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چکيد ه 

بالینی مقاوم به درمان در  از مهمترین پاتوژن های فرصت طلب بوده که موجب بروز ورم پســتان های تحت  ســودوموناس آئروژینوزا 
گاوهای شیری می شود. هدف از این مطالعه، بررسی فراوانی ژن های gyrB و oprL در باکتری های سودوموناس آئروژینوزا جدا شده از 
موارد ورم پستان گاو در شهر مراغه در سال 1401 بود. در این مطالعه مقطعی توصیفی، 60 نمونه سودوموناس آئروژینوزا جدا شده از 
موارد ورم پستان گاو که با آزمایشات بیوشیمیایی و رنگ آمیزی تعیین هویت شده بودند، جهت حضور ژن های مورد مطالعه به روش 
PCR بررسی شدند. بر اساس نتایج بدست آمده، فراوانی ژن gyrB در 10 جدایه )16/7%( و ژن oprL در سه جدایه )5%( مشاهده شد. 
همچنین سه جدایه )5%( هر دو ژن gyrB و oprL را به طور هم زمان داشتند. با توجه به نتایج این مطالعه، کنترل منابع عفونت در ورم 

پستان ناشی از سودوموناس آئروژینوزا جهت کنترل و پیشگیری از انتقال این باکتری تأکید می شود.  
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Pseudomonas aeruginosa is an important opportunistic pathogen that causes subclinical mastitis resistant  to treatment 
in lactating dairy cows. This research aimed to study the frequency of gyrB and oprL genes in Pseudomonas aeruginosa 
isolated from bovine mastitis in Maragheh City in 2022. In this descriptive cross-sectional study, 60 samples of Pseu-
domonas aeruginosa were isolated from Bovine Mastitis which were identified by biochemical and staining tests. The 
samples were analyzed for the presence of the genes by PCR. Based on the results obtained, the frequency of gyrB and 
oprL genes were observed in 10 (16.7%) and 3 (5%) isolates, respectively. In addition, 3 isolates (5%) harbored both 
gyrB and oprL genes simultaneously. According to the results of this study, control of infection sources in Mastitis 
caused by Pseudomonas aeruginosa is emphasized  to control and prevent transmission of this bacterium..

 Key words: Pseudomonas aeruginosa; Bovine Mastitis; gyrB; oprL.

مقدمه
سودوموناس آئروژینوزا باكتري گرم منفي و پاتوژن فرصت طلبي است 
كه در تمام محيط ها قدرت زیست دارد )15(. این باکتری بعنوان یکی 
از عوامل ایجادکننده اورام پستان کلینیکی با شیوع ناگهانی در گاوهای 
شیری مطرح می باشد. این باکتری بیشتر از 3 درصد گله را درگیر نموده و 
موجب اورام پستان مزمن تحت بالینی می شود. پسودوموناس آئروژینوزا 
در آمریکا بیش از 2 میلیارد دلار، انگلستان 93 میلیون یورو و در استرالیا 
100 میلیون دلار سالانه ضرر اقتصادی را به دامداران تحمیل می کند )4(. 
بیماری ورم پستان ناشی از پسودوموناس آئروژینوزا در اثر عواملی مانند 
نامناسب در دوران  نامناسب کارتیه ها و درمان  آب آلوده، ضدعفونی 
خشکی ایجاد می گردد و کارتیه های گاو به عنوان مخزن انتقال این باکتری 
عمل می نمایند )11(. عفونت با این باکتری علاوه بر اثراتی که بر گاوهای 
پاتوژن های  انتقال  دلیل خطر  به  آن  از  ناشی  پستان  ورم  دارد،  شیری 
مشترک بین انسان و دام از طریق نوشیدن شیر آلوده یا تماس مستقیم با 
گاوهای آلوده، سلامت انسان را تهدید می کند )14و 20(. این باكتري به 
عنوان دومين باكترى بيمارى زاى رایج در جراحى ها و سومين عامل متداول 
عفونت هاى بيمارستانى است كه حدود 10 درصد عفونت هاى بيمارستانى 

را تشكيل می دهد )15(. باكتري سودوموناس آئروژینوزا داراي عوامل 
سودوموناس  باكتري  حدت  عوامل  مهم ترین  مي باشد.  متعددي  حدت 
آئروژینوزا مقاومت بالاي این باكتري به آنتي بيوتيک ها مي باشد كه یكي 
از علل آن، حضور پمپ هاي تراوشي (Efflux pump) در غشاي خارجي 
این باكتري بوده كه به طور فعال موجب خروج دارو از سلول باكتري 
مي شوند. ژن هاي متعددي در تشكيل پمپ هاي ایفلاكس حضور دارند 
كه یكي از آن ها ژن oprL است. این ژن كدكننده ليپوپروتئين هاي پمپ 
توپوایزومراز  آنزیم  كدكننده   gyrB ژن   .)6( به شمار مي رود  ایفلاكس 
منحصر  ساختار  داراي  آئروژینوزا  در سودوموناس  ژن  این  مي باشد.   2
مي توان  باكتریایي  گونه  این  تشخيص  جهت  آن  از  و  مي باشد  به فردي 
ژن  این  در  كروموزومي  موتاسيون هاي  به علاوه   .)18( كرد  استفاده 
مهم ترین دليل مقاومت نسبت به فلوروكينولون ها است )17(. مقاومت 
سودوموناس آئروژینوزا به فلوروکینولون ها می تواند به واسطه جهش 
در DNA گیراز و توپوایزومراز IV، کاهش نفوذپذیری دیواره سلول و 
این  افزایش بیان سیستم های افلاکس پمپ به وجود آید )9و 13(. در 
ژن  در  از جهش  ناشی   IV توپوایزومراز  یا  گیراز   DNA در  تغییر  بین، 
کدکننده DNA گیراز و توپوایزومراز DNA نقش عمده ای در مقاومت 
به فلوروکینولون ها در میان جدایه های بالینی سودوموناس آئروژینوزا 
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ایفا می کند )22(. بنابراین حضور این ژن ها به نوعی می تواند با مقاومت 
باکتری در برابر آنتی بیوتیک ها مرتبط باشد. با توجه به اهمیت باکتری 
از  یکی  بعنوان  همچنین  و  بیمارستانی  عفونت های  در  سودوموناس 
عوامل مهم اورام پستان در گاو و اهمیت بهداشتی آن، شناسایی هرچه 
توسعه  به  می تواند  بیماری ها  این  با  مرتبط  حدت  فاکتورهای  بیشتر 
راه های مناسب تر برای کنترل عفونت های ناشی از آن کمک نماید. هدف 
از این مطالعه، شناسایی مولکولی ژن های gyrB و oprL در باکتری های 
شهر  در  گاو  پستان  ورم  موارد  از  شده  جدا  آئروژینوزا  سودوموناس 

مراغه )استان آذربایجان شرقی، ایران( بود. 

مواد و روش ها
جمع آوری و جداسازی نمونه ها 

در این مطالعه توصیفی مقطعی، 60 جدایه باکتری سودوموناس آئروژینوزا 
)استان  مراغه  شهر  در  گاوها  بالینی  پستان  ورم  موارد  از  شده  جدا 
آذربایجان شرقی( )از اردیبهشت تا دیماه سال 1401( مورد بررسی قرار 
گرفتند. پس از شناسایی کارتیه درگیر )وجود دلمه یا لخته های زرد رنگ 
و یا ترشحات اگزوداتیو آبکی پایدار پس از دوشش سوم، وجود گرمی، 
قرمزی و درد در پستان(، برای جلوگیری از عفونت ثانویه، سه دوشش 
اول کارتیه مورد نظر دور ریخته و با پنبه الکل ضدعفونی گردید. سپس 
نمونه های شیر در ظروف استریل ریخته شده و در کنار یخ بلافاصله به 
آگار و  بر روی محیط کشت مکانکی  منتقل شدند. نمونه ها  آزمایشگاه 
ائوزین متیلن بلو آگار (EMB) کشت داده شدند و به مدت 24 ساعت در 

دمای 37 درجه سانتی گراد گرمخانه گذاری شدند. سپس کلونی های ظاهر 
شده، رنگ آمیزی گرم شدند و آزمایشات بیوشیمیایی زیر جهت تشخیص 
باکتری سودوموناس آئروژینوزا انجام شد: اکسیداز، کاتالاز، تولید اندول 
 Voges) وژ پروسکائر ،(Methyl red) متیل رد ،SIM و حرکت در محیط
proskauer)، توانایی مصرف قند لاکتوز و تولید گاز Co2 در محیط کشت 
TSI (Triple sugar Iron agar)، مصرف سیترات در محیط کشت سیمون 
سیترات آگار، آرژنین دهیدروژناز، اورنیتین دکربوکسیلاز، OF با قند گلوگز 
و توانایی رشد در 42 درجه سانتی گراد )شرکت مرک، کشور آلمان( )23(.  

شناسایی مولکولی ژن های مورد مطالعه 
با  DNA از جدایه های سودوموناس آئروژینوزا مورد بررسی  استخراج 
استفاده از روش جوشاندن انجام شد و کیفیت و کمیت آن به ترتیب 
با استفاده از الکتروفورز بر روی ژل آگارز 1 درصد و نانودراپ مورد 
در  استفاده  مورد  پرایمرهای  توالی  و  مشخصات  گرفت.  قرار  بررسی 

جدول 1 نشان داده شده است. 
 11/6 شامل  میکرولیتر   20 در حجم   (PCR) پلیمراز  زنجیره ای  واکنش 
 0/6  ،)10X(  PCR بافر  میکرولیتر   2 استریل،  دیونیزه  آب  میکرولیتر 
میکرولیتر MgCl2، 0/5 میکرولیتر dNTPs، 0/5 میکرولیتر پرایمر رفت، 
پلیمراز   5U/µl) DNA( میکرولیتر   0/3 برگشت،  پرایمر  میکرولیتر   0/5
Taq  و 4 میکرولیتر DNA الگو انجام شد. برنامه دمایی و زمانی دستگاه 
ترموسایکلر برای تکثیر ژن های oprL و gyrB در جدول 2 آورده شده 
است. محصول PCR به مدت 1 ساعت بر روی ژل آگارز 1/5 درصد رنگ 

آمیزی شده با اتیدیوم بروماید الکتروفورز شد.

جدول 1- توالی و ویژگی پرایمرهای اختصاصی مورد استفاده جهت شناسایی ژن های gyrB و oprL سودوموناس آئروژینوزا.

منبعاندازه محصول (bp)توالیژن

oprL
F: ATGGAAATGCTGAAATTCGGC

R: CTTCTTCAGCTCGACGCGACG
50321

gyrB
F: CGGAGACCTTCAGCAACA

R: CGCAGCAGGATGCCGAC
22010

جدول 2- شرایط انجام PCR نمونه های سودوموناس آئروژینوزا برای تکثیر ژن های مورد آزمایش.

دما)درجه سانتی گراد(ژن مورد آزمایش زمان)دقیقه/ ثانیه(تعداد چرخهمرحله

gyrB/oprL

94/94′4/′14واسرشت اولیه

94/94′′30/′′3530واسرشت  شدن

57/59′′45/′′45اتصال پرایمرها

72/72′′60/′′60گسترش

72/72′1/′11گسترش نهایی
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نتایج
 gyrB و oprL فراوانی ژن های

سودوموناس  جدایه   60 میان  در  که  داد  نشان  آمده  بدست  نتایج 
جدایه  سه  تعداد  گاو،  پستان  ورم  موارد  از  شده  جدا  آئروژینوزای 
از میان 60 جدایه  oprL می باشند )شکل 1(. همچنین  )%5( دارای ژن 
 gyrB ژن  دارای   )%16/7( جدایه   10 تعداد  آئروژینوزا،  سودوموناس 
بودند )شکل 2(. همچنین سه جدایه )5%( هر دو ژن gyrB و oprL را 

بطور همزمان داشتند. 
بحث 

از خاک  ناشی  آلودگی  با  آئروژینوزا  از سودوموناس  ناشی  پستان  ورم 
از سودوموناس  ناشي  پستان حاد  )19(. ورم  است  ارتباط  در  یا محیط 
گانگرونوز  و حتي  شـده  تبـديل  مـزمن  عفونت  به  معمولاً  آئروژينوزا 
آنزيم هاي  به ورم پستان گزارش شـده است.  ابتلا  حاد در 10% موارد 
دماي  در  شـير  در  آئروژينـوزا  سودوموناس  توسط  شده  توليد 
پاستوريزاسيون باقي مانده و موجب تخريب چربي شـير و محصــولات 
لبنــي مــي گــردد )3(. مقاومت ذاتي باكتري سودوموناس آئروژينوزا به 
آنتي بيوتيك ها به دليل حضور پروتئين هاي اختصاصي موجود در غشاي 
خارجي اين باكتري مـي باشد. دو ليپوپروتئين موجود در غشاي خارجي 
انتشار  سيستم  روي  بر  تاثير  با  كه  است   oprL و   oprI ژن هـاي  شامل 
دارو و نـاتراوايي در غشـاي سـلول بـاكتري موجـب ايجـاد مقاومـت در 
سـودوموناس آئروژينوزا مي گردد. شناسايي اين دو ژن در اين باكتري 
ســاير  از  آئروژينــوزا  ســودوموناس  بــاكتري  تفكيــك  موجـب  هم 

مقاومـت  بررسـي  جهـت  از  هـم  و  شـده  سـودوموناس  گونــه هــاي 
اولین   .)8( است  اهميت  داراي  آئروژينوزا  سودوموناس  بـاكتري  در 
 20 روی  بر  را   oprL ژن   PCR آزمون   ،)2002( و همکاران  دیوس  بار 
انجام دادند.  بالینی  از نمونه های  گونه متفاوت سودوموناس جدا شده 
این   PCR در  آئروژینوزا  سودوموناس  گونه های  فقط  مطالعه  این  در 
شدند.  گزارش  منفی  سودوموناس  گونه های  بقیه  و  بودند  مثبت  ژن 
حساسیت و ویژگی این روش در مقایسه با روش کشت، به ترتیب %100 
به شناسایی  بسیار محدودی  تاکنون مطالعات   .)5( گزارش شد  و %74 
با  آئروژینوزا  باکتری سودوموناس  در   oprL و   gyrB ژن های  مولکولی 
منشاء دامی در ایران و جهان پرداخته اند. طبق نتایج بدست آمده در 
 %5 فراوانی  با   oprL ژن  و   16%/7 فراوانی  با   gyrB ژن  مطالعه،  این 
را   oprL و   gyrB ژن  دو  هر   )%5( جدایه  سه  همچنین  شد.  مشاهده 
بطور همزمان داشتند. مختاری و همکاران )2021( گزارش کردند که 
33/3% از باکتری های سودوموناس آئروژینوزا جدا شده از موارد انسانی 
و 48% از نمونه های جدا شده از موارد ورم پستان گاو در استان تهران 
دارای ژن oprL بودند )16(. قضایی )2022( گزارش کرد که 80/77% از 
نمونه های سودوموناس آئروژینوزا جدا شده از موارد انسانی و %16/67 
 oprL از نمونه های جدا شده از شیر خام گاو در شهر اردبیل دارای ژن
را   oprL و   gyrB ژن های  فراوانی   )2016( امینی  و  کمالی   .)7( بودند 
در سودوموناس آئروژینوزا جدا شده از نمونه های بالینی مراکز درمانی 
استان کرمان 63/3 درصد گزارش کردند )10(. در مطالعه دیگری عطایی 
در   oprL و   gyrB ژن های  فراوانی   )2016( زهرایی صالحی  و  آشتیانی 

شکل 1- الکتروفورز محصول PCR ژن oprL بر روی آگارز 1/5 درصد و لدر 50bp. شماره 1: کنترل مثبت )سودوموناس آئروژینوزا ATCC 27853(؛ شماره 2: کنترل 

.oprL ؛ شماره های 3، 6، 7، 8، 9، 10: نمونه های منفی از لحاظ حضور ژنoprL منفی )آب دو بار تقطیر(، شماره های 4، 5، 11: نمونه های مثبت از لحاظ حضور ژن
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نمونه های بالینی مراکز درمانی کرج را به ترتیب 100 درصد و 96/36 
درصد گزارش کردند )2(. اصلانی و همکاران )2009( گزارش کردند که 
100 درصد نمونه های سودوموناس آئروژینوزا جدا شده از عفونت های 
تنفسی در بیمارستان های امام خمینی و مرکز طبی کودکان در تهران 
دارای ژن oprL بودند )1(. فراوانی ژن های gyrB و oprL در نمونه های 
دیگر  به  نسبت  مطالعه  این  در  گاو  پستان  ورم  موارد  از  شده  جدا 
مطالعات با منشاء انسانی بسیار کمتر است که نشان دهنده اختلاف در 
پراکندگی ژن های حدت مذکور در بین سویه های مختلف سودوموناس 
آئروژینوزا می باشد که این امر احتمالا" از تفاوت های جغرافیایی و نیز 
اختلاف در منشاء اکولوژیکی سویه های جدا شده )مواد غذایی، انسان و 
دام( ناشی می شود. در تحقیقی برنامه مدون برای کنترل ورم پستان های 
ناشی از سودوموناس آئروژینوزا در گله های شیری ارائه شده است. در 
این برنامه به عوامل ایجاد کننده و راه های کنترل و مهار این عوامل در 
جهت کاهش ورم پستان ناشی از سودوموناس آئروژینوزا می پردازد. در 
این برنامه به انجام مرتب و دوره ای کشت نمونه های شیر دام های دارای 
علائم، کنترل و آزمایشات میکروبی آب دامداری، اجرای برنامه صحیح 
بهداشتی اشاره می نماید )12(. زادوکس و همکاران )2011( استفاده از 
محلول کلرهگزیدین را در ضدعفونی سرپستان ها در کاهش میزان ابتلا 

موثر می دانند )24(. 

نتیجه گیری کلی 
مطالعه حاضر نشان داد که فراوانی ژنهای oprL و gyrB در باکتری های 
سودوموناس آئروژینوزا جداشده از موارد ورم پستان گاو در شهر مراغه 

تفاوت های  بود که  قبلی  تحقیقات  از نمونه های مطالعه شده در  کمتر 
جغرافیایی و منشاء اکولوژیکی جدایه های باکتریایی می توانند در تغییر 
آن، جدایه هایی  بر  باشند. علاوه  داشته  بسزایی  نقش  تحقیقات،  نتایج 
به  نیاز  ندادند،  نشان  را  نظر  مورد  ژن های  از  یک  هیچ  حضور  که 
آن ها  احتمالی  نقش  و  ژن های حدت  سایر  برای حضور  بیشتر  بررسی 
در عفونت دارند. تحقیقات بیشتر روی ژن های حدت نیز می تواند به 
ارزیابی اینکه آیا این ژن ها می توانند به عنوان اهداف بالقوه در حین 
توسعه استراتژی های درمانی جدید برای درمان عفونت های مربوط به 
استفاده  مورد  کند  دارو کمک  چند  به  مقاوم  آئروژینوزا  سودوموناس 

قرار گیرند. 

تشکر و قدردانی 
از تمامی کسانی که در انجام این کار پژوهشی ما را یاری کردند کمال 

تشکر و امتنان را داریم.
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