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های دارای مقاومت  استافیلوکوکوس اورئوسعلیه  ی جدا شده از فاضلاببررسی کارایی باکتریوفاژهاجداسازی و 

 یورم پستان گاو مسببو مولدّ بیوفیلم ( MDR)چندگانه آنتی بیوتیکی 
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 چکیده

های اقتصادی بسیاری را از طریق کاهش تولید شیر و کاهش که ضرر های شیری استها در گلهیترین بیمارورم پستان یکی از رایح

ها تاثیر آن ،اما ؛پیشگیری و درمان ورم پستان به مقدار زیادی وابسته به مصرف آنتی بیوتیک هاست. کیفیت آن برای دامداران به بار می آورد

در های جایگزین روشاستفاده از  این مشکلات هایحل راهاز  یکی .باشدروز به روز در حال کاهش می هابه دلیل مقاومت دارویی باکتری

های  استافیلوکوکوس اورئوس  هدف این مطالعه یافتن باکتریوفاژهایی است که علیه. ها استکتریوفاژبا از جمله استفاده از درمان ورم پستان

های فاضلاب شیردوشی نمونه. موثر باشند( MDR) هابیوتیکآنتیدارای مقاومت چندگانه به و  جداشده از ورم پستان با توانایی تولید بیوفیلم

. انجام گردید و خالص سازی آن ر دولایه جداسازی فاژروش آگا با استفاده از ،سپس. شدوری های استان خراسان رضوی جمع آاز گاوداری

 11بر روی  فاژهاطیف میزبانی  ،در نهایت .بود بیوفیلمو مولّد  MDRهای دو فاژ دارای اثر لیز کنندگی علیه باکتری جداسازی ،حاصل کار

 هایباکتریوفاژ دهدنتایج نشان می .مورد نظر حساس بودند هایبه فاژ باکتری مجموع پنجها کتری سنجیده شد که از بین آنعدد سویه با

ها در توان از آنند که میدار ورم پستانهای جداشده از  استافیلوکوکوس اورئوسمناسبی علیه  لیزکنندگیفاضلاب فعالیت جدا شده از 

 .درمان ورم پستان بهره برد

 مقاومت دارویی، ورم پستان، گاو شیریاستافیلوکوکوس اورئوس،  باکتریوفاژ،: کلید واژگان
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 قدمهم. 1

تولید شیر و کاهش های اقتصادی بسیاری را از طریق کاهش های شیری است که ضررها در گلهم پستان یکی از رایح ترین بیماریور

،  استافیلوکوکوس اورئوس :از قبیل ییهارایج مسبب ورم پستان شامل باکتریهای میکروارگانیسم. آوردکیفیت آن برای دامداران به بار می

های و گونه انتروکوکوسهای مختلف ، گونهاسترپتوکوکوس آگالاکتیه، استرپتوکوکوس دیس گالاکتیه، اشرشیا کلی، استرپتوکوکوس یوبریس

 . باشندمی پروتتکا مانند ییهاو جلبک کریپتوسپوریدیاو گونه های مختلف  کاندیدیاهای مختلف گونه از جملهقارچ ها  ؛سودوموناسمختلف 

شود که این امر باعث ضرر به دامداران و صنایع می( SCC)ورم پستان در گله های شیری سبب افزایش تعداد سلول های سوماتیک شیر 

ورم  ،علاوه بر آن. شودهای مبتلا میسبب کاهش تولید شیر در گاو( ورم پستان تحت بالینی)های سوماتیک افزایش سلول. گرددلبنی می

 .باشدها میپستان یکی از عوامل اصلی حذف در گله

پدید آمدن و گسترش ها به دلیل تاثیر آن ،اما ؛پیشگیری و درمان ورم پستان به مقدار زیادی وابسته به مصرف آنتی بیوتیک هاست

بسیاری . باشدها میها در درمان دامآنتی بیوتیک از این مشکل به دلیل استفاده بیش از حد. کاهش است رو بهها باکتریدر مقاومت دارویی 

مطالعات زیادی در مورد بررسی  اخیراً. اندها تاکید داشتههای اصلی مسبب ورم پستان به آنتی بیوتیکاز محققین به افزایش مقاومت باکتری

ها در ها و جلوگیری از افزایش مقاومت پاتوژنها در حیوانات با هدف کاهش استفاده از آنتی بیوتیکهای جایگزین برای درمان بیماریروش

 .[1] ها انجام شده استبرابر آن

 آنکه انتقال دام به دام نقش مهمی در گسترش  ر دار استهای واگیاصلی ترین پاتوژن ایجاد کننده ورم پستان استافیلوکوکوس اورئوس

یسک ر: کنیمها اشاره میشوند که به برخی از آنمی استافیلوکوکوس اورئوسهای ناشی از عواملی سبب دشوار شدن درمان ورم پستان. دارد

 این نوعمیزان پاسخ به درمان ؛ کاهش در فرایند شیردوشی ها خصوصاًبین گاو استافیلوکوکوس اورئوس ناشی از هایانتقال ورم پستانبالای 

بهبود  به جهت رسیدن هاطولانی مدت با آنتی بیوتیکی مصرفی؛ لزوم درمان هابیوتیکها به آنتی ورم پستان به دلیل افزایش مقاومت پاتوژن

فرم تحت بالینی این  های شیری بهدی از درگیری گلهت متعدّاشرگزا،های اخیردر سال .مناسب Bacteriological cure (BC)باکتریایی 

مدیریتی، اتخاذ تدابیر شدید نیازمند  استافیلوکوکوس اورئوس ناشی از هایدرمان مناسب ورم پستان ،بنابراین .ثبت شده استعفونت 

 .[2] بهداشتی و درمانی است

. باشندها میها باکتریو میزبان آن اند شدهها هستند که به طور گسترده در طبیعت پخش گروهی از ویروس (فاژ) باکتریوفاژها

از توان ها را میآن. تشکیل شده اند (ساختاری به نام کپسید)با پوششی از جنس پروتئین ( RNAیا  DNA)ها از ماده ژنتیک باکتریوفاژ
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 Lytic)از چرخه لیزکنندگی سلول  با استفاده هافاژبرخی از . نمود سازیآب تازه، فاضلاب و خاک جدا منابع مختلفی از جمله آب شور،

cycle)، سازی تعداد زیادی فاژ در محیط میآزاد  میزبان و متعاقب آن، باکتری رفتندر نهایت منجر به از بین  خود را آلوده کرده و میزبان-

های رها شده از سلول میزبان فاژ پس از آن،. می باشد کد شده توسط فاژ های لیزکنندهلیز شدن سلول میزبان در اثر عملکرد آنزیم. دنگرد

تا  05در یک چرخه لیزکنندگی که وابسته به باکتریوفاژ و سلول میزبان است، . دنحمله کن های باکتریاییسلولد به سایر نمی توان قبلی

بر اساس گزارش . کندهای دیگر را آلوده تواند باکتریهر فاژ می د،مجدّبه صورت که  ؛فاژ جدید تولید و به محیط آزاد می شود 1555

های دیگر را تواند باکتریها میشود که هر کدام از آنباکتریوفاژ آزاد می 055بعد از تخریب سلول باکتری به طور میانگین  ،(1777) رلتونکا

میلیون باکتریوفاژ پس از  هشتباکتریوفاژ پس از دومین و  95555ها و تولید این اتفاق به لیز کردن بیشتر باکتری. مورد هجوم قرار دهد

چرخه  چهارتوانند ها میباکتریوفاژ ،0550در سال  Duckworthو  Gulingبر اساس مطالعات . شودسومین چرخه لیزکنندگی منتهی می

استفاده نمایند که نیز ( Lysogenic cycle)توانند از چرخه لیزوژنیک ها میباکتریوفاژبرخی از . انجام دهند لیزکنندگی را در هر ساعت

ماده ژنتیکی باکتریوفاژ به سلول باکتری نفوذ کرده و در در این چرخه، . تهاجم بسیار کمتری دارد و به تخریب سلول باکتری منجر نمی شود

تری در شرایط کبابا قرار گیری . سلول میزبان همانند سازی کند و پروفاژ را به وجود آورد DNAگیرد تا همراه کروموزوم باکتری قرار می

 .[1] برنداز بین می، پروفاژها فعال شده و با استفاده از چرخه لیزکنندگی سلول باکتری را استرس

نتایج حاصل از مطالعات آزمایشگاهی . ها در درمان ورم پستان ایجاد شده استهای اخیر علاقه زیادی به استفاده از باکتریوفاژدر سال

به  .باشندکارا می ،ورم پستان مسببهای ها روی باکتریهای آنر بودن فاژها یا اندولیزینثّت مؤبه علّها دهد که این روشبسیاری نشان می

حجم زیادی از مطالعات صورت گرفته بر  ،استافیلوکوکوس اورئوسهای ناشی از در درمان و مقابله با ورم پستان زاعلت حضور عوامل چالش

کنار باکتریوفاژها در کاربردامکان از  حاکی ؛ کهاختصاص دارد استافیلوکوکوس اورئوسکاربرد درمانی فاژها در ورم پستان، به درمان اورام 

 .باشدمیدرمان ورم پستان  برایها سایر روش

 :  مواد و روش کار. 0

 های باکتریسویه

 ،(مقاوم به چند دارواستافیلوکوکوس اورئوس )  MDRی جدایه 05: که شامل ندگرفتقرار ی باکتری مورد بررسی جدایه 11مجموع 

مقاومت به سه  بر اساس MDRهای جدایه. باشدمیاشرشیا کلی ی یک سویه و ی بیوفیلمتولید کننده استافیلوکوکوس اورئوسی جدایه15
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توانایی تولید بیوفیلم نیز با روش . ندانتخاب شدارائه شده است، ( 0511)و همکاران  Magiorakos تر که توسطبیوتیک و یا بیشکلاس آنتی

 .[1] فنوتیپی مورد بررسی قرار گرفت

 جمع آوری فاضلاب جهت جداسازی باکتریوفاژ
با استفاده از سپس در آزمایشگاه مایع رویی از رسوبات . جمع آوری شددو مزرعه اطراف شهر مشهد ابتدا فاضلاب شیردوشی از 

 .، برای مراحل بعدی مورد استفاده قرار گرفتµm 00/5و پس از عبور از فیلتری با قطر منافذ  سانتریفیوژ جدا شد

 جداسازی باکتریوفاژ
 mlو LB (X0 )محیط آبگوشت  ml 15به همراه باکتری ی رشد لگاریتمی از کشت واقع در مرحله ml 9جهت جداسازی باکتریوفاژ، 

ها و سپس، باکتری. به مدت یک شب گرمخانه گذاری شد C 11°ی قبل با یکدیگر مخلوط شده و در دمای فاضلاب فیلتر شده از مرحله 15

عبور  µm 00/5پس از آن، مایع رویی از فیلتری با قطر منافذ . دقیقه جدا شد 05به مدت g 1055×ها با استفاده از سانتریفیوژ در بقایای آن

اده شده از فیلتر برای یافتن فاژ لیتیک در روش آگار دو در آخر، مایع عبور د(. برای تکثیر فاژ، این مراحل کشت سه بار تکرار شد)داده شد 

 .مورد استفاده قرار گرفت( Double-layer Agar (DLA))لایه 

 روش آگار دو لایه

 C 11°دقیقه در  15مخلوط شده و به مدت  باکتری از کشت لگاریتمی µl 105از مایع عبوری از فیلتر با  µl 005در این روش، 

 LBی زیری بر روی لایهریخته شد و  (C 90°)مذاب  Luria-Bertani (LB)محیط  داخل ، مخلوط یاد شدهسپس. شدگرمخانه گذاری 

 .های باکتری تعیین شدحضور فاژ لیتیک بر اساس وجود مناطق شفاف حاصل از لیز سلول. جامد قرار گرفت

 خالص سازی باکتریوفاژ

حضور فاژ  ،روز بعد. گرمخانه گذاری شد C 11° در h 09به مدت  استاف اورئوساز کشت لگاریتمی  ml 1یک پلاک از پلیت به همراه 

 .جهت خالص سازی فاژ، این فرایند سه بار تکرار شد. روش آگار دو لایه مورد بررسی قرار گرفت استفاده از بالیتیک 

 تعیین تیتر باکتریوفاژ

از کشت لگاریتمی باکتری با  µl 155سپس، . شد تهیه LB brothدر  ی حاوی فاژاز مایع فیلتر شده 15ی های متوالی بر پایهرقت

 LBهای حاوی فاژ و باکتری با پس از آن، هر کدام از لوله. شد مخانه گذاریدقیقه گر 15ژ مخلوط شده و به مدت همین میزان از هر رقت فا

 .شد ها شمارششب گرمخانه گذاری، تعداد پلاکپس از یک . شدری اجامد، لایه گذ LBمخلوط شده و بر روی محیط ( C 90°)مذاب 
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 تعیین طیف میزبانی

مقدار . صورت گرفت( spot test)ای های مختلف باکتری با استفاده از روش تست لکهجدا شده بر روی جدایه هایاثر گذاری باکتریوفاژ

µl 155  ی جدایه 05)ساعته از هر یک از باکتری های مورد نظر  9از کشتMDR  ی بیوفیلم از باکتری ی تولید کنندهجدایه15و

ی پس از بستن لایه. جامد لایه گذاری شد LBبر روی ( C 90°)آگار مذاب % 9/5حاوی  LBآماده شده و با ( استافیلوکوکوس اورئوس

به مدت یک شب، اثر فاژ با توجه  C 11°پس از گرمخانه گذاری در . به صورت لکه روی محیط قرار داده شد از مایع حاوی فاژ µl 15رویی، 

مورد بررسی قرار  کلی اشرشیا اثر فاژها همچنین بر روی باکتری. ی شفاف حاصل از لیز باکتری مورد قضاوت قرار گرفتبه حضور ناحیه

 .گرفت

 نتایج. 1

جداسازی شد و  هااز فاضلاب گاوداری(  2تصویر شماره )  B4 ɸو ( 1تصویر شماره )  M8 ɸهای نامدو باکتریوفاژ با  پژوهش،طی این 

 .محاسبه شد B4 ɸو   M8 ɸبرای دو فاژ  به ترتیب PFU/ml 150 × 1و  PFU/ml 156 × 0های در تعیین تیتر، غلظت .خالص گردید

 بودند کهحساس  M8 ɸ چهار سویه باکتری، به فاژ .با استفاده از تست لکه ای طیف میزبانی برای هر باکتریوفاژ مشخص شد ،سپس

با  MDR) 40شماره ی سویه، (استافیلوکوکوس اورئوس با توانایی تولید بیوفیلم)  00شماره  یسویه :ها مطابق روبرو استهای آنویژگی

: با الگوی مقاومت به MDR) 155شماره ی سویه، (تتراسایکلین، اریتروماسین، سیپروفلوکساسین، کلرامفنیکل : الگوی مقاومت به

: با الگوی مقاومت به MDR) 7شماره ی سویه، (انروفلوکساسین، تتراسایکلین، اگزاسیلین، جنتامایسین، سفازولین، تری متوپریم 

 9سویه شماره )همچنین، تنها یک سویه  (.انروفلوکساسین، تتراسایکلین، اگزاسیلین، لینکومایسین، اریترومایسین، سفازولین، سفتری اکسون

   .حساس بود B4 ɸبه فاژ ( باشدد بیوفیلم میکه قادر به تولی
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 نتیجه گیری. 9

  استافیلوکوکوس اورئوسمناسبی علیه سویه های  لیز کنندگیدهد باکتریوفاژهای جدا شده از فاضلاب فعالیت نشان می این تحقیق نتایج

 ،های درمانیتوانند در کنار سایر روشمی بنابراین،. دارند جدا شده از اورام پستان را دارای مقاومت چندگانه آنتی بیوتیکی و مولّد بیوفیلم

 .مورد نیاز استها جهت ارزیابی کاربردهای بالینی آن یتحقیقات بیشتر اگرچه. مورد استفاده قرار گیرند پستاندرمان ورم  جهت

 مراجع

1. Radzikowski, D., et al., Alternative solutions to antibiotics in mastitis treatment for dairy cows-a review. Animal 
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