
 

		  

جداسازی باکتری سودوموناس آئروژینوزا و ژن 
اینتگرون کلاس I از نمونه‌های ورم پستان تحت 
بالینی گاوهای شیری استان تهران

bb

چيكد‌ه 
  باکتری ســودوموناس آئروژینوزا از مهم‌ترین پاتوژن‌های فرصت طلب بوده که موجب بروز ورم پســتان‌های تحت بالینی مقاوم به 
درمان در گاوهای شیری می‌باشد. هدف این مطالعه، شناسایی اینتگرون‌های کلاس I در باکتری سودوموناس آئروژینوزاي جداشده 
از ورم پستان و تعیین حساسیت آنتی‌بیوتیکی می‌باشد. در این مطالعه توصیفی-مقطعی، تعداد 150 نمونه شیر خام از دامداری‌های 
مختلف استان تهران و تعدادی نیز از منطقه شهرکرد جمع‌آوری و بر روی محیط‌های اختصاصی کشت داده شد. آزمایش حساسیت 
آنتی بیوتیکی با اســتفاده از روش دیسک دیفیوژن و میزان MIC با E-test مطابق دستورالعمل CLSI با آنتي بيوت‌كيهايي از گروه‌هاي 
مختلف انجام گردید. جهت شناســایی ژن‌ اینتگرون کلاس I از آزمون PCR استفاده شــد. از مجموع 150 نمونه شیر، 51 نمونه 34 
درصد آلوده به باکتری ســودوموناس آئروژینوزا بودند. نتایج آزمون آنتی‌بیوگرام نشــان داد که بیشترین میزان مقاومت نسبت به 
آمپی‌سیلین، تتراسایکلین و کانامایسین به میزان 100 درصد، 94/2 و 94/2 درصد به ترتیب مشاهده شد. بیشترین مقاومت چندگانه 
نسبت به آنتی‌بیوتیکهای کانامایسین/آمپی سیلین/تتراسایکلین مشاهده شد. نتایج ‌MIC مشخص نمود که نمونه‌ها به آنتی‌بیوتیک 
   µg 0/38-0/094 و به آنتی‌بیوتیک آمیکاسین بین  µg 2-0/75، به آنتی‌بیوتیک سیپروفلوکساســین بین  µg جنتامایســین بین
4-0/05 حساس می‌باشند. نتایج مولکولی نشان داد، 1 جدایه )1/96 درصد( واجد ژن اینتگرون )int-1( می‌باشد. از آنجا که بیشتر 
اینتگرون‏ها، ژن‏ها و آنزیم‏های تغییر دهنده فعالیت آنتی‌بیوتیکها را  کد می‏کنند، حضور ژن‏های اینتگرون در نمونه‌های شــیر خام 
درمان عفونت ناشــی از باکتری سودوموناس آئروژینوزا حاوی این ژن‏ را به دلیل فقدان آنتی‏بیوتیک جدید که طیف درمان وسیعی 

داشته باشد، با مشکل جدی روبرو می‌نماید. 

کلمات کلیدی: سودوموناس آئروژینوزا، اینتگرون کلاس I، مقاومت آنتی‌بیوتیکی، ورم پستان گاو

• علیرضا مختاری 
گروه میکروبیولوژی، دانشکده دامپزشکی، دانشگاه تهران، تهران، ایران
 • تقی زهرایی صالحی )نويسنده مسئول(
استاد گروه میکروبیولوژی، دانشگاه تهران، دانشکده دامپزشکی، تهران، ایران
• کیومرث امینی
استادیار گروه میکروبیولوژی، دانشکده علوم پایه، واحد ساوه، دانشگاه آزاد اسلامی، ساوه، ایران
• فرشته شاهچراغی
استاد، گروه باکتری‌شناسی، انستیتو پاستور ایران، تهران، ایران
تاريخ دريافت: شهریور 94         تاريخ پذيرش: آذر 94
Emali: tsalehi@ut.ac.ir

در 

پژوهش و سازندگی شماره 111 تابستان 1395

Administrator
Typewriter
DOI:

Administrator
Typewriter
 10.22034/vj.2016.106059



38
 د‌ر

  پژوهش‌وسازند‌گی

•  Veterinary Journal (Pajouhesh & Sazandegi) No 111 pp: 37-44

Isolation Pseudomonas aeruginosa bacteria and genes integron class I of subclinical mastitis in dairy cows in Tehran
By: Mokhtari, A.R,. Department of Microbiology, Faculty of Veterinary Medicine, University of Tehran,  Tehran, Iran. Zahraei 
Salehi, T., (Corresponding Author) Professor, Department of  Microbiology, Faculty of Veterinary Medicine, University of Tehran,  
Tehran, Iran. Amini, K., Assistant Professor, Department of Microbiology, Saveh Branch, Islamic Azad University, Saveh, Iran. 
Shahcheraghi, F., Professor, Department of  Microbiology, Pasteur Institute of Iran, Tehran, Iran.
Received: August 2015        Accepted: November 2015

Emali: tsalehi@ut.ac.ir

Pseudomonas aeruginosa is an important opportunistic pathogen that causes subclinical mastitis resistant to treatment, in 
lactating dairy cows. The Purpose of this study, were to identify class I integrons and determining antibiotic susceptibility 
of Pseudomonas aeruginosa isolated from  mastitis. In this cross-sectional study, 150 samples of raw milk were collected 
from different farms, transported to the laboratory and cultured on specific media. Antimicrobial susceptibility test con-
ducted  by disk diffusion method and MIC (Minimum Inhibitory Concentration) determination test performed by E-test in 
accordance with CLSI guidelines, in various groups. To identify Class I integron gene PCR test were used. Of total number 
150 milk samples, 51 samples (34%) were contaminated with Pseudomonas aeruginosa. Antibiotic test results showed that 
the highest rate of resistance were observed to Ampicillin, Tetracycline and Kanamycin at the rate of 100%, 94.2% and 
94.2%, respectively. Most multiple resistances were observed against Kanamycin, Ampicillin and Tetracycline antibiotics. 
MIC results showed that isolated bacteria were sensitive to Gentamicin in concentration 0.75-2 μg, Ciprofloxacin at 0.094-
0.38 μg and Amikacin at 0.05-4 μg. Results molecular tset showed, one isolate (1.96%) were carried Integrons gene (int-1). 
Since most integrons genes coding enzymes that inactive antibiotics, presence of Integrons genes in samples of raw milk, 
treatment infections caused by Pseudomonas aeruginosa wich carring these genes, because of the lack of new antibiotics 
that have a broad therapeutic range, would creat the major problems. 
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مقدمه
 باکتری ســودوموناس آئروژینوزا از مهم‌ترین پاتوژن‌های فرصت طلب 
بوده که تمایل ویژه‌ای به محیط‌های مرطوب داشــته و به طور وســیع در 
خاک، آب و گیاهان، کود و پوســت حیوانات یافت می‌شــوند. علاوه بر این 
گاهی در پوســت، گوش خارجی، سیستم تنفســی فوقانی و یا روده بزرگ 
اشــخاص سالم نیز حضور داشــته و موجب بیماری‌های مختلفی در انسان 
و دام از جملــه عفونتهــای ادراری، پنومونی مزمن در بیماران سیســتیک 
فیبروزیــس، عفونت چشــم و گــوش و عفونت‌های زخم، ورم پســتان با 
مقاومت آنتی‌بیوتیکی می‌گــردد )16, 13(. در دام‌ها این باکتری از عوامل 
بیماری‌زای مقاوم به درمان می‌باشــد که ضررهــای اقتصادی بالایی را به 
صنعــت دامپروری وارد می‌کند. ســودوموناس آئروژینوزا، به عنوان یکی از 
عوامل ایجاد کننده ورم پســتان‌های کلینیکی با شیوع ناگهانی در گاوهای 
شیری مطرح می‌باشد. این باکتری کمتر از 1 درصد و یا بیشتر از 3 درصد 
گله را درگیر نموده و موجب ورم پســتان‌های مزمن تحت بالینی می‌شود. 
ســودوموناس آئروژینــوزا در آمریکا بیش از 2 بیلیون دلار، انگلســتان 93 
میلیون یورو و در اســترالیا 100 میلیون دلار ســالانه ضرر اقتصادی را به 
دامداران تحمیل می‌کند )6(. بیماری ورم پســتان ناشــی از سودوموناس 

آئروژینــوزا در اثر عواملی مانند آب آلوده، ضدعفونی نامناســب کارتیه‌ها و 
درمان نامناســب در دوران خشــکی ایجاد می‌گردد و کارتیه‌های گاوها به 
عنوان مخزن انتقال باکتری ســودوموناس آئروژینوزا عمل می‌نماید )16(. 
ورم پســتان حاد ناشی از ســودوموناس آئروژینوزا معمولاً به عفونت مزمن 
تبدیل شــده و حتی قانقرایایی شــدن حاد در 10 درصد مــوارد ابتلاء به 
ورم پســتان گزارش شــده اســت )23(. از عوامل تاثیرگذار بر میزان بروز 
ورم پســتان در دامداری‌ها با عامل سودوموناس آئروژینوزا، مصرف بی‌رویه 
آنتی‌بیوتیک‌ها، شرایط محیط دامداری‌ها )مخازن آب، وسایل شیردوشی(، 
اجرای برنامه‌های نامناســب مدیریتی و سطح ایمنی میزبان می‌باشد )15(. 
آنزیم‌های تولید شــده توســط ســودوموناس آئروژینوزا در شیر در دمای 
پاستوریزاســیون باقی مانــده و موجب تخریب چربی شــیر و محصولات 
لبنی می‌گــردد )18, 4(. مقاومت در برابــر آنتی‌بیوتیک‌ها در این باکتری 
دارای مکانیســم‌های متفاوتی از جمله: بتالاکتامازها، عوامل پلاســمیدی 
و ترانســپوزون، پمپ‌های انتشــار دارو، بیوفیلم‌ها، تغییرنفوذپذیری غشای 
خارجی می‌باشــد. همچنین مقاومت در برابــر آنتي‌بيوت‌كيها به دو صورت 
ذاتي و اكتســابي مي‌باشد. در مقاومت ذاتي، سلول طبيعي و يا وحشي قادر 
به مهار آنتي‌بيوت‌كيها بوده و منشاء كروموزومي دارد. در حالي كه مقاومت 
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اكتسابي در اثر قرار گرفتن جمعيت‌هاي حساس و طبيعي در معرض عوامل 
مختلف و تبديل سويه‌هاي حساس به مقاوم ناشي مي‌شود )16, 1(. آگاهی 
از چگونگی انتشــار سویه‌هاي این باکتري، از اهمیت اپیدمیولوژیک ویژه‌اي 
به منظور یافتن منبع عفونت، ارزیابی چگونگی انتشــار ســویه‌ها و کنترل 
سریع شیوع پاتوژن به ویژه ســویه‌هاي مقاوم چند دارویی، برخوردار است 
)17(. درمــان این بیماری با آنتی بیوتیک‌های متداول به دلیل تولید آنزیم 
بتالاکتامــاز معمولاً با مقاومت آن همراه می‌باشــد، که اســتفاده ازپروتکل 
درمانــی چند آنتی بیوتیک و داروهای مقاوم به بتالاکتاماز موفق می‌باشــد 
)22(. مقاومــت ذاتی باکتری ســودوموناس آئروژینوزا به آنتی‌بیوتیک‌ها به 
دلیل حضور پروتئین‌های اختصاصی موجود در غشای خارجی این باکتری 
می‌باشد. لیپوپروتئین‌های موجود در غشای خارجی با تاثیر بر روی سیستم 
انتشــار دارو و ناتراوایی در غشای ســلول باکتری موجب ایجاد مقاومت در 
ســودوموناس آئروژینوزا می‌گردد )22(. بســیاری از ژن‌های مقاومت ضد 
میکروبــی با عناصر ژنتیکی کــه اینتگرون نامیده می‌شــوند ارتباط دارند. 
اینتگرون‌ها می‌توانند روی کروموزوم، پلاســمید و همچنین ترانسپوزون‌ها 
قرار گیرند )9(. مشــخص شده اســت که بین ژن‌های کدکننده آنزیم‌های 
مختلف آنتی‌بیوتیکی و برخــی از اینتگرون‌ها به ویژه اینتگرون‌های کلاس 
I ارتباط قوی وجود دارد. ماهیت ســیار بودن این عناصر ژنتیکی، مقدمات 
انتشار هرچه بیشــتر این آنزیم ها و نهایتاٌ ایجاد مقاومت را فراهم می‌سازد 
)8(.  تمام اینتگرون‌هایی که تا امروز شناســایی شــده‌اند دارای سه عنصر 
 int I ضــروری زیر برای وارد کــردن ژن‌های خارجی می‌باشــند: الف( ژن
کــه آنزیم اینتگراز را کد می‌کند. این اینتگــراز متعلق به خانواده تیروزین‌ 
ریکامبیناز می‌باشــد و سبب وارد شــدن ژن خارجی به ساختار اینتگرون 
می‌گردد. ب( att I site که محل قرارگیری ژن خارجی می باشد و ژن های 
مقاومت در این مکان وارد می شــود. ج( Pc که پرموتور می‌باشــد و محل 
صحیح رونویســی را برای آنزیم رونویســی مشــخص می‌کند و سبب بیان 
صحیح ژن‌های وارد شده در ساختار اینتگرون می‌شود )24(. شیوع مقاومت 
آنتی‌بیوتیکی در ســودوموناس آئروژینوزا در حال افزایش است که بیشتر از 
10% از ایزوله‌های این باکتری در سراسر جهان دارای مقاومت چند دارویی 
 I بــوده اند. هدف از این مطالعه، شناســایی اینتگرون‌های کلاس )MDR(
در باکتری ســودوموناس آئروژینوزاي جداشده از ورم پستان با تکنیک‌های 
ملکولی و تعیین حساســیت آنتی‌بیوتیکی آن در سویه‌های جداسازی شده 

می‌باشد.

مواد و روش ها
جمع‌آوری و جداسازی نمونه‌ها

در این مطالعه توصیفی- مقطعی، طی ماه فروردین تا شــهریور ســال 
1393، تعداد 150 نمونه از شــیر خام دامداری‌های نقاط مختلف اســتان 
تهران و تعدادی نیز از منطقه شــهرکرد با علائم ورم پســتان جمع‌آوری و 
بر روی محیط‌های بلادآگار، مک‌کانکی آگار و ســتریمیدآگار کشت داده و 
به مدت 24 ســاعت در دمای 37 درجه سانتی‌گراد انکوباسیون گردید. بعد 
از رشــد باکتری نمونه‌ها از نظر وجود پرگنه‌های مشکوک به سودوموناس 
آئروژینوزا بررســی و با اســتفاده از آزمایش‏های بیوشیمیایی ازجمله تست 
اکسیداز، کاتالاز، تستOF، تستMR/VP، بررسی حرکت و تولید اندول در 
محیط کشــتSIM، تولید پیگمان، واکنش در محیط کشتTSI و رشد در 

42 درجه سانتی‏گراد، شناسایی و در نهایت 51 نمونه باکتری سودوموناس 
آئروژینوزا مورد تایید قرار گرفت )3(.

آزمون تعیین حساسیت
جهت انجــام آزمایش حساســیت آنتی بیوتیکی با اســتفاده از روش 
دیســک دیفیوژن، ابتدا سوسپانســیونی از باکتری که مطابق با استاندارد 
نیم مک فارلند بود تهیه و با ســوآپ بر روی محیط کشت مولرهینتون آگار 
 HIMEDIA کشت داده شد. دیسک‌های آنتی‌بیوتیکی تهیه شده از شرکت
Himedia Laboratories Pvt.Limited-INDIA( با استفاده از پنس استریل 
در ســطح محیط کشــت قرار داده و محیط کشــت به مدت 24 ساعت در 
دمای 37 درجه انکوباســیون گردید. بعد از آن قطر هاله عدم رشد و مقاوم 
و حســاس و یا نیمه حساس بودن باکتری با اســتفاده از جدول استاندارد  
CLSI مشخص گردید )5(. دیسک‌های آنتی‌بیوتیکی مورد استفاده در این 
تحقیق عبارت بودند از: جنتامایسین)10میکروگرم(، سیپروفلوکساسین )5 
میکروگرم(، انروفلوکساســین)5 میکروگرم(، آمیکاســین )30 میکروگرم(، 
کانامایسین  )30میکروگرم(،  )30میکروگرم(، سفتریاکســون  تتراسایکلین 
)30 میکروگرم(، آمپی‌ســیلین )10 میکروگرم(، ایمی‌پنم )10میکروگرم(. 
جهت بررســی کنترل کیفی آزمایشــات از سویه اســتاندارد سودوموناس 

آئروژینوزا ATCC 27853 به عنوان کنترل مثبت استفاده شد.

MIC آزمون تعیین
 MIC) جهــت انجام آزمایش تعییــن حداقل غلظت ممانعت از رشــد
 E.test (Epsilometer از نوارهای )Minimum Inhibitory Concentration
test( با رقت‌های مختلف بر حســب میکروگرم استفاده گردید. بعد از کشت 
 E.test باکتری با استفاده از سوآپ بر روی محیط مولرهینتون‌آگار، نوارهای
آنتی‌بیوتیکهای آمیکاســین، جنتامایسین، سیپروفلوکساسین تهیه شده از 
شــرکت HIMEDIA Pvt.Limited-INDIA)  Himedia Laboratories( با 
قلــم مخصوص بر روی محیط قرار داده و در دمای 37 درجه انکوباســیون 

گردید.

DNA استخراج
 MBST (Molecular Biological System با کیت DNA اســتخراج
 PCR و مطابق دســتوالعمل شرکت سازنده انجام گرفت. آزمون )Transfer
جهت بررســی ژن‏ اینتگرون I با اســتفاده از پرایمرهای اختصاصی که در 
جدول 1 ذکرشــده‏ است، انجام شد )10(. برنامه آزمون PCR بدین صورت 
می‌باشــد: واسرشــت اولیه در دمای C°94 به مدت 5 دقیقه، واسرشــت 
دردمــای C° 94به مــدت 30 ثانیه، اتصال در دمــای C°55 به مدت 30 
ثانیه، بســط در دمای C°72 به مدت 2 دقیقه )35 سیکل(، بسط نهایی به 
مدت 5 دقیقه در دمای C°72 انجام گردید. مخلوط ترکیبات استفاده شده 
 (Cinna KIT-PR8250C) PCR :جهت انجام واکنش به این شرح می‌باشد
MASTER MIX  به میزان 12/5 میکرولیتر، پرایمرهای مورد اســتفاده با 
غلظت µM 0.5 هرکدام 1 میکرولیتر، نمونه DNA 4 میکرولیتر، آب مقطر 
6/5 میکرولیتــر در حجم نهایی 25 میکرولیتر تهیه و مورد اســتفاده قرار 
گرفت)10(. آزمون PCR در دســتگاه TECHNE انجام و از نشــانگر 100 
bp ladder (Fermentase) نیــز برای تایید وزن مولکولی محصولات تکثیر 
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شــده، استفاده شــد. الکتروفورز نمونه‏ها در ژل 1/2% آگارز انجام و پس از 
 Gel Documentation رنگ آمیزی بــا اتیدیوم بروماید، نتایج، با دســتگاه
(BIORAD) زیر نور ماورای بنفش )UV( بررسی و اندازه محصول با طول  
bp 558 مشــاهده شــد. در نهایت داده‌های ‌آماری ‌با‌ ‌نرم‌افزار ‌‌‌SPSS 13 با 

استفاده از آزمون‌های آماری توصیفی مورد تجزیه و تحلیل قرار گرفت.

نتایج
در ایــن تحقیــق مشــخص گردید کــه از مجموع 150 نمونه شــیر 
دارای علائم ورم پســتان در نهایت 51 نمونــه 34 درصد آلوده به باکتری 
ســودوموناس آئروژینوزا می‌باشــند. نتایج آزمون آنتی‌بیوگرام نشان داد که 
میزان حساســیت ســویه‌های مختلف به آنتی‌بیوتیک‌های مورد اســتفاده 
متفاوت بوده که در جدول شماره 2 ذکر شده است. نتایج حاکی از این بود 
که ســودوموناس آئروژینوزا جداسازی شده به اکثر آنتی‌بیوتیک‌ها حساس 
هســتند، ولی بیشــترین مقاومت نسبت به آمپی‌ســیلین، تتراسایکلین و 
کانامایســین به میزان 100 درصد، 94/2 و 94/2 درصد به ترتیب مشاهده 
شد )نمودار 1(. همچنین مطابق جدول 3 میزان مقاومت چندگانه جدایه‌ها 
نسبت به آنتی‌بیوتیکهای مختلف با گروه‌بندی مختلف نشان‌دهنده مقاومت 
بالای چندگانه )MDR( در نمونه‌های شــیر آلوده به باکتری ســودوموناس 

آئروژینوزا می‌باشد. بیشــترین مقاومت چندگانه نسبت به آنتی‌بیوتیکهای 
کانامایســین/آمپی سیلین/تتراسایکلین مشاهده شــد. در نمودار 2 میزان 
فراوانی مقاومت به 2، 3 و 4 آنتی‌بیوتیک مشــخص می‌نماید که بیشترین 
میزان مقاومت نسبت به 3 و 4 آنتی‌بیوتیک به طور همزمان به ترتیب 54/9 
درصــد و 39/2 درصد و کمترین میزان مقاومت نســبت به 2 آنتی‌بیوتیک 
با 5/8 درصد فراوانی وجود داشــته و هیچ جدایه‌ای که حساس و یا مقاوم 
به همه داروها باشــد در بین نمونه‌ها مشاهده نگردید. جهت تعیین حداقل 
غلظــت ممانعت از رشــد ‌MIC با اســتفاده از E.test، بــا آنتی‌بیوتیکهای 
جنتامایسین، سیپروفلوکساســین و آمیکاسین انجام و مشخص گردید که 
نمونه‌ها به آنتی‌بیوتیک جنتامایســین بیــن µg  2-0/75، به آنتی‌بیوتیک 
سیپروفلوکساسین بین µg  0/38-0/094 و به آنتی‌بیوتیک آمیکاسین بین 
µg 4-0/05 حساس می‌باشند )شکل 1(. نتایج حاصل از شناسایی مولکولی 
با استفاده از روش PCR مشخص نمود که تنها 1 جدایه معادل 1/96 درصد 
واجد ژن اینتگرون )int-1( با قطعه‌ای به وزن 558 جفت باز می‌باشد که در 

شکل 2 به تصویر کشیده شده است.

بحث و نتیجه‌گیری
 )MDR( در این تحقیق مشــخص شــد که وجود مقاومــت چندگانه

)Fonseca et al.,2005( I جدول1- پرایمرهای مورد استفاده برای ژن اینتگرون

جدول2-  میزان حساسیت سویه‌ها به آنتی بیوتیک‌های مختلف با روش دیسک دیفیوژن بر حسب تعداد و درصد

)bp( اندازه محصول  Sequence ( 5´- 3´ نام پرایمردمای اتصال)

558  GCCTTGCTGTTCTTCTACGG55˚C intI-F

  GATGCCTGCTTGTTCTACGG:IntI-R

)%( مقاوم )%( نیمه حساس  )%( حساس  نوع آنتی بیوتیک

--)100( 51جنتامایسین

--)100( 51سیپروفلوکساسین

--)100( 51انروفلوکساسین

--)100( 51آمیکاسین

)94/2( 48)3/9( 2)1/9( 1تتراسایکلین

)45/1( 23)5/8( 3)49/1( 25سفتریاکسون

)94/2( 48-)5/8( 3کانامایسین

)100( 51--آمپی سیلین

--)100( 51ایمی پنم
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نســبت به آنتی‌بیوتیک‌های رایج در درمان عفونت‌های ورم پستان ناشی از 
سودوموناس آئروژینوزا می‌تواند زنگ خطری برای انتقال عوامل مقاومت به 
جوامع انسانی باشد، همانطور که این باکتری به عنوان مهم‌ترین عامل ایجاد 
کننده عفونت‌های مقاوم بیمارســتانی مطرح شــده است )2(. شجاع پور و 
همکاران در سال )1387( سودوموناس آئروژینوزا را به عنوان عامل عفونت 
اصلی بیمارســتانی گزارش نموده و تشــخیص‌های صحیح آزمایشگاهی را 
برای جلوگیری از شکســت درمان ناشــی از انتخاب داروی نامناسب بسیار 
مهــم توصیف می‌نمایند)21(. خــان در نتایج تحقیق خــود که به منظور 
شناســایی ژن‌ حدت باکتری سودوموناس آئروژینوزا در نمونه‌های محیطی 
انجام گردید، عنوان نمود که سودوموناس آئروژینوزاهای دارای عوامل حدت 

 CFU40 را می‌توان از آب شــرب حیوانات محصور شده در قفس تا میزان
شناسایی نمود )14(. دیلی و همکاران در ایرلند به بررسی میزان شیوع ورم 
پســتان ناشی از سودوموناس آئروژینوزا در گله‌های گاوهای شیری به روش 
ملکولی پرداخته و با انجام کشت ابتدا وجود باکتری را اثبات نموده و اشاره 
به این نکته نیز می‌نماید که جداســازی از نمونه‌های ورم پســتان مزمن به 
روش کشــت بعضاً مشکل می‌باشــد )6(. در تانزانیا شم و همکاران در سال 
)2001(، به بررسی ورم پســتان‌های تحت بالینی در بین نژادهای مختلف 
پرداخته و به این نتیجه رســیدند که میزان ابتلا به باکتری ســودوموناس 
آئروژینوزا از درصد کمتری نســبت به اســتاف اورئوس و استرپ آگالاکتیه 
برخوردار اســت و 20 درصد ورم پســتان‌ها را ناشی از این باکتری گزارش 

جدول 3- تعداد جدایه‌های دارای مقاومت چندگانه به آنتی‌بیوتیک‌ها مختلف

نمودار1- توزیع فراوانی مقاومت و حساسیت به آنتی بیوتیک های مختلف  بر حسب تعداد 

نوع آنتی بیوتیک تعداد جدایه‌های مقاوم

کانامایسین/آمپی سیلین/ سفتریاکسون2

کانامایسین/آمپی سیلین/تتراسایکلین25

کانامایسین/آمپی سیلین1

کانامایسین/آمپی سیلین/ سفتریاکسون/ تتراسایکلین20

تتراسایکلین/آمپی سیلین2

تتراسایکلین/آمپی سیلین/سفتریاکسون1
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نمودند )20(. جیانگ و همکاران در بررســی خود ســال )2015( بر روی 
22759 نمونه شــیر گاو‌های مبتلا به ورم پستان‌های تحت بالینی، میزان 
آلودگی به ســودوموناس آئروژینوزا را 62/55 درصد گزارش نمودند )13(. 
قبولی و همکاران در پژوهش سال )1391( بر روی باکتری‌های ایجادکننده 
ورم پســتان دوره خشکی در تبریز به این نتیجه رسیدند که 13/32 درصد 
نمونه‌ها آلوده به ســودوموناس آئروژینوزا می‌باشند )11(. در تحقیق حاضر 
نمونه‌ها به صورت تصادفی انتخاب نگردید، لیکن بر اساس محل جغرافیایی 
مشــخص گردید که میزان آلودگی شیر گاوهای مبتلا به ورم پستان‌های با 
ویژگی‌های تحت بالینی 34 درصد بــوده که این میزان فراوانی با توجه به 
نتایج مطالعات فوق همخوانی نداشــته که علت این امر می‌تواند ناشــی از 
منطقه جغرافیایی مورد مطالعه، ضعــف مدیریت مزارع، وجود آبهای آلوده 
و یا مخازن آلوده به این باکتری، تفاوت روش‌های جداســازی و شناســایی 

باکتری و احتمال بروز خطا در روش‌های شناسایی باشد. به طور کلی گزارش 
میزان آلودگی و بررســی مقاومت‌های آنتی‌بیوتیکــی و عوامل بیماری‌زای 
باکتری ســودوموناس آئروژینوزا در ایران بســیار کم بــوده ولی با توجه به 
افزایش شــیوع و استفاده از آنتی‌بیوتیک‌های مختلف در درمان بدون انجام 
آزمایــش آنتی‌بیوگرام می‌تواند نقش مهمی در ایجاد ســویه‌های مقاوم ایفا 
نماید. کیرک و همکاران برنامه مدونی برای کنترل ورم پســتان‌های ناشی 
از سودوموناس آئروژینوزا در گله‌های شیری ارائه می‌کنند. او در این برنامه 
بــه عوامل ایجاد کننده و راه‌های کنترل و مهار این عوامل در جهت کاهش 
ورم پســتان ناشی از سودوموناس آئروژینوزا می‌پردازد. وی در این برنامه به 
انجام مرتب و دوره‌ای کشــت نمونه‌های شیر دام‌های دارای علائم، کنترل 
و آزمایشــات میکروبی آب دامداری، اجرای برنامه صحیح بهداشــتی اشاره 
می‌نماید )15(. زادوکس  و همکاران در ســال )2011(، استفاده از محلول 

شکل 2- نتیجه RCP بر روی ژل آگارز از چپ به راست: مارکر )bp 100(، کنترل مثبت حاوی ژن )int-1(، کنترل منفی، نمونه‌های 
 )bp 558( با طول باند )int-1( سودوموناس آئروژینوزا جداسازی شده 1-6، چاهک شماره 3  حاوی نمونه مثبت ژن

E.test با استفاده از نوار ‌MIC شکل 1- نتیجه آزمون تعیین حداقل غلظت ممانعت از رشد
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کلرهگزیدیــن را در ضدعفونی سرپســتان‌ها در کاهش میــزان ابتلا موثر 
می‌داند )23(. ســودوموناس آئروژينوزا از جمله باكتري‌هاي مقاوم است كه 
بــه دليل كاهش نفوذپذيري دارو و توليد آنزيم‌هاي مختلف، داراي مقاومت 
بالايي نســبت به آنتي‌بيوت‌كيها می‌باشــد )12(. تیله و همکاران در سال 
)2003(، بررسی بر روی میزان حساسیت ‌آنتی‌بیوتیکی عوامل ایجاد کننده 
ورم پســتان در گله‌ گاوهای شــیری را انجام داده و میزان مقاومت باکتری 
سودوموناس آئروژینوزا جداشــده از ورم پستان گاوهای مبتلا را که دارای 
ســنین مختلف بودند گزارش نمودند. در نتایج تیله میزان مقاومت باکتری 
ســودوموناس آئروژینوزا به آنتی‌بیوتیک‌های آمپی‌سیلین، آموکسی‌سیلین، 
تتراســایکلین، انروفلوکساســین، تری‌متوپریم/ســولفانامید، سفوپرازون و 
استرپتومایسین بین سالهای 2003-1999 به ترتیب برابر با 94 درصد، 93 
درصد، 100 درصد، 100 درصد، 96 درصد اعلام شد )22(. قبولی در نتایج 
تحقیق خود بیشترین میزان مقاومت را نسبت به پنی‌سیلین و آمپی‌سیلین 
گزارش نمودند )11(. در پژوهش اخیر نیز میزان مقاومت مقاومت نسبت به 
آمپی‌سیلین، تتراسایکلین و کانامایسین به میزان 100 درصد، 94/2 و 94/2 
درصد به ترتیب گزارش گردید که بــا نتایج تجقیقات تیله همخوانی دارد. 
در تحقیق ما همچنیــن میزان فراوانی وجود مقاومت‌های چندگانه دارویی 
)به 2 دارو، 3 و 4 دارو( نشــان داد که با بــروز پدیده )MDR( روند درمان 
عفونتهای ورم پســتان ناشی از ســودوموناس آئروژینوزا به مرور مشکل‌تر 
خواهد شد و با انتقال عوامل مقاومت سویه‌های مقاوم بیشتری پدید خواهد 
آمد. مصرف بیش از اندازه آنتی‌بیوتیک در دامپزشکی و حضور این ترکیبات 
در محصولات غذایی حیوانی که مورد مصرف جوامع انسانی می‌باشد باعث 
ظهور ســویه‌هایی مقاوم از سودوموناس آئروژینوزا با مقاومت چندگانه شده 
اســت و آن را به یک مشکل اپیدمیولوژیک بزرگ در سرتاسر جهان تبدیل 

نموده است )7(.
 اینتگرون‌هــا بــه عنوان عناصــر متحــرک ژنتیکی موجــب انتقال 
شــاخص‌های مقاومت ضدمیکروبی در میزان بالا شــده و از اهمیت زیادی 
در ایجاد مقاومت چندگانــه آنتی بیوتیکی به خصوص در باکتری‌های گرم 
منفی برخوردار هستند )19(. انتقال افقی ژن‌های مقاومت آنتی‌بیوتیکی از 
طریق اینتگرون‌ها باعث افزایش مقاومت سویه‌های سودوموناس آئروژینوزا 
 I نســبت به ترکیبات ضد میکروبی شده اســت )9(. اینتگرون‌های کلاس
رایج ترین نوع اینتگرون‌های یافت شــده در جدایه‌های بالینی سودوموناس 
آئروژینوزا می‌باشــند، در تحقیق بینگ میزان شــیوع اینتگرون‌های کلاس 
I، 40/8 درصــد و در مطالعه فونســکا، 41/5 درصــد در نمونه‌های بالینی 
بیماران بستری گزارش شده اســت )12،10(. شیوع اینتگرون کلاس I در 
مطالعه حاضر برابر با 1/96 درصد بوده اســت. البته با مقایسه نتایج آزمون 
آنتی‌بیوگرام این تحقیق و شناسایی ژن اینتگرون می‌توان گفت که با توجه 
به حســاس بودن باکتری به اکثر آنتی‌بیوتیک‌های مورد اســتفاده در این 
مطالعــه، فراوانی کم ژن اینتگــرون کلاس I در این مطالعه امری نامحتمل 
نمی‌باشــد و همچنین بروز اشکال در انجام آزمون‌های ملکولی و  تفاوت در 
میزان اســتفاده از مواد ضد میکروبی در درمان انســان ها و حیوانات نیز از 
دیگر دلایل وجود اختلاف می‌باشــد. جهت كاهــش مقاومت آنتي‌بيوتكيي 
بايد 2 فاكتور عمده يعني استفاده زياد از آنتي‌بيوت‌كيها و سهولت گسترش 
ژن مقاومت را در نظر داشــت. اساس درمان مناســب در عفونت‌هاي ورم 
پســتان انتخاب كي آنتي‌بيوتكي با كارآئي بالا و ارزان مي‌باشــد. اقدامات 

كنترل عفونت و رعايت نكات بهداشتي در حذف يا كاهش اين نوع سويه ها 
بويژه در دامداری‌ها بايد بسيار جدي گرفته شود. امروزه افزايش مقاومت به 
آنتي‌بيوت‌كيها در باكتري‌ها كي معضل جهاني اســت كه در اثر مصرف بي 
رويه و روزافزون داروهاســت و متأسفانه كشور ما هم از اين قاعده مستثني 
نيســت. همچنين استفاده از نتایج تست آنتي‌بيوگرام در درمان عفونت‌هاي 
ورم پستانی جهت كاربرد صحيح آنتي‌بيوتكي موثر می‌بایست توجه ويژه‌اي 
صــورت گیرد. از آنجا که بیشــتر اینتگرون‏های حــاوی ژن‏ها و آنزیم‏های 
تغیر دهنده آنتی‌بیوتیکها را  کد می‏کنند، درمان عفونت ناشــی از باکتری 
سودوموناس آئروژینوزا حاوی این ژن‏ها به دلیل فقدان آنتی‏بیوتیک جدید 
که طیف درمان وسیعی داشته باشــد، مشکلات عمده‏ای را ایجاد می‏کند. 
لذا شناسایی و ردیابی سویه‏های مولد این آنزیم‏ها می‏تواند گامی اساسی در 
درمان عفونت ناشی از این سویه‏ها باشد. همچنین با تعیین الگوی مقاومت 
آنتی‌بیوتیکی و اســتفاده از آنتی‌بیوتیک‌های مناسب در مواقعی که نیاز به 
درمان باشد نیز می‌تواند از بروز مقاومت آنتی‌بیوتیکی جلوگیری نموده و از 
انتشار سویه‌های مقاوم در بین جمعیت‌های انسانی و حیوانی ممانعت کرد.

تشکر وقدردانی
ایــن تحقیــق با اســتفاده از بودجــه طرحهــای تحقیقاتی شــماره 
7504002/6/20 معاونت پژوهشــی دانشکده دامپزشــکی دانشگاه تهران 
انجام گرفته اســت که نویسندگان مراتب سپاس خود را بدین وسیله اعلام 
می دارند. همچنیــن از همکاری دکتر ایرج اشــرافی تمای، مهندس امیر 
مهربانی و آزمایشــگاه پژوهشی میکروبیولوژی پاسارگاد که در انجام مراحل 

عملی این تحقیق همکاری نمودند تشکر و قدردانی می‌گردد.
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