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 چکیده

 پنومونیه کلبسیلا جمله از مختلفی عوامل توسط که است شیری گاوهای گله در شایع های بیماری از یکی گاو پستان ورم :مقدمه

(Klebsiella Pneumonia )پستان اورام موارد در پنومونیه کلبسیلا باکتری ردیابی هدف با حاضر مطالعه ارتباط، این در. شودمی ایجاد 

 .شد انجام باکتری این بیوتیکیآنتی مقاومت الگوی بررسی و گاو در بالینی تحت و بالینی

 آوریجمع شهرکرد شهرستان هایگاوداری از پستان اورام به مبتلا شیری گاوهای از شیر مونهن 130 پژوهش این در ها:مواد و روش

 مقاومت کدکننده هایژن ترینشایع حضور گشته، جدا پنومونیه کلبسیلا هایجدایه مولکولی تأیید و میکروبی کشت از پس و شدند

 انتشار روش به بیوتیکیآنتی مقاومت فنوتیپی الگوی وPCR (Reaction Chain Polymerase ) روش به هاجدایه این در بیوتیکیآنتی

 افزاررمن در درصد 95 اطمینان سطح در فیشر دقیق و کای مربع آماری هایمدل از نتایج تحلیل و تجزیه جهت. شدند ارزیابی دیسک

 .گردید استفاده SPSS 20 یآمار

 اکثر حضور هاجدایه این در که بودند پنومونیه کلبسیلا به آلوده( درصد 38/15) نمونه 20 آزمایش، مورد شیر نمونه 130 از :هایافته

 درصد 65 و 70 فراوانی با ترتیببه aadA1 و sulI هایژن که طوریبه گردید؛ ردیابی بیوتیکیآنتی مقاومت کدکننده هایژن

. بودند هاجدایه این در شدهردیابی بیوتیکیآنتی ومتمقا هایژن نادرترین درصد 25 فراوانی با cmlAو  cat1 هایژن و ترینشایع

 .بودند مقاوم تتراسیکلین و سیلینپنی به نسبت هاجدایه تمام که است ذکر شایان

 درمان در بیوتیکآنتی از رویهبی استفاده دهندهنشان پنومونیه کلبسیلا هایجدایه در چندگانه بیوتیکیآنتی مقاومت :یریگجهینت

 بااهمیت پیش از بیش را پستان اورام درمان در بیوتیکآنتی مؤثرترین انتخاب جهت بیوگرامآنتی انجام لزوم و بوده عفونی یهابیماری

 .  کندمی

 

    گاو پستان ورم ،پنومونیه کلبسیلا شهرکرد، شهرستان بیوتیکی،آنتی مقاومت الگوی :یدیکل کلمات
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 مقدمه
 ی( باکترKlebsiella Pneumonia) هیپنومون لایکلبس

یکپسول پل یمتحرک و داراریشکل غ یالهیم یگرم منف

یکپسول تمام سطح سلول را م نیاست که ا یدیساکار

 زبان،یم یدفاع یهامیاز مکانس یاریبس هیپوشاند و عل

یدو نوع آنت لایکلبسجنس  یکند. اعضایم جادیمقاومت ا

 یکپسول دیراکاسی( و پلOژن ی)آنت دیساکاریپوپلیژن ل

(. 1) کندیم انیخود ب یها( را در سلولKژن )یآنت

دارند نقش  یباکتر ییزایماریدر ب یحدت مهم یفاکتورها

 :CPS) یدیساکاریپلها کپسول آن نیتراز مهم یکی که

capsular polysaccharide synthesisیواحدها باشد.ی( م 

و در اکثر قند  6تا  4از  یدیساکاریپلکپسول  نیا یتکرار

هیسو شتری(. ب2شده است ) لیتشک کیاورون دیموارد از اس

 یهامارکر وهستند  kمارکر  یدارا هیپنومون لایکلبس یها

1k، 2k، 54k  57وk مقاومت به  جادیدر ا یشتریب تیاهم

هیجدا ریبا سا سهیدر مقا یکبد یهاآبسه جادیو ا تیفاگوس

یپل یواحدها دیدر تول CPS یها(. مجموعه ژن3) دارندها 

 دیو تول گریکدیها به تجمع و اتصال آن ،کپسول یدیساکار

به  یکپسول نقش دارند. کپسول باعث مقاومت باکتر

 یهاشود. سوشیم یقو رولانسیو جادیو ا توزیفاگوس

 باهمراه  یهایکلن جادیبا ا هیپنومون لایکلبس یتهاجم

 (.4ند )گردیآشکار م تیدر پل ادیز یچسبندگ

بدون توجه به علت  یم پستان به التهاب غده پستانور

 ییایمیش ،یکیزیف راتییتغ لهیکه به وس شودیآن اطلاق م

حاصل از  راتییتغ نیو همچن ریش یکروبیم و معمولاً

(. مهم5شود )یمشخص م یدر بافت غده پستان یماریب

از:  هستندد عبارت نشویم جادیا ریکه در ش یراتییتغ نیتر

با  تیلوکوس یادیتعداد ز شیدایوجود لخته و پ رنگ، رییتغ

که به  یشدن غده پستانو سفت ردد ،یعلائم تورم، گرم

داد.  صیها را تشخآن توانیم ریش یظاهر شیآزما لهیوس

نسبت به  وانیح نیعفونت پستان در گاو و کاهش مقاومت ا

ورم پستان  ینیزا منجر به بروز فرم حاد بالیماریعوامل ب

از مسائل مهم در  یکیعنوان عارضه به نیو اشده است 

 جمله ازاز کشورها  یاریرود. در بسیم ارپرورش گاو به شم

 نیها در بیماریب نیترعیاز شا یکیتورم پستان  ران،یا

بعد از  هیپنومون لایکلبس(. 6است ) یریش یگاوها

 یطیعامل ورم پستان مح نیترعیشا عنوانبه یاکلیشیاشر

 هیرویبمصرف  لیکه امروزه به دل شودیمگاو محسوب 

 بهنسبت  ور،یطپرورش دام و  یهافارمدر  هاکیوتیبیآنت

 .است شده مقاوم هاکیوتیبیآنت اکثر

 تمامی یا تعداد به ذاتی طوربه هاارگانیسم از برخی

 با هاآن از برخی و هستند مقاوم میکروبی ضد عوامل

 از مقاومت یهاژن انتشار و موتاسیون هایمکانیسم

(. 7) شوندمی مقاوم هاارگانیسم سایر به مقاوم هایارگانیسم

 طریق از هابیوتیکآنتی به مقاومت هایژن انتقال

 (.8) گیردمی صورت هااینتگرون و هاترانسپوزون پلاسمیدها،

 لایکلبس در بیوتیکیآنتی هایمقاومت بروز اصلی عامل

 مقاومت کنندهکد هایژن از برخی حضور ه،یپنومون

 به مقاومت کدکننده هایژن جمله از بیوتیکیآنتی

 ،(CITM و SHV، TEM) سیلینآمپی بیوتیکآنتی

 ،(aac(3)-IV) جنتامایسین ،(int1 و sul1، sul2) سولفانامیدها

 و strA، strB) استرپتومایسین ،(blaSHV) سفالوتین

aadA1)، تتراسایکلین (tetA-tetE و tetG)، یممتوپرتری 

(dfrA1، dfrA13 ،dfr7 و dfr17)، فلوروکوئینولون (qnr )و 

  (.9) باشدمی( cmlA و catI-catIII) کلرامفنیکل

 مطالعات در پنومونیه کلبسیلا در بیوتیکیآنتی مقاومت

 در مثال عنوانبه است؛ گرفته قرار توجه مورد مختلف

 گرم باکتری ایزوله 50 از ،(2017) همکاران و Das مطالعه

 تحت پستان ورم به مبتلا گاوهای شیر از جداشده منفی

 این در که بودند تتراسیکلین به مقاوم درصد 48 بالینی،

 ژن حامل ایزوله 16 و M-CTXbla ژن واجد ایزوله 18 بین،
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TEMbla مطالعه در دیگر سوی از(. 10) شدند شناسایی 

Podder از پنومونیه کلبسیلا ایزوله 61 ،(2014) همکاران و 

 فارم 11 در پستان ورم به مبتلا گاوهای از اخذشده شیر

 نتایج، مبنای بر که گردید جدا نیوفوندلند در شیری گاو

 مقاوم استرپتومایسین و تتراسیکلین به نسبت هاایزوله تمام

 (.11) بودند

 لایکلبسدر  یکیوتیبیآنت مقاومت گسترشبا توجه به 

 یدامپرور صنعت در کیوتیبیآنت هیرویو مصرف ب هیپنومون

یآنت مقاومت یالگو یمطالعه حاضر با هدف بررس کشور،

شده از اورام اجد هیپنومون لایکلبس یهاهیدر جدا یکیوتیب

 .شدپستان گاو انجام 
 

 هامواد و روش

 گیرینمونه

 طول در مقطعی -توصیفی صورتبه که مطالعه این در

 به مبتلا گاوهای با ارتباط در 1397 سال اول ماه شش

 شد، انجام شهرکرد شهرستان هایگاوداری در پستان اورام

 و بالینی پستان اورام به مبتلا گاوهای از شیر نمونه 130

 آزمایش در +++ تا + نتیجه دارای که بالینی تحت

(Test Mastitis California )CMT در یدبودند، اخذ گرد .

لا درجه ابت یینجهت تع آزما یراز محلول ش یشآزما ینا

 تعداد اساسکه بر شدبه ورم پستان استفاده 

 گیریاندازه شیر لخته قوام شیر، در موجود هایلوکوسیت

 .گرددمی

 یلدر ظروف استر لیتریلیم 20در حجم  یرش هاینمونه

 مجاورت در و گردیدند اخذپستان  یانیم یهاو از دوشش

 یدانشگاه آزاد اسلام یکروبیولوژیم یقاتبه مرکز تحق یخ

 همراهاست که  ذکر شایان. نداحد شهرکرد انتقال داده شدو

سن گاو،  یرنظ اطلاعاتی بر مبتنی ایپرسشنامه نمونه، هر

 و پستان ورم شدت پستان، ورم به ابتلا زمان ،زایمان تعداد

 .  گردید یهته بیوتیکآنتی مصرف قبلی سابقه

 پنومونیه یلاکلبس یباکتر یکشت و جداساز

 TSB کنندهغنی محیط در بتداا شیر هاینمونه

(Broth Soy Tryptic( )Merk،  به مدت )ساعت  24آلمان

 ،. سپسشدند داده کشت گرادیدرجه سانت 37 یدر دما

EMB ( Methylene Eosin جامد محیط در خطی صورتبه

Blue( )Merk، گردیدند( کشت آلمان. 

 انتخاب مثبت لاکتوز موکوئیدی هایپرگنهادامه،  در

 هاییلگرم و مشاهده باس یزیآمپس از انجام رنگ شدند و

 وTSI (Iron Sugar Triple ) یطمح درها در آن یگرم منف

IMViC (, Indole یشداده شدند و آزما کشت اوره

Citrate and, Proskauer-Voges, Red Methyl )مورد در 

در  --++واکنش  یکه دارا ییها. پرگنهشد انجام هاآن

رد، وژس  یل: اندول، متهای آزمونامل )ش IMViC آزمون

و  TSI یطدر مح اسید/ اسید واکنش ،(سیتراتپروسکوئر و 

 پنومونیه کلبسیلا یهاپرگنه عنوانبهبودند  یاوره آز منف

 (.12انتخاب شدند )

 یطدر مح یمطالعات بعد منظوربه جداشده هایجدایه

TSB گردیدند یکشت و نگهدار. 

 

 مولکولی آزمایشات

DNA کیت از استفاده با مطالعه مورد هایجدایه نومیژ 

 با مطابق( ایران سیناژن شرکت ساخت) DNA استخراج

 از پس و گردید استخراج سازنده شرکت دستورالعمل

 -20 دمای در PCR انجام تا نمونه هر ،DNA استخراج

 . شد نگهداری گرادسانتی درجه

 در پنومونیه کلبسیلا وجود قطعی تأیید جهت

 زوج از استفاده با PCR آزمایش مطالعه، مورد هایهجدای

 و ATTTGAAGAGGTTGCAAACGAT-3-5 پرایمرهای

5-TTCACTCTGAAGTTTTCTTGTGTTC-3 (،سیناژن 

 برنامه. شد انجام 16S-23S ITS ژن ردیابی جهت( ایران

 با سیکل یک: شامل مرحله این در استفاده مورد حرارتی
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 سیکل 30 دقیقه؛ 3 مدت به گرادسانتی درجه 94 دمای

 ثانیه، 40 مدت به گرادسانتی درجه 95 دمای با تکراری

 72 دمای ثانیه، 55 مدت به گرادسانتی درجه 58 دمای

 دمای با انتهایی سیکل ثانیه؛ 60 مدت به گرادسانتی درجه

 قطعه وجود. بود دقیقه 6 مدت به گرادسانتی درجه 72

 دهندهنشان شواکن این در تکثیریافته بازی جفت 130

 . بود مطالعه مورد هایجدایه در پنومونیه کلبسیلا وجود

 پنومونیه کلبسیلا استاندارد سویه از آزمایش این در

 ATCC 700603مقطر آب از و مثبت کنترل عنوانبه 

 ردیابی منظوربه(. 13) شد استفاده منفی کنترل عنوانبه

: شامل یبیوتیکآنتی مقاومت کدکننده هایژن ترینشایع

، aadA1 ،aac(3)-IV ،sul1،blaSHV ،cat1 ،cmlA هایژن

tetA ،tetB ،dfrA1 ،blaCITM  وqnr پرایمرهای زوج از 

 در ذکرشده PCR شرایط با 1 جدول در شدهدادهنشان

 انجام( Multiplex PCR) چندگانه PCR قالب در 2 جدول

 5/1 آگارز ژل روی PCR محصولات الکتروفورز سپس،. شد

( ایران سیناژن،) DNA safe stain رنگی محلول واجد ددرص

 به ولت 90 ثابت ولتاژ با بازی جفت 100 مارکر حضور در

 با نظر مورد ژل. گرفت صورت ساعت یک حدوداً مدت

 .گردید بررسی UV لومیناتور ترانس دستگاه از استفاده

 

 هاجدایه بیوتیکییآنت یتحساس تعیین

 هابیوتیکآنتی به مقاومت یپیفنوت الگوی تعیین منظوربه

 CLSI یاربا مع مطابق( بیوگرامی)آنت دیسک انتشار روش از

(Clinical & Laboratory Standards Institute( )2017 )

 18ـ24مورد مطالعه به مدت  هایجدایه(. 18استفاده شد )

 TSB یعما یطدر مح گرادیدرجه سانت 37 یساعت در دما

 کشت داده شدند.

 نیم استاندارد معادل کدورتی باکتری، رشد از پس

در  جدایهاز هر  باکتری( CFU/ml 810×5/1فارلند )مک

 یلبا استفاده از سواپ استر و گردید یهته TSB یطمح

 آگار هینتون مولر جامد محیط روی متراکم کاملاً صورتبه

(Himedia، India )شد داده کشت. 

( شامل: نایرا ،)پادتن طب بیوتیکیآنتی هایدیسک

 

 موارد از جداشده پنومونیه کلبسیلا هایجدایه در بیوتیکیآنتی مقاومت کدکننده هایژن ترینشایع ردیابی جهت استفاده مورد پرایمرهای توالی :1 جدول

 گاو پستان ورم

(باز جفت) محصول اندازه منبع پرایمر توالی  ژن نام   بیوتیکیآنتی مقاومت 

14 447 (F) TATCCAGCTAAGCGCGAACT 

(R) ATTTGCCGACTACCTTGGTC aadA1 استرپتومایسین 

14 286 (F) CTTCAGGATGGCAAGTTGGT 

(R) TCATCTCGTTCTCCGCTCAT aac(3)-IV جنتامایسین 

14 822 (F) TTCGGCATTCTGAATCTCAC 

(R) ATGATCTAACCCTCGGTCTC sul1 سولفانامید 

14 768 (F) TCGCCTGTGTATTATCTCCC 

(R) CGCAGATAAATCACCACAATG 
blaSHV سفالوتین 

14 547 (F) AGTTGCTCAATGTACCTATAACC 

(R) TTGTAATTCATTAAGCATTCTGCC Cat1 کلرامفنیکل 

14 698 (F) CCGCCACGGTGTTGTTGTTATC 

(R) CACCTTGCCTGCCCATCATTAG cmlA کلرامفنیکل 

15 577 (F) GGTTCACTCGAACGACGTCA 

(R) CTGTCCGACAAGTTGCATGA tetA ینتتراسیکل  

15 634 (F) CCTCAGCTTCTCAACGCGTG 

(R) GCACCTTGCTGATGACTCTT tetB تتراسیکلین 

16 367 (F) GGAGTGCCAAAGGTGAACAGC 

(R) GAGGCGAAGTCTTGGGTAAAAAC dfrA1 متوپریمتری  

14 462 (F) TGGCCAGAACTGACAGGCAAA 

(R) TTTCTCCTGAACGTGGCTGGC CITM سیلینآمپی  

17 670 (F) GGGTATGGATATTATTGATAAAG 

(R) CTAATCCGGCAGCACTATTTA qnr فلورکوئینولون 
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 از جداشده پنومونیه کلبسیلا هایجدایه در بیوتیکیآنتی مقاومت کدکننده هایژن ترینشایع ردیابی جهت استفاده مورد چندگانه PCR شرایط: 2 جدول

 گاو پستان ورم موارد

 (میکرولیتر 50) PCRحجم  PCRبرنامه  ژن

aadA1, aac(3)-IV, sul1, 

blaSHV, cat1, cmlA 

چرخه 1  

دقیقه 8درجه ............  94  

چرخه 32  

ثانیه 60درجه ...........  95  

ثانیه 70درجه ...........  55  

دقیقه 2درجه ............  72  

چرخه 1  

 دقیقه 8درجه ............  72

PCR buffer 10X= 5 میکرولیتر  

Mgcl2= 5/2 میلی مول  

dNTP (Fermentas) = 200 میکرو مول  

primers F & R= 5میلی مول /  

Taq DNA polymerase (Fermentas) = 2 واحد  

DNA template= 3 میکرولیتر  

tetA, tetB, dfrA1, blaCITM 

چرخه 1  

دقیقه 8درجه ............  94  

چرخه 32  

ثانیه 60درجه ...........  95  

ثانیه 70درجه ...........  55  

دقیقه 2درجه ............  72  

چرخه 1  

دقیقه 8درجه ............  72  

PCR buffer 10X= 5 میکرولیتر  

Mgcl2= 5/2 میلی مول  

dNTP (Fermentas) = 200 میکرو مول  

primers F & R= 5میلی مول /  

Taq DNA polymerase (Fermentas) = 2 واحد  

DNA template= 3 میکرولیتر  

qnr 

چرخه 1  

دقیقه 6............ درجه  94  

چرخه 32  

ثانیه 60درجه ...........  95  

ثانیه 70درجه ...........  55  

ثانیه 70درجه ............  72  

چرخه 1  

دقیقه 5درجه ............  72  

PCR buffer 10X= 5 میکرولیتر  

Mgcl2= 5/2 میلی مول  

dNTP (Fermentas) = 200 میکرو مول  

primers F & R= 5مول / میلی  

Taq DNA polymerase (Fermentas) = 2 واحد  

DNA template= 3 میکرولیتر  

 

 30) کلرامفنیکل(، دیسک/ یکروگرمم 30) یکلینتتراسا

(، دیسک/ میکروگرم 10) استرپتومایسین(، دیسک/ میکروگرم

 10) جنتامایسین(، دیسک/ میکروگرم 5) کوتریموکسازول

(، دیسک/ میکروگرم 5) انروفلوکساسین(، دیسک/ میکروگرم

 5) سیپروفلوکساسین(، دیسک/ میکروگرم 30) سفالوتین

(، دیسک/ میکروگرم 5) متوپریمتری(، دیسک/ میکروگرم

  سیلینآمپی(، دیسک/ میکروگرم 300) نیتروفورانتوئین

 و( دیسک/ واحد 10) سیلینپنی(، دیسک/ واحد 10)

 محیط روی فاصله با( دیسک/ میکروگرم 15) اریترومایسین

درجه  37 یساعت در دما 18ـ24و به مدت  ندشد گذاشته

زمان  طیاز  پس. گردیدند انکوبه هوازی شرایط در گرادیسانت

  با مطابققطر هاله ممانعت از رشد  یریگرشد با اندازه

 هر به نسبت باکتری مقاومت یا حساسیت ،CLSI معیار

 یهواز س یشآزما ین(. در ا16) گردید تعیین بیوتیکآنتی

از  شدهتهیه) ATCC 700603 پنومونیه کلبسیلااستاندارد 

 کیفی کنترل عنوانبه( اللهبقیه یمارستانب یکروبیم یونکلکس

 .شد استفاده آزمایش انجام

 

 نتایج آماری تحلیل و تجزیه

و  یجاطلاعات حاصل از نتا یآمار یلو تحل یهتجز جهت

 پنومونیه کلبسیلا هایجدایه یفراوان ینارتباط ب یینتع

مورد مطالعه و  یرهایبا متغ پستان اورام موارد از شدهجدا
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 یافزار آماراز نرم جدایهدر هر  بیوتیکییمقاومت آنت یالگو

20 SPSS استفاده یشرف دقیق و یکا مربع یو مدل آمار 

 در داریمعناسطح  عنوانبه( >05/0P) آنالیز این در. گردید

 .شد گرفته نظر

 

 نتایج

 ورم بهمبتلا  یاز گاوها اخذشده شیر نهنمو 130 از

 یکروبیدرصد( در کشت م 38/15) رأس 20تعداد  پستان،

 تمامذکر است که  شایانبودند.  پنومونیه کلبسیلا به آلوده

 با PCR آزمایش در کشت، محیط در شدهجدا جدایه 20

 از حاصل ژل. گردیدند تأیید 16s-23sITS ژن ردیابی

 1 شکلدر  ژن ینبه ا مربوط یجفت باز 130قطعه  ردیابی

 نشان داده شده است:

تا  سال دواز  یسن گروه چهارمورد مطالعه در  گاوهای

به  یآلودگ ی. فراوانشدند بندیگروه سال پنج یبالا

 :است شده ارائه 3در هر گروه در جدول  پنومونیه کلبسیلا

 موازات به است مشهود 3 جدول در که گونههمان

 و یافته افزایش پنومونیه کلبسیلا به آلودگی سن، افزایش

 معناداری آماری اختلاف نتایج، آماری تحلیل و تجزیه در

 گروهای سایر با سال سه تا دو سن با گاوها آلودگی بین

 .دارد وجود( =036/0P) سنی

 به مطالعه مورد گاوهای قبلی، زایمان تعداد حسب بر

 گونهمانه. شدند تقسیم زاییده شکم پنج تا دو گروه چهار

 زایمان شکم دو با گاوهایی شود،می مشاهده 4 جدول در که

 زاییده شکم پنج گاوهای و آلودگی درصد 09/9 دارای قبلی

 .بودند پنومونیه کلبسیلا به آلودگی درصد 40/20 دارای

 وجود دهندهنشان 4حاصل از جدول  هایداده آنالیز

  نجپبا  ییگاوها یآلودگ ینب معنادار یاختلاف آمار

 درصد 95 اطمینان سطح در هاگروه یربا سا یقبل زایمان

(041/0P=.بود )  

 

 
از اورام پستان گاو )ستون  شدهجدا پنومونیه کلبسیلا هایجدایه در 16s-23sITSژن  یابیمربوط به رد PCRحاصل از الکتروفوز محصول  ژل :1 شکل

M=  یجفت باز 100مارکر DNAستون ؛ NC= ستون ی؛منف کنترل نمونه PC= واجد مطالعه مورد هاینمونه =1-6 های ستون مثبت؛ کنترل نمونه 

 (بازی جفت 130 قطعه

 

در  پنومونیه کلبسیلااز  یاورام پستان ناش فراوانی :3 جدول

 بر حسب سن گاو شهرکرد شهرستان هایگاوداری

(سال) سنی گروه هنمون تعداد  مثبت موارد درصد و تعداد   

3-2  12 1 (33/8)  

4-3  26 3 (28/14)  

5-4  38 5 (13/15)  

5 بالای  54 11 (37/20)  

کل جمع  130 20 (38/15)  

 هایگاوداری در پنومونیه کلبسیلا از ناشی پستان ورم فراوانی :4 جدول

 گاو قبلی زایمان تعداد حسب بر بختیاری و چهارمحال استان

زایمان تعداد هنمون تعداد  مثبت موارد درصد و تعداد   

2 11 1 (09/9)  

3 29 3 (34/10)  

4 41  6 (63/14)  

5 49 10 (40/20)  

کل جمع  130 20 (38/15)  
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 یشآزما نتایج حسب)بر  پستان ورم به ابتلا شدت نظر از

CMT)،  گاو رأس 47، + یجهنت یدارا گاو رأس 26تعداد 

 یجهنت یدارا گاو رأس 57و ++ ورم پستان درجه  دارای

 کلبسیلابه  یآلودگ فراوانیند. بود CMT یشآزما در+++ 

 نشان داده شده است. 5در سه گروه در جدول  پنومونیه

 ینرا ب معناداری یاختلاف آمار ی،آمار تحلیل و تجزیه

با درجه ابتلا  پنومونیه کلبسیلااز  یاورام پستان ناش یفراوان

درصد  95 یناندر سطح اطم یگربا دو گروه د +

(035/0P=) داد نشان. 

دوره  یدر ابتدا گاو رأس 57مورد مطالعه،  گاو رأس 130 از

و  پستان خشکی از قبل ماه یک در گاو رأس 46 یرداری،ش

 ورم به مبتلا پستان خشکی دورهدر طول  گاو رأس 27

 کلبسیلاگروه به  هر یآلودگ ی. فراوانبودند شده پستان

 آورده شده است: 6در جدول  پنومونیه

در  یشترب پنومونیه بسیلاکل ،6با اطلاعات جدول  مطابق

 ورم زایمان، از بعد اول هفته دودر  اریوشیر دوره یلاوا

 تحلیلو  تجزیه نتایج مبنای بر. کند می ایجاد پستان

اورام پستان  یفراوان ینب معناداری یاختلاف آمار آماری،

 با زایمان از بعد اول هفته دودر  پنومونیه کلبسیلااز  یناش

 سطح در پستان خشکی از بلق ماه یک و خشکی دوره

 .دارد وجود (=029/0P) درصد 95 اطمینان

 ورم درمان در بیوتیکآنتی مصرف سابقه حسب بر

 رأس 130 از پستان ورم به مبتلا گاوهای در اخیر پستان

 بیوتیکآنتی مصرف سابقه گاو رأس 73 مطالعه، مورد گاو

. دبودن نشده درمان بیوتیکآنتی با گاو رأس 57 و داشتند

 21/8 است، شده داده نشان 7 جدول در که گونههمان

 وبودند  شده بیوتیکیآنتیکه درمان  ییدرصد از گاوها

 ورم پستان  یرکه در دوره اخ ییدرصد از گاوها 56/24

 کلبسیلابه  آلوده بودند،درمان نشده  بیوتیکآنتی با

 بودند. پنومونیه

 دهندهنشان 7حاصل از جدول  هایداده یآمار آنالیز

پستان  یآلودگ یفراوان ینب معناداری یاختلاف آمار وجود

 در بیوتیکیآنتیدرمان  یبا سابقه قبل پنومونیه کلبسیلابه 

 (. =023/0P) بود مطالعه مورد گاوهای

جدایهدر  بیوتیکیآنتیمقاومت  الگویپژوهش  ینا در

  و یبه دو روش مولکول پنومونیه کلبسیلا های

 

 CMT یشآزما نتایج حسب بر بختیاری و چهارمحال استان هایگاوداریدر  یهپنومون یلااز کلبس یورم پستان ناش یفراوان :5 جدول

 مثبت موارد درصد تعداد نمونه تعداد ( CMT) نتیجه ابتلا شدت

+ 26 10 (38/46) 

++ 47  6 (76/12) 

+++ 57  4 (01/7) 

 (38/15) 20 130 کل جمع

 

 بر حسب زمان ابتلا به ورم پستان شهرکرد شهرستان هایگاوداریدر  پنومونیه کلبسیلااز  یپستان ناشورم  فراوانی :6 جدول

ابتلا زمان نمونه تعداد  مثبت موارد درصد تعداد   

زایمان از بعد اول هفته دو  57 (80/22)  

پستان خشکی از قبل ماه یک  46 6 (04/13)  

زایمان از قبل روز 45-30  27 1 (70/3)  

کل جمع  130 20 (38/15)  
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حضور  مولکولی، قسمت درکه  یدگرد یابیارز بیوگرامآنتی

 PCRبه روش  بیوتیکآنتیمقاومت به  کنندهژن کد 10

نشان داده  8جدول  در نتایج. شد ردیابی هاجدایهدر 

 شده است.

 sul1 هایژن است، مشهود 8 جدول در که گونههمان

 cal1دو ژن  و ترینشایعدرصدaadA1 (65  )درصد( و  70)

مقاومت  کدکننده هایژن یندرصد( نادرتر 25) cmlAو 

 .بودند مطالعه مورد هایجدایه در بیوتیکیآنتی

 فوق، هایژن یابیحاصل از رد یجنتا یآمار یزآنال در

 یربا سا dfrA1و  cat1، cmlA، blaSHV هایژنحضور  ینب

 یارآم اختلاف بیوتیکیآنتیمقاومت  کدکننده هایژن

 .گردید( مشاهده =033/0P) معناداری

از روش  بیوتیکیآنتیمقاومت  فنوتیپی ارزیابی در

استفاده شد و  CLSI یاربا مع مطابقساده  یسکیانتشار د

 کلبسیلا جدایه 20 بیوتیکیآنتیمقاومت  یا حساسیت

 هایبیماریدر درمان  یجرا بیوتیکآنتی 13به  پنومونیه

 مشاهده قابل 9در جدول  نتایج. گردید تعیین دام عفونی

 . باشد می

 100علاوه بر مقاومت  ،9 جدول اطلاعات مبنای بر

 سیلین،پنیو  تتراسایکلین به نسبت هاجدایه یدرصد

 یموکسازولنسبت به کوتر بیوتیکیآنتیمقاومت  یشترینب

مقاومت نسبت به  یزانم یندرصد( و کمتر 70)

 20) انتونینیتروفور( و ندرصد 15) سیپروفلوکساسین

 نتایج آماری تحلیل و تجزیه در. گردید مشاهدهدرصد( 

آنتیمقاومت به چهار  ینب معناداری یاختلاف آمار فوق،

و  یسیناسترپتوما سیلین،پنی تتراسایکلین، بیوتیک

 وجود( =041/0P) هابیوتیکآنتی یربا سا یموکسازولکوتر

 .داشت

 

 بیوتیکآنتیمصرف  یبر حسب سابقه قبل یاریو بخت چهارمحال استان هایگاوداریدر  پنومونیه سیلاکلباز  یورم پستان ناش فراوانی :7 جدول

 مثبت موارد درصد تعداد نمونه تعداد بیوتیکآنتی مصرف سابقه

 (21/8) 6 73 دارند

 (56/24) 14 57 ندارند

 (38/15) 20 130 کل جمع

 

  گاو پستان اورام از جداشده پنومونیه کلبسیلا هایجدایه در تیکیبیوآنتیمقاومت  کدکننده هایژن توزیع :8 جدول

کل جمع 20 19 18 17 16 15 14 13 12 11 10 9 8 7 6 5 4 3 2 1 ژن  

aadA1 +  + +  + +  + +  + +  + +  + +  13 

aac(3-IV) + +   + +  +   +  + +  + + +  + 12 

sul1 +  + +  + +  + +  + + +  + +  + + 14 

blaSHV  +   +   +   +    +   +   6 

cat1  +    +      +     +   + 5 

cmlA    +     +      +   + +  5 

tetA + + +  +  + +   +  +  +  + +  + 12 

tetB    +  +  + + + + + + +  +   + + 12 

dfrA1 +  +   +   +     +   +   + 7 

blaClTM +  + +  + +  + +  + +   +   +  11 
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  گاو پستان اورم موارد از شدهجدا پنومونیه کلبسیلا هایجدایه بیوتیکیآنتیمقاومت  الگوی :9 جدول

 مقاوم هایایزولهو درصد  تعداد  بیوتیکآنتی نام مقاوم هایایزولهو درصد  تعداد  بیوتیکآنتی نام

 (35) 7 سفالوتین (100) 20 تتراسایکلین

 (15) 3 ینسیپروفلوکساس (40) 8 کلرامفنیکل

 (25) 5 متوپریمتری (55) 11 استرپتومایسین

 (20) 4 نیتروفورانتوئین (70) 14 کوتریموکسازول

 (35) 7 سیلینآمپی (45) 9 جنتامایسین

 (100) 20 سیلینپنی (30) 6 انروفلوکساسین

   (40) 8 آزیترومایسین

 

 بحث

 و اشریشیاکلی همراه به پنومونیه کلبسیلا باکتری

 گاو در فرمی کلی پستان ورم ایجاد عامل آئروژنز وباکترانتر

 در وسیعی مطالعات گذشته سال صد طول در و هستند

 شده انجام E.coli و پنومونیه کلبسیلا ویژهبه ها آن مورد

 در هاآن همیشگی حضور که ساخت خاطرنشان باید. است

 هایپاتوژن عنوانبه که است شده باعث روده طبیعی فلور

 با هاآن که است ذکر شایان. شوند مطرح طلبفرصت

 هایبیماری ایجاد توان از مختلف هایبافت در جایگزینی

 (. 5،19) باشندمی برخوردار خطرناکی

 هایبیماری ترینمهم از یکی فرمی کلی پستان ورم

 ساله همه که است شیری گاو پرورش صنعت در عفونی

 و کرده وارد اریدامد صنعت به را زیادی اقتصادی خسارات

 گاوهای موعد از پیش حذف درمان، و دارو هزینه بر علاوه

 به را زیادی ضررهای شیر، تولید شدید کاهش و باارزش

 (.5،6) سازدمی وارد دامدار

 از پنومونیه کلبسیلا جداسازی هدف با حاضر مطالعه

 شهرستان سطح هایگاوداری در گاو پستان اورام موارد

 متغیرهایی با آلودگی فراوانی بین تباطار بررسی شهرکرد،

  سابقه پستان، ورم به ابتلا زمان و شدت سن، نظیر

 بیوتیکیآنتی مقاومت الگوی تعیین و بیوتیکآنتی مصرف

 .شد انجام جداشده هایجدایه

 پستان ورم به مبتلا گاو رأس 130 از پژوهش این در

 دادتع بودند، CMT آزمایش در+++  تا + واکنش دارای که

 از ناشی پستان ورم به آلوده( درصد 38/15) دام رأس 20

 . بودند پنومونیه کلبسیلا

 مورد در ایمطالعه در( 1391) همکاران و محمدصادق

 در شیری گاوهای در فرمی کلی هایپستان ورم بروز میزان

 نمونه 51 بالینی، پستان ورم مورد 144 از گرمسار، اطراف

 تشخیص فرمی کلی پستان مور به مبتلا را( درصد 34)

 آلوده مبتلا، گاوهای از درصد 8/14 میان این در که دادند

 (.20) بودند پنومونیه کلبسیلا به

 هایگاوداری با ارتباط در مرادی و سالکی مطالعه در

 پستان ورم به مبتلا گاو رأس 32 برای نیز ایلام شهرستان

 که شد انجام میکروبیولوژی آزمایش بالینی، تحت و بالینی

 کلبسیلا به آلوده( درصد 25/81) گاو رأس 26 شیر

 (.21) بود پنومونیه

 در( 1375) زاهدی و ناظر خانحسین دیگر، سوی از

 در بتالاکتاماز آنزیم تولید توان مورد در که ایمطالعه

 ورم به مبتلا گوسفندان شیر از جداشده هایباکتری

 گوسفند رأس 510 از دادند، انجام شیراز اطراف در پستان

 بود، گذشته هاآن زایمان از هفته دو از بیش که شیری

 میکروبیولوژی هایآزمایش انجام با و نمودند گیرینمونه

 6/32 که شدند باکتری جدایه 162 جداسازی به موفق

 کلبسیلا گونه به متعلق جداشده هایباکتری از درصد
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 (.22) بود پنومونیه

به فرمی کلی هایپستان ورم فراوانی میزان در تفاوت

 مطالعات با حاضر پژوهش در پنومونیه کلبسیلا منشأ با ویژه

 یا بالینی) پستان ورم شکل در تفاوت به شدهانجام مشابه

 دوره انتهای یا ابتدا) نمونه اخذ زمان ،(بالینی تحت

 ویژهبه و( CMT واکنش) پستان ورم شدت ،(شیرواری

 در شدهاعمال هداشتیب و مدیریتی شیوه در تفاوت

 اصول پیشرفت با امروزه. باشدمی مربوط هاگاوداری

 کشور هایگاوداری در بالینی پستان اورام شیوع بهداشتی،

 (. 5،6) است یافته کاهش

 بالینی تحت پستان ورم عامل پنومونیه کلبسیلا عمدتاً

 مبتلا گاوهای از درصد 38/46 حاضر پژوهش در. باشدمی

 ورم به مبتلا CMT آزمایش در + درجه با پستان ورم به

 مطالعه در که بودند پنومونیه کلبسیلا از ناشی پستان

 شده اثبات یافته این نیز( 1391) همکاران و محمدصادق

 (. 20) است

 دفعات تعداد افزایش دلیل به سن افزایش موازات به

 شیوع عفونی، عوامل با دام برخورد شانس افزایش و دوشش

 در که طوریبه یابد؛می افزایش فرمی کلی هایپستان ورم

 و سال پنج بالای گاوهای از درصد 37/20 حاضر مطالعه

 بودند، کرده زایمان شکم پنج که هایی گاو از درصد 40/20

 .بودند پنومونیه کلبسیلا از ناشی پستان ورم به مبتلا

 مشکلات از یکی هاباکتری در بیوتیکیآنتی مقاومت

 جمله از عفونی هایبیماری درمان در قیتموف عدم اصلی

 هاباکتری بین دارویی مقاومت انتقال. است گاو پستان ورم

 و هاترانسپوزون پلاسمیدی، هایژن نظیر مختلف طرق از

 بودنفعال از ناشی مقاومت بروز و شودمی انجام هااینتگرون

 باشد؛می باکتری در بیوتیکیآنتی مقاومت کدکننده هایژن

 .گیرندمی قرار پلاسمید یا کروموزوم روی هاژن نای

 پستان ورم مولد عوامل از یکی عنوانبه پنومونیه کلبسیلا

 هایعفونت مولد هایباکتری ترینشایع از یکی و فرمی کلی

 امروزه و نبوده مستثنی قاعده این از انسان در بیمارستانی

 رایج هایبیوتیکآنتی اکثر به نسبت باکتری هایسویه بیشتر

 .هستند مقاوم عفونی هایبیماری درمان در

 الگوی بررسی هدف با حاضر مطالعه راستا، این در

 پنومونیه کلبسیلا هایجدایه در بیوتیکیآنتی مقاومت

 و فنوتیپی روش دو به پستان اورام موارد از جداشده

 .شد انجام ژنوتیپی

 موارد از جداشده جدایه 20 تمام حاضر پژوهش در

 دارای شهرکرد شهرستان هایگاوداری در گاو پستان رمو

 میان، این در که بودند چندگانه بیوتیکیآنتی مقاومت

 و سیلینپنی به نسبت( درصد 100) جدایه 20 تمام

 و تتراسایکلین از پس. داشتند مقاومت تتراسایکلین

 به نسبت بیوتیکیآنتی مقاومت بیشترین سیلین،پنی

 مقاومت میزان کمترین و( درصد 70) کوتریموکسازول

 سیپروفلوکساسین بیوتیکآنتی دو به نسبت بیوتیکیآنتی

 .داشت وجود( درصد 20) نیتروفورانتوئین و( درصد 15)

 ردیابی با که بیوتیکیآنتی مقاومت ژنوتیپی بررسی در

 در بیوتیکیآنتی مقاومت کدکننده هایژن ترینشایع

 پستان ورم موارد از اشدهجد پنومونیه کلبسیلا هایجدایه

ژن مورد مطالعه در  10تمام  ،انجام شد PCR روش به گاو

دو  یان،م ینکه در ا داشتند وجود بررسی مورد هایجدایه

( در تمام یکلین)کدکننده مقاومت به تتراسا tetBو  tetAژن 

)کدکننده مقاومت  sul1 هایژن. ندشد یابیرد جدایه 20

 نسبت)کدکننده مقاومت  aadA1( و یدهاسولفونام به نسبت

 ترینشایع ازدرصد  65و  70 ی( با فراواناسترپتومایسین به

 25 یبا فراوان cmlAو  cat1 یهاو ژن شدهردیابی یهاژن

 بیوتیکییکدکننده مقاومت آنت یهاژن یندرصد از نادرتر

 .بودند مطالعه مورد هایجدایهدر 

 نمونه 51 زا( 1391) همکاران و محمدصادق مطالعه در

 از درصد 7/77 فرمی، کلی پستان ورم به مبتلا شیر

 به نسبت درصد 92/25 کوتریموکسازول، به نسبت هاجدایه
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 96/12 استرپتومایسین، به نسبت درصد 25/9 کلرامفنیکل،

 به نسبت درصد 74/40 و انروفلوکساسین به نسبت درصد

 (.20) بودند مقاوم تتراسایکلین

( 1397و همکاران ) یالعه استبرقمط درراستا،  ینا در

 یو انسان یدام جدایه 100 بیوتیکییمقاومت آنت یالگو

به  یزاز شهر بابک تبر شدهآوریجمع پنومونیه کلبسیلا

که  دادند نشان نتایج. گردید یابیارز یسکروش انتشار د

درصد( نسبت به  100تحت مطالعه ) هاییهتمام سو

 ینو کمتر یشترینتند. بمقاوم هس یکاسینو آم سیلینیآمپ

 یکلینمربوط به تتراسا یزن بیوتیکییمقاومت آنت یزانم

 (.23) بود( درصد 3/13) پنمایمیدرصد( و  3/88)

( که 2012همکاران ) و ممتازمطالعه  در یگر،د یسو از

 یرنمونه ش 268از  شدهجدا شریشیاکلیا جدایه 73 مورد در

 ینیو تحت بال ینیلمبتلا به ورم پستان با یمربوط به گاوها

و  ترینیعدرصد شا 95/65 یبا فراوان aadA1انجام شد، ژن 

( با هاین)کدکننده مقاومت به سفالوسپور blaSHVژن 

 مقاومت کدکننده ژن یندرصد نادرتر 38/6 یوعش

 44/57مطالعه  ینبود. در ا هاجدایه ینا در بیوتیکیآنتی

 و اسایکلینتتر به نسبت مطالعه مورد هایجدایهدرصد از 

 (.24) بودند مقاوم سفالوتین به نسبت هاآن از درصد 38/6

 45(، 2014و همکاران ) Osman مطالعه در براینعلاوه

 10بوفالو ) یرنمونه ش 232از  پنومونیه کلبسیلا یهجدا

 که گردید( جدا یهجدا 35گاو ) یرنمونه ش 293( و یهجدا

 بیوتیکیآنتی مقاومت دارای جداشده هایجدایه تمام

 (.25) بودند چندگانه

 با ارتباط در( که 2017) یو پورتق یتوکل مطالعه در

استان  هاییگاودار در فرمی کلی یهاورم پستان فراوانی

آلوده در  یهکارت 86 از E. coli جدایه 60البرز انجام شد، 

 جداشده هایجدایه. تمام گردیدجدا  یصنعت فارم هشت

 اریترومایسین، تتراسایکلین، زین،تایلو سیلین،پنی به نسبت

 (.26) بودند مقاوم نئومایسین و استرپتومایسین سیلین،آمپی

مورد  هایجدایهدر  بیوتیکییمقاومت آنت یبالا شیوع

 ذکرشده مشابه مطالعات و حاضر پژوهشمطالعه در 

در درمان دام و  هابیوتیکیآنت از رویهبی استفاده دهندهنشان

 تجویز نحوه و منطقه نوع به بسته هک باشدمی یورط

 .بود خواهد متفاوت بیوتیکییمقاومت آنت یالگو بیوتیک،آنتی

در مطالعه  بیوتیکییجالب مقاومت آنت موارداز  یکی

درصد( در  40) یکلمقاومت به کلرامفن یبالا یوعحاضر، ش

از موارد اورام پستان  شدهجدا پنومونیه کلبسیلا هایجدایه

 این چندبود. هر شهرکرد شهرستان ایهیدر گاودار

استفاده  یلاما به دل دارد؛ مصرف ممنوعیت بیوتیکآنتی

 در  کشور، در طیور پرورش صنعت در ویژهبه یرمجازغ

 مقاومت شاهد حاضر مطالعه جمله از و مطالعات بیشتر

 .یمهست بیوتیکیآنت یننسبت به ا بالایی بیوتیکیآنتی
 

 یریگجهینت

 یلاییکلبس یهاورم پستان ینسبتاً بالا عیوش مجموع، در

در مطالعه  جداشده هایجدایه یبالا بیوتکییو مقاومت آنت

در  بیوتیکیآنت رویهیو ب غیرمجاز مصرف دهندهنشانحاضر 

 رو این از باشد؛میدر انسان و دام  یعفون هاییماریدرمان ب

از جمله ورم  یعفون هاییماریکه درمان ب گرددیم یهتوص

 صورت بیوگرامآنتی نتایج براساس و کامل طوربه ،پستان گاو

 هایفارم در مدیریتی و بهداشتی اصول رعایت با و گیرد

 یابد کاهش بالینی هایپستان ورم شیوع شیری، گاو پرورش

 دوره طول در ویژهبهگاوها  موقعبهو  یحصح ینهو با معا

 ینیتحت بالآلوده و مبتلا به ورم پستان  هاییهکارت خشکی،

 حذف شوند. یاگشته و درمان  ییشناسا

 

 حمایت مالی

 ارشد کارشناسی نامه پایان از برگرفته مطالعه این

 پژوهشی حوزه مالی حمایت با و بوده میکروبیولوژی

 .است شده انجام شهرکرد واحد اسلامی آزاد دانشگاه
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 ملاحظات اخلاقی

 استان دامپزشکی کل اداره هماهنگی با ها نمونه

 به مبتلا گاوهای از دامدار اطلاع با و بختیاری و چهارمحال

 .اند شده تهیه پستان ورم
 

 تضاد منافع

 و ندارد وجود نویسندگان بین منافعی تضاد گونههیچ

 ت.اس شده ارسال ها آن هماهنگی و اطلاع با مقاله

 

 تشکر و قدردانی

 دامپزشکی کل اداره همکاران زحمات از مقاله نویسندگان

 آزمایشگاه محترم کارشناس و بختیاری و چهارمحال تاناس

 جناب شهرکرد؛ واحد اسلامی آزاد دانشگاه شناسیمیکروب

 .نمایندمی قدردانی و تشکر صفری مهندس آقای
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Abstract 

Introduction: Bovine mastitis is one of the most common diseases in dairy cattle that is caused by 

various infectious agents, such as Klebsiella pneumoniae. The aim of this study was to detect 

Klebsiella pneumoniae in bovine clinical and subclinical mastitis and investigate the antibiotic 

resistance pattern of this bacterium. 

Materials and Methods: A total of 130 milk samples were collected from diary cattle with mastitis 

in the dairy farms of Shahrekord, Iran. After microbial culture and molecular confirmation of 

Klebsiella pneumoniae strains, the presence of the most common genes encoding antibiotic 

resistance in these isolates was determined by polymerase chain reaction. In addition the phenotypic 

pattern of these isolates were investigated by the simple disk diffusion method. For statistical 

analysis, Chi-square and Fisher’s exact tests were run in SPSS software (version 20) at 95% 

confidence level. 

Results: Out of the 130 samples tested, 20 (15.38%) specimens were infected with Klebsiella 

pneumoniae. In these isolates, most of the genes encoding antibiotic resistance were detected. In this 

regard, the sulI and aadA1 genes with the frequencies of 70% and 65% had the highest prevalence, 

and the cat1 and cm1A genes with a frequency of 25% were identified as the rarest antibiotic 

resistance genes detected in these isolates. All isolates were resistant to penicillin and tetracycline. 

Conclusion: Multiple antibiotic resistance in Klebsiella pneumoniae strains indicates the 

unnecessary use of antibiotics in the treatment of infectious diseases and the need for antibiograms 

to select the most effective antibiotic in the treatment of bovine mastitis.  
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