگانه اقدام به اخذ نمونه شیر در ویال های درپوش 
دار اس��تریل از هر کارتیه دام جهت انتقال به آزمایشگاه در داخل کلمن یخ 
خش��ك گردید. مقدار 3 میلی لیتر از نمونه جمع آوری شده بر روی محیط 
کش��ت بر روی آگار خوندار حاوی 0/5 درصد خون گوس��فند کشت گردید.
پلیت ها به مدت 48 س��اعت در دمای 37 درجه س��انتی گ��راد، نگهداری 

گردید )2(.
   شناس��ائی گونه های اس��تافیلوکوکوس بر اس��اس رنگ آمیزی گرم، 
همولی��ز و خصوصیات بیوش��یمیایی صورت گردید)2(. س��ایر آزمون های 
بیوش��یمیائی نظیر تس��ت کاتالاز، ترمونوکلئاز، MR-VP، کواگولاز، تس��ت 
نیترات به نیتریت، تولید اس��تون و اکسیداز، مقاومت نسبت به نووبیوسین، 
تخمیر قندهای نظیر مانیتول، رافینوز، زایلوز، س��اکارز و لاکتوز در ش��رایط 
هوازی و همچنین تخمیر بی هوازی قندهائی نظیر مانیتول و گلوکز استفاده 

گردید)3(.
  پرگن��ه های ب��ه قطر بیش از 4 میلی متر به ص��ورت صاف، براق و با 
رنگ زرد طلائی با منطقه همولیز دوتائی به عنوان پرگنه های مش��کوک به 
اس��تافیلوکوکوس اورئوس در نظر گرفته ش��دند. شناسائی استافیلوکوکوس 
اورئوس بر اس��اس خصوصی��ات همولی��زی، مورفولوژی کلنی ه��ا، آزمون 
کوکواگ��ولاز، تولی��د DNase، و ایجاد کلنی های زرد رن��گ مانیتول مثبت 
 در محیط مانیتول س��الت آگار صورت گرفت )2(. مقاومت میکروبی تمامی 
گونه های اس��تافیلوکوکوس جداشده نسبت به برخی از آنتی بیوتیك های 
رای��ج و در دس��ترس نظیر پلی میکس��ین B، نووبیوس��ین، فورازولیدون و 
باسیتراس��ین در محیط کش��ت مولرهینتون انجام گرف��ت. در نهایت جهت 
تش��خیص نهائی و بررسی خصوصیات ژنوتیپی ایزوله های استافیلوکوکوس 
اورئوس جداس��ازی ش��ده از محیط های کش��ت آزمای��ش واکنش زنجیره 

پلیمراز  )PCR( مورد استفاده قرار گرفت )1،3(.

اس�تخراج DNA و آزمای�ش PCR ب�رای تش�خیص نهائ�ی 
استافیلوکوکوس اورئوس

  برای استخراج DNA از کیت استخراج ژنومی فرمنتاز )شرکت سیناژن 
fermentas( و از کش��ت 24 ساعته باکتری در محیط BHI استفاده شد و 
ب��رای انجام آزمایش زنجیره های پلی مراز نیز از جفت پرایمر اختصاصی بر 

مبنای تکثیر ژن nuc مورد استفاده قرار گرفت )15(.
primer 1: 5'-GCG ATT GAT GGT GAT ACG GTT-3 
primer 2: 5'-AGC CAA GCC TTG ACG AAC TAA AGC-3
واکنش PCR  شامل: µl Buffer (10X 6) ؛ dNTPs) 1µl) ( (10 mM؛ 
 ,(Template DNA 2 µl (from BHI medium ؛MgCl2, 2. 5 µl ((50 mM
؛ (5U/µl) Enzyme (Taq DNA polymerase) 1 µl؛ از هر پرایمر µl 1؛ آب 
دیونیزه  µl 5 .36 می باشد که حجم نهائی مجموعه برابر با 40 میکرولیترو 
می باش��د. مراحل حرارتی برای انجام PCR ش��امل 5 دقیقه در دمای 94 
درجه س��انتی گراد برای دناتوراسیون اولیه، 40 سیکل شامل یك دقیقه در 
94 درجه س��انتی گراد برای دناتوراس��یون در سیکل ها، یك دقیقه در 55 
درجه س��اتی گراد جهت اتصال پرایمر ها، یك دقیقه در 70 درجه س��انتی 
گراد برای تکثیر قطعه هدف و در نهایت بس��ط نهائی به مدت 10 دقیقه در 
72 درجه س��انتی گراد است. 5 میکرولیتر از محصول PCR در آگاروز 1/5 
درصد بارگذاری و پس از انجام الکتروفورز به مدت حدود 1/5 ساعت با ولتاز 
75، زیر اش��عه ماورای بنفش عکس برداری ش��د. برای نشان دادن قطعات 

تکثیری از نشانگر با اندازه  bp 100 تولیدی شرکت فرمنتاز استفاده شد.
تعیین تی�پ مولکول�ی ایزوله ه�ای اس�تافیلوکوکوس اورئوس 

spa جداشده بر اساس ژن
  ,)fermentas از کیت فرمنتاز )شرکت سیناژن  DNA برای استخراج
استفاده گردید. برای انجام آزمایش زنجیره های پلی مراز نیز از جفت پرایمر 

اختصاصی بر مبنای سکانس ژن spa مورد استفاده قرار گرفت)3(.
primer 1:  5- ATCTGGTGGCGTAACACCTG-3
primer 2:  5- C GCTGCACCTAACGCTAATG-3

 6 10X( Buffer( :در حجم نهائی 50 میکرولیتر ش��امل PCR واکنش
 Template ؛mM 50(( µl 5 .2 ,MgCl2 ؛mM 10( ( )1µl )dNTPs ؛µl
5U/µl) Enzyme (Taq DNA poly-) ؛,(DNA 2 µl (from BHI medium
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merase) 1 µl؛ از هر پرایمر µl 1 ؛ آب دیونیزه µl 36/5 می باشد که حجم 
 PCR  نهائ��ی مجموعه برابر ب��ا 40 میکرو لیتر و مراحل حرارتی برای انجام
شامل 3 دقیقه در دمای 94 درجه سانتی گراد برای دناتوراسیون اولیه، 40 
س��یکل ش��امل یك دقیقه در 94 درجه س��انتی گراد برای دناتوراسیون در 
س��یکل ها، یك دقیقه در 56 درجه س��انتی گراد جهت اتصال پرایمرها، دو 
دقیقه در 70 درجه س��انتی گراد برای تکثیر قطعه هدف و در نهایت بس��ط 
نهائی به مدت 10 دقیقه در 72 درجه س��انتی گراد اس��ت. 5 میکرولیتر از 
محص��ول PCR در آگاروز 1/5 درصد بارگذاری و پ��س از انجام الکتروفورز 
ب��ه مدت حدود 1/5 س��اعت با ولتاز 75، زیر اش��عه م��اورای بنفش عکس 
 100 bp برداری ش��د. برای نش��ان دادن قطعات تکثیری از نشانگر با اندازه
تولیدی شرکت فرمنتاز استفاده شد. در نهایت محصول PCR روی ژل آگار 
یك درصد طبق روش بالا الکتروفورز ش��د. در نهایت حساس��یت میکروبی 
جدایه های استافیلوکوکوس اورئوس در تست آنتی بیوگرام بر اساس روش 
استاندارد توصیفی توسط کارت وکول )1990( مورد بررسی قرار گرفت)6(.
همچنین اطلاعات بدس��ت آم��ده در خصوص فراوانی درص��د کارتیه های 
عفونی و جدایه های اس��تافیلوکوکوس با استفاده از نسخه پانزدهم نرم افزار 
spss وآزمون مربع کای انجام گرفت. س��طح معنی داری روی )0/05 < 5( 

مد نظر قرار داده شد.

 نتایج
فراوانی کارتیه و دام های مبتلا به ورم پستان تحت بالینی

از 120 راس گاومیش ش��یری تحت مطالعه که نمونه شیر آن ها مورد 
بررسی قرار گرفت، 25  راس  )20/8 درصد(، مبتلا به ورم پستان تحت بالینی 
 ،)CMT(تشخیص داده شد. بر اساس نتایج آزمایش ورم پستان کالیفرنیائی
83 کارتی��ه از مجموع از 480 کارتیه تحت آزمایش )17/3 درصد( مبتلا به 
ورم پس��تان تحت بالینی بود. بر اس��اس نتایج حاصل از بررسی خصوصیات 
کشت و آزمایشات بیوشیمایی در 76 کارتیه از مجموع از 480 کارتیه تحت 
آزمایش )15/8 درصد( آلودگی ناشی از گونه های مختلف استافیلوکوکوس 
گزارش گردید. در این راستا استافیلوکوکوس اورئوس کواگولاز مثبت در 5 
مورد )6/57 درصد(، از کل سویه های استافیلو کوکوس جدا سازی شده از 

اورام پستانی تحت کلنیکی را به خود اختصاص داد)جدول 1(.
   ش��دت نتای��ج آزمای��ش ورم پس��تان کالیفرنیائ��ی )CMT( ب��رای 

کارتیه های مبتلا به اورام پستانی تحت کلنیکی ناشی از گونه های مختلف 
اس��تافیلوکوکوس به تفکیك 51/3 درصد )±(5 ؛ 7/ 40درصد  )+( CMT؛ 
14/4درصد )2+(CMT و 7/89 درصد CMT )3+( و برای استافیلوکوکوس 
  CMT)+2( ؛CMT )+( اورئوس به ترتی��ب 60، 20 و 20 درصد برای موارد
 )RA(گزارش گردید. درصد کارتیه های عفونی راست جلویی )+3( CMT و
و راست عقبی  )RB( و چپ جلوی)LA( و چپ عقبی )LB( گاومیش های  
تحت آزمایش نیز به ترتیب 30/78، 20/28، 21/7 و 19/23 درصد گزارش 

گردید )جدول 1(.
   عمده گونه های اس��تافیلوکوکوس کواگولاز مثبت جدا سازی شده از 
نمونه شیر های مبتلا به اورام پستان تحت کلینیکی شامل استافیلوکوکوس 
اورئوس 5 مورد )6/57 درصد(، استافیلوکوکوس اینترمدیوس10 مورد )1/32 
درصد(، اس��تافیلوکوکوس هایکوس 11 م��ورد )14/51 درصد( و گونه های 
اس��تافیلو کوکوس کواگولاز منفی نیز شامل استافیلوکوکوس اپیدرمیدیس 
25مورد )32/87 درصد(، اس��تافیلوکوکوس ساپروفیتیکوس 9 مورد)9/21 
درصد(، اس��تافیلوکوکوس لنتوس 7 مورد )9/21 درصد(، استافیلوکوکوس 
س��یمولانس 5 م��ورد )6/57 درصد(، اس��تافیلوکوکوس کوروموژنز 3 مورد 

.)p > 0/05( ،)2 3/95 درصد( گزارش گردید )جدول(
   همه سویه های استافیلوکوکوس جداسازی شده نسبت به فورازولیدون 
حساس و نسبت به باسیتراسین مقاوم بودند. استافیلوکوکوس اپیدرمیدیس 
)10درص��د(، اینترمدیوس )85/5 درصد(، س��اپروفیتیکوس )81/1 درصد(    
و هایک��وس و لنتوس)92 درصد( نس��بت به نووبیوس��ین مقاومت نش��ان 
دادند. مقاومت نس��بت به پلی میکسین برای س��ویه های استافیلوکوکوس 
ساپروفیتیکوس )14/2 درصد(، هایکوس )91/09 درصد( و برای سویه های 
استافیلوکوکوس اپیدرمیدیس و نیز اینترمدیوس نیز )100 درصد( گزارش 

گردید)جدول 3(.
:PCR نتایج شناسائی استافیلوکوکوس اورئوس با روش

 از مجموع 5 ایزوله اس��تافیلوکوکوس اورئوس جداش��ده از نمونه های 
مورد نظر که بر اساس روش کشت و تست های بیوشیمیائی تفریقی مثبت 
تش��خیص داده ش��ده اند، همگ��ی )100درصد( با نظر گرفت��ن آغازگرها و 

CMT جدول1-  فراوانی و درصد کارتیه های مبتلا به ورم پستان تحت کلینیکی  ناشی از سویه های استافیلوکوکوس براساس شدت واکنش در آزمایش

*)Coagulase negative staphylococcus(

CMT
*)CNS( استافیلوکوکوس اورئوساستافیلوکوکوس کواگولاز منفی

فراوانی نسبی )درصد(فراوانی )تعداد(فراوانی نسبی )درصد(فراوانی )تعداد(

--3444/7جزئی)±(

+12532/9360

+21114/6120

+367/89120

761005100تعداد کل
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جدول2-  فراوانی ودرصد گونه های استافیلوکوکوس جدا شده از شیر گاومیش های مبتلا به اورام  پستان
     تحت کلینیکی بر حسب خصوصیات کشت و تست های تفریقی بیوشیمیائی 

    * )Coagulase negative staphylococcus(. **)Coagulase positive staphylococcus(

فراوانی نسبی )درصد(فروانی تعداد   گونه استافیلوکوکوس             

)CPS(* استافیلوکوکوس کواگولاز مثبت

56/57  استافیلوکوکوس اورئوس

1013/2استافیلوکوکوس اینترمدیوس

1114/5استافیلوکوکوس هایکوس

**)CNS( استافیلوکوکوس کواگولاز منفی

2532/8استافیلوکوکوس اپیدرمیدیس

79/21استافیلوکوکوس ساپروفیتوس

79/21استافیلوکوکوس لنتوس

11/32استافیلوکوکوس همولیتیکوس 

33/95استافیلوکوکوس کروموزنس

56/57استافیلوکوکوس سیمولانس

)CNS( ومنفی )CPS(استافیلوکوکوس کواگولاز مثبت

22/63استافیلوکوکوس اورئوس + اپیدرمیدیس

76100تعداد کل

جدول3 - توزیع درصد مقاومت آنتی بیوتیکی سویه های استافیلوکوکوس جداسازی شده از کارتیه های مبتلا به
 اورام پستان تحت کلینیکی در روش دیسک آگار دیفوژیون.
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 nuc تکثی��ر قطعاتی به اندازه 275 جفت نوکلئوتید بر مبنای س��کانس ژن
در واکن��ش زنجی��ره ای پلیمراز به عنوان اس��تافیلوکوکوس اورئوس مثبت 
تشخیص و مورد تأئید قرار گرفت )شکل1(. بررسی ژن spa  در ایزوله های 
اس��تافیلوکوکوس اورئوس های جداش��ده از نمونه های کشت اورام پستان 
تحت کلنیکی، تنها یك الگوی مختلف از این ژن را نشان داد که با فراوانی 

100 درصد مربوط به 1150bp( ،spa( بود. )شکل2(.

بحث و نتیجه گیری
   ورم پستان امروزه یکی از بیماری های پرهزینه در صنعت پرورش گاو 
میش شیری نیز محسوب می شود. با اینکه گاومیش از قدیم به عنوان یك 
حیوان با حساسیت کم نسبت به ورم پستان در مقایسه با گاو شناخته شده 
اس��ت. معهذا برخی از محققین فراوانی وقوع ورم پستان برای هردو گونه را 

به یك نسبت گزارش نمودند )18(.
    میزان وقوع ورم پس��تان تحت بالینی دربررسی محققین مختلف در 
کشور های که پرورش گاومیش در آن ها متداول می باشد از 4/7 الی 21/3 
درصد متفاوت گزارش گردیده اس��ت )18,7(.  در مطالعه حاضر نیز میزان 
وقوع ورم پستان تحت بالینی در گاومیش های اطراف منطقه ارومیه 20/8 
درصد گزارش گردید که به نظر می رس��د با نتایج محققین فوق همخوانی 
کامل دارد. معهذا در یك بررس��ی انجام گرفته توس��ط  Ali و همکاران در 
س��ال 2011 میزان ش��یوع  اورام پس��تان تحت کلینیکی در گاومیش های 
ناحیه پنجاب در کش��ور پاکستان تا حدود 44 درصد نیز گزارش شده است 

شکل 1- الگوی الکتروفورز ژن nuc در استافیلوکوکوس اورئوس جداشده از نمونه های اورام 
پس�تان تحت کلنیکی در گاومیش، س�تون1- مارکر )plus100 (، )شرکت فرمنتاز(، ستون2- 

)275 bp( ،کنترل مثبت، ستون 4،3،5و6- نمونه های مثبت باند های به اندازه

 شکل2- الگوی الکتروفورز ژن spa در استافیلوکوکوس اورئوس جداشده از نمونه های اورام 
پس�تان تحت کلنیکی در گاومیش. س�تون1- مارکر )plus100 (، )شرکت فرمنتاز(، ستون2- 
 bp( کنت�رل منفی، س�تون3- کنترل مثبت، س�تون 4 و 5- نمونه مثبت، بانده�ای به اندازه

1150(، ستونDNA -6 مارکر )plus100 (، )شرکت فرمنتاز(.

که بیش��ترین میزان فراوانی در دام های نگهداری ش��ده در بسترهای تنگ 
و س��نتی )58 درصد( و کمترین میزان )32 درصد( در گله های با ش��رایط 

بهداشتی خوب بوده است )4(.
   نتایج بدس��ت آمده نش��ان می دهد گونه های استافیلوکوکوس نقش 
به سزائی در ایجاد اورام پستان تحت کلینیکی گاومیش های شیری اطراف 
شهرس��تان ارومیه دارد. بر اساس نتایج حاصل از بررسی خصوصیات کشت 
و آزمایش��ات بیوش��یمیایی  )15/8 درصد( آلودگی کل کارتیه های عفونی 
ناش��ی از گونه های مختلف استافیلوکوکوس بوده است. در این راستا از کل 
سویه های استافیلوکوکوس جداسازی شده استافیلوکوکوس اورئوس 6/57 
درص��د، کواگولاز منفی 90/8 درصد و برای هر دو موارد اس��تافیلوکوکوس 
های کواگولاز منفی و کواگولاز مثبت )CNS+CPS( ، 2/63 در صد گزارش 
گردید. در یك بررس��ی مش��ابه انجام گرفته توسط Oliveira و همکاران در 
س��ال 2011 که بر روی نمونه ش��یر 137 رأس گاومیش ش��یری در کشور 
برزیل صورت گرفت نش��ان داد در مجموع تنه��ا 10/8 درصد از علل ایجاد 
اورام پس��تان تحت کلینیکی ناش��ی از گونه های مختلف استافیلوکوکوس  
ب��وده که در این می��ان 11/1 درصد برای اس��تافیلوکوکوس های کواگولاز 
 )CNS( 83/3 درصد برای اس��تافیلوکوکوهای کواگولاز منفی ،)CPS(مثبت
و 5/6 در ص��د برای هر دو موارد اس��تافیلوکوکوس ه��ای کواگولاز منفی و 
کواگولاز مثبت )CNS+CPS( مثبت گزارش گردید)14(. معهذا در گزارش 
برخی از محققین  در س��ایر مناطق درصد آلودگی های باکتریایی ناش��ی از 
گونه های اس��تافیلوکوکوس اورئوس در ایجاد اورام پس��تان تحت کلنیکی 
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گاومیش های ش��یری بس��یار بالا و از 28/32 الی 32/5 درصد متفاوت نیز 
گزارش ش��ده اس��ت)11, 9, 1(.  در تحقیق حاضر میزان بروز ورم پس��تان 
تحت کلنیکی در کارتیه های قدامی گاومیش های تحت بررس��ی بیشتر از 
کارتیه های خلفی بود که با نتایج سایر محققین همخوانی کامل دارد. طوری 
که در بررس��ی Saleem و همکاران در س��ال  2011 میزان بروز ورم پستان 
تح��ت کلنیکی در کارتیه چپ جلوئی، چپ عقبی، راس��ت جلوئی، راس��ت 
عقبی گاومیش های تحت بررس��ی را به ترتیب47/2 درصد، 11/36درصد، 

36/36درصد، 4/54درصد، گزارش گردید)18(.
  در تحقیق حاضر از روش آزمایش غربالگری ورم پس��تان کالیفرنیائی 
برای تشخیص ورم پستان تحت کلنیکی در گاومیش استفاده گردید. تمامی 
گونه های اس��تافیلوکوکوس اورئوس جداشده در تحقیق حاضر که بر اساس 
 PCR و کشت شناسائی گردید، بر اساس نتایج نهائی آزمایش CMTآزمایش
بر اس��اس س��کانس ژن nuc  نیز مثبت بود که نش��ان از حساس��یت بالائی 
روش CMT و نیز کشت برای تش��خیص گونه استافیلوکوکوس اورئوس در 
گاومیش دارد. در بررس��ی انجام ش��ده در ارتباط با علل شیوع اورم پستانی 
تحت بالینی و ارتباط آن با شمارش سلول های سوماتیك شیر در گاومیش 
 )CMT( های آذری  مش��خص ش��ده که آزمایش ورم پس��تان کالیفرنیائی
دارای حساسیت و ویژگی قابل قبول برای تشخیص ورم پستان تحت بالینی 
در گاومیش دارد)19(. در بررس��ی Dhakal و همکاران در س��ال 2006 بر 
روی گاومیش های نژاد مورا در کش��ور هند، میزان س��لول های سوماتیك 
بالای 200 هزار در هر میلی لیتر شیر به عنوان پایه برای  ایجاد ورم پستان 

تحت کلینیکی مورد تائید قرار گرفت)7(.
   مقایسه انواع روش های کشت میکروبی PCR و آزمایش کالیفرنیایی 
ورم پس��تان )CMT( ب��رای تش��خیص ورم پس��تان تحت بالینی ناش��ی از 
اس��تافیلوکوکوس و استرپتو کوکوس در گاو نشان داد که CMT در مقایسه 
با PCR حساسیت کافی را برای تشخیص استرپتوکوکوس ها را نداشته ولی 

برای گونه های استافیلوکوکوس کاملا مفید بوده است)10(.
  نتای��ج حاص��ل از بررس��ی ژن spa در ایزوله های اس��تافیلوکوکوس 
اورئوس جداش��ده از نمونه های کش��ت اورام پس��تان تح��ت کلنیکی، تنها 
 )1150 bp( ی��ك الگو از این ژن را به صورت تکثیر قطعاتی ب��ه اندازه باند
 A در واکن��ش زنجیره ای پلیمراز نش��ان داد. این ژن ک��د کننده پروتئین 
می باش��د که از جمله پروتئن های س��طحی استافیلوکوکوس اورئوس بوده 
ک��ه علاوه بر اینکه فاکتور ویرولانس��ی باکتری محس��وب می ش��ود جهت 
تعیین تیپ اختصاصی استافیلوکوکوس نیز استفاده می شود )3(. همچنین  
در یك بررس��ی مش��ابه انجام گرفته توس��ط  Oliveira و همکاران در سال 
 2011 تمام��ی گونه های اس��تافیلوکوکوس اورئوس  جدا ش��ده  از ش��یر 
گاومیش های مبتلا به اورام پس��تان تحت کلنیکی  در گاو میش  بر اساس 
استفاده از کیت تست آگلوتیناسیون لاتکس معکوس حداقل توان تولید یك 
  1-TSST ونیز توکس��ین شوک  )A,B,C,D( نوع آنتروتوکس��ین اختصاصی

را دارند )14(.
  در تحقی��ق حاض��ر 100 درص��د از گونه های اس��تافیلوکوکوس جدا 
شده نسبت به نووبیوس��ین و فورازولیدون حساس و نسبت به باسیتراسین 
و پل��ی میکس��ین B مقاوم��ت نش��ان دادند)ج��دول3(. در ی��ك بررس��ی 
 مش��ابه انج��ام گرفته توس��ط Oliveira و همکاران در س��ال 2011 تمامی 
ایزوله های اس��تافیلوکوکوس اورئوس جدا ش��ده نس��بت به متی س��یلین، 

آمپی س��یلین و کلاونیك اسید، حساس بودند در حالی که نسبت به آمپی 
س��یلین، پنی س��یلین و اکساس��یلین مقاوم بودند )15(. مقاومت نس��بت 
به سیپروفلوکساس��ین، انروفلوکساس��ین، اریترومایس��ین، ت��ری متوپریم، 
مترونیدازول ونیز فلوروفنیکول علاوه بر آنتی بیوتیك های یادش��ده درگونه 
اس��تافیلوکوکوس جدا شده از شیر گاومیش های مبتلا به ورم پستان تحت 

بالینی گزارش گردیده است )11, 8(.
به طور کلی نتایج به دست آمده نشان می دهد گونه های مختلف عوامل  
پاتوژن و غیر پاتوژن باکتری استافیلوکوکوس شامل  استافیلوکوکوس اورئوس 
کواگولاز مثبت، استافیلو کوکوس کواگولاز منفی نظیر استافیلوکوکوس اینتر 
مدیوس، اس��تافیلوکوکوس اپیدرمیدیس، استافیلوکوکوس ساپروفیتیکوس، 
اس��تافیلوکوکوس هایک��وس، اس��تافیلوکوکوس لنتوس، اس��تافیلوکوکوس 
سیمولانس، استافیلوکوکوس کوروموژنز از شیر گاومیش های مبتلا به اورام 
پس��تان تحت کلینیکی  قابل جداس��ازی می باش��د. دلیل بالا بودن میزان 
آلودگی ناش��ی از گونه های اس��تافیلوکوکوس در نمونه شیر گاومیش های 
اطراف شهرس��تان ارومیه شناسائی و کنترل اس��تافیلوکوکوس اورئوس در 

فصول مختلف سال اهمیت به سزائی دارد.

تشکر و قدردانی
بدی��ن وس��یله از زحم��ات بی دری��غ گ��روه پاتوبیولوژی ب��ه خصوص 
 مس��ئول محترم آزمایشگاه میکروب شناس��ی دانشکده دامپزشکی قدردانی 

می گردد.
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