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جداشده از  پلاسمیدی مقاومت به کینولونهایبررسی مولکولی ژنهای 

مقاوم به آنتی بیوتیک ایجاد کننده ورم پستان در گاوهای  اشریشیاکلی

 شیری

 
 

 .5ی نسب، س.ع.هاشم ، 4.ف، جوکار، 3.ف، جويبار، 2.م، شهريور، *1.ح، فتاحی                 

 21/12/1401پذيرش:                30/03/1401 دريافت:

 
 خلاصه

م.فتی توانتم  دام را مبتتک ک.تم. بتاکتري یترمبيماري مهمی استت کته در تمتام دوران زنتمیی متی (Mastitis)پستانورم
واجتم ننهتاي  اشرشياکلی هاييکی از عوامل ايجاد ک..مه ي اين بيماري است. همف از اين مطالعه بررسی جمايهشريشياکلی ا

 PCR پلکسپستانی با استفاده از تک.يک مولتیتيک هاي خانواده کي.ولون ها در شيریاوهاي مبتک به ورمبيومقاومت به آنتی

هتاي شتير بتراي ارزيتابی بته آزمايشتگاه پستان استفاده شم. نمونهنمونه شير یاوهاي مبتک به ورم150مطالعه از در اين .است
جتما و  اشريشتياکلیهاي مشتکو  بته کلونی،سال یرديم.پس از کشتتکازرون ار ميکروبيولوني دانشکمه دامپزشکی دانشگاه

از الکتروفتورز محوتو ت  حاصتل جماشمه مورد ارزيابی قراریرفت . نتايج هايميزان حساسيت سويهCLSI مطابق با جماول
PCR  اي ننجمايته دار 1درصتم  ،  36/36مقاوم به انروفلوکساسين) اشرشياکلی جمايه 17نشان داد که  از ميان qnrB  ،1 

مقاوم به فلوموکتویين  نن  اشرشياکلی جمايه 7و از   qnrBو  qnrS جمايه نيز داراي هر دو نن 1و  qnrS جمايه داراي نن
qnrS   دريک سويه و ننqnrB  نيز در يک سويه مشتاهمه شتم و همی.تين يتک ستويه نيتز داراي هتر دو نن qnrS و 
qnrBبتمليل  اشريشياکلی هاي بيماريزايها در سويهمی دهم وقوع مقاومت به کي.ولون نتايج حاصل از اين پژوهش نشان. بود

 qnrBو  qnrSبه ع.وان خطري در بهماشت عمومی باشم. نتايج نشان داد که ننهتايتوانم مورف نادرست فلورکي.ولونها،می
 باش.م. ر اين مطالعه میترين عوامل ننتيکی دخيل درمقاومت پکسميمي عليه کي.ولونها و فلورکي.ولونها دمهم

 مقاومت به کي.ولون ها ننهاي، PCR، اشريشياکلیپستان یاوشيري، ورم: های کلیدیواژه
 

 .يرانزرون، ااستاديار یروه ميکروبيولوني،یروه دامپزشکی، دانشکمه دامپزشکی، دانشگاه آزاد اسکمی، واحم کازرون،کا. 1

 .رانکمه دامپزشکی، دانشگاه آزاد اسکمی، واحم کازرون، کازرون، ايدانشجوي دکتراي حرفه اي دامپزشکی، دانش. 2

 .مربی یروه فيزيولوني، دانشکمه دامپزشکی، دانشگاه آزاد اسکمی، واحم کازرون، کازرون، ايران. 3

 .راندانشجوي دکتراي حرفه اي دامپزشکی، دانشکمه دامپزشکی، دانشگاه آزاد اسکمی، واحم کازرون، کازرون، اي. 4

 ن.رادانشجوي دکتراي حرفه اي دامپزشکی، دانشکمه دامپزشکی، دانشگاه آزاد اسکمی، واحم کازرون، کازرون، اي. 5
fattahi_h@sums.ac.ir :  *نويس.مه مسئول 
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 مقدمه
  

يکی از بيماري هاي مهمی است  Mastitisورم پستان 
م دا که در دوران شيرواري و هم دوران خشکی، پستان هاي

 رينتبتتتتک می کتتت.م و به ع.تتتتوان پر هزي.ه را م
 بيماري یاو شيري در سراسر جهان مطرح است به طوري

هان ر جکه ساليانه خسارات زيادي را به ص.عت دام پروري د
ات خسار  ..2010)رمضان زاده و همکاران، وارد می سازد

هزي.ه  اقتوادي آن ناشی از کاهش توليم و افت کيفيت شير،
ر . دمان، دامپزشک و حتی تلفتتتات دامی می باشمهاي در

ري يمابسياري از کشورها تورم پستان يکی از شايع ترين ب
ه کتی ها در بيتتن یتتاوهاي شيري است. مهم ترين تغييرا

ر غييدر نتيجه ورم پستان در شير ايجاد می شود شامل: ت
 بولرنگ، وجود لخته و پيمايش تعماد زيادي لوکوسيت)یل

من با عکیم تورم، یتترمی، درد و ستتتفت شتتتسفيم  
و همکاران ،  Burvenich)غتتتمد پستانی می باشم

ی م. بقاياي داروهاي دامپزشکی در مواد غذايی   2003
، ايیزتوان.م در انسان سرطان زا، جهش زا، عجيب الخلقه 

ن و همکارا Quinn)حساسيت زا و يا مسموم ک..مه باش.م
يل مسبب ورم پستان محيطی از قب .  باکتري هاي  2002

 نتروآر، اشريشيا کلی،  استرپتوکوکوس يوبريس،  سيترو باکت
اسيلوس باسيلوس سریوس، ب باکتر،  پزودوموناس آیروني.وز،

 ايرسو ليیي.ی فورميس، پاستور ، استرپتوکوکوس فکاليس 
 .  Zaatout  ،2022)ها می باشمميکرواریانيسم

يکی در باکتري ها به ع.وان يک اخيراً مقاومت آنتی بيوت
مشکل بزرگ در سکمت عمومی در نظر یرفته می شود و 
مواد غذايی فاکتور مهمی براي انتقال عوامل باکتريايی 
مقاوم به آنتی بيوتيک هست.م. توسعه مقاومت آنتی بيوتيکی 
خووصا مقاومت به کي.ولونها که با واسطه ي پکسميم عمل 

اشرشيا ال نن مقاومت دارويی به ک..م سريعا باعث انتقمی
حساس و ساير باکتريهاي یرم م.فی یرديمه و  هايکلی

،  Lim et al)اریانيزم را نسبت به درمان مقاوم می ک..م
 يا مقاومت ها حساسيتباکتري وحشی هايیونه.   2010
عفونتهاي ده.م. ها نشان میبيوتيکآنتی به نسبت ذاتی

باکتري به وسيله ي آنتی بيوتيک ايجاد شمه توسط اين 
باش.م نظير هايی که از لحاظ ساختمانی غير مرتبط می

 شونم.بتا کتامها، آمي.ویليکوزيمها و کي.ولونها درمان می
باشم.  يا اکتسابی ذاتی است کي.ولونها ممکن به مقاومت

 به نسبت باکتريايی هاي در یونه ذاتی ميزان مقاومت
مورد همف دارو و  هايمحل با ميزان حساسيت کي.ولونها
 خارج ک..مه تعيين داخلی هايميزان بيان پمپ همی.ين

کي.ولونها  توپوايزومرازها نشان داده که شود. بررسیمی
 Lim)مورد همف خود دارنم دو آنزيم عليه اثرات متفاوتی

et al ،2010   . 
 به اکتري بوده کهدر ب مجزايی ننتيکی کسميم ساختارپ

 نن اضافی 300تا  3 شمه وبين صورت خودمختار رونويسی
 نماي.م. ويژیی هاي بسيار ویونایونیمی را با خود حمل

. ماهيت پکسميم پکسميم در باکتري بوجود می آيم توسط
 کردن ننهاي دادن يا کسب در باکتريها دایما با از دست
ايجاد  م.جر به که ميمهايیجميم تغيير می ک..م. پکس

 R شونم، فاکتورهايها میبيوتيکآنتی به نسبت مقاومت
 مقاوم به در باکتري R بار فاکتور ناميمه می شونم. اولين

 پکسميمهاي یرديم. اين کشف 1950 يدر دهه سيلينپ.ی
R در  مختلف هايبيوتيکآنتی به مسئول ايجاد مقاومت

 طور اتفاقی به 1990 يدر اواخر دهه می باش.م.باکتري 
کي.ولون با  به مقاومت مارتي.ز و همکارانش لویيس توسط
 ي، کشف شم. در مطالعهPMQRپکسميم  يواسطه

 ع.وان عامل ک.ترل ک..مه جهت مارتي.ز، از کي.ولون به
 مقاومت بر ميزان افزايش 252PMGاثر پکسميم  بررسی
 که اشريشيا کلی يسويه در يک بيوتيکچ.م آنتی به نسبت
. بود، استفاده شم غشايی هاينارسايی س.تز پورين داراي

در  توجهی قابل افزايش طور غيرم.تظره اي مارتي.ز به
حماقل ميزان ممانعت ک..میی رشم کي.ولونها مشاهمه نمود. 

ايجاد همی.ين در مطالعه مارتي.ز بيان شمه است که 
 در س.تز پورين ازپکسميم در باکتريهاي که ناشی مقاومت

نقص دارنم چ.م برابر بيشتر از مقاومت کسب شمه توسط 
، 252PMGباکتريهاي فاقم تقص است. وجود پکسميم 

 از نظر س.تز پورين که اشريشيا کلی هاي سويه در بين حتی
 م موجبدر آنها کمبودي ديمه نمی شم، ه غشايی هاي

برابري حماقل ميزان ممانعت ک..میی رشم  ٨تا  6 افزايش
  Martinez et al, 1990در برابر کي.ولون می شود. )

ساختار  يک در اين زمي.ه، ثابت کرد که بررسی هاي بعمي
ناميمه می شود در باکتري  qnrنن که  بازي جفت 657

کم  Qnr ئينرا به نام پروت وجود دارد که اين نن پروتئي.ی
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 می ک.م که اين پروتئين پيش ساز پروتئي.ی به نام
PMQR ( استKreten V et al,.2017 .  

 بلتقامکردنم که اثر  بررسی کانو و همکاران در مطالعاتی
 ميزان کي.ولونها را در افزايش هايپکسميم و مکانيسم

 qnr پکسميمهاي که است نشان داده و بيانگر اين مقاومت
 بالي.ی هايکي.ولون در جمايه به مقاومت توانم مکملمی

 هايانتخاب جهش Qnr باشم. بعکوه پروتئين اشريشاکلی
ب دفعات انتخا را با افزايش کي.ولونی مقاومت م.جر به
 .   2006و همکاران ،  Cano) ک.م می ، تسهيلجهش

ما ج ريشيا کلیاش هايکي.ولونها در سويه به وجود مقاومت
 هدهم کشمه از شير یاوهاي مبتک به ورم پستان نشان می

مخاطره  را به عمومی ها نه ت.ها بهماشتسويه اين
نيز مطرح  مخزن مقاومت ع.وان يک انمازنم، بلکه بهمی
فلور  هر حال در صورت مورف نادرست باش.م. بهمی

 هاير سويهکي.ولونها د به کي.ولونها، وقوع مقاومت
 در بهماشت ع.وان خطري توانم بهمی اشريشيا زايبيماري
 ماريايجاد بي توان.م موجبها میسويه باشم زيرا اين عمومی

مورد  يفلورکي.ولونها به مقاومت در انسان شونم و همی.ين
در برابر  مقاومت ، موجباستفاده در دامپزشکی

ا بیردد.  انسان می اده در طبمورد استف فلورکي.ولونهاي
ر ا دتوجه به مورف روز افزون استفاده از انتی بيوتيکه
مک کدرمان عفونتهاي ورم پستان رديابی نن هاي مقاومت 

ر موثري براي يافتن راههاي تشخيوی موثر دارويی ، د
ی مان زمي.ه ک.ترل و درمان ورم پستان یاوها به دامپزشک

 ک.م .
 

 مواد و روش ها

تحليلی بود که به روش مقطعی  –عه از نوع توصيفی مطال
راس یاو مبتک به ورم  50از تعماد  مطالعه می باشم. در اين

راس یاو مبتک به ورم  100پستان شهرستان کازرون و 
 باآلوده،   نمونه شير 150در مجموع ، پستان شهر شيراز

کمک سوآپ استريل نمونه ي شير از پستان آلوده اخذ 
 و براي ارزيابی هاي اوليه به آزمايشگاه ميکروبيولونيیرديم 

دانشکمه دامپزشکی دانشگاه کازرون ارسال یرديم. پس از 
نمونه شير جما شمه از یاوهاي مبتک  150 از تعماد بررسی، 

به ورم پستان بالي.ی و تحت بالي.ی که داراي نتيجه + تا 
 CMT(California Mastitis+++ در آزمايش 

Test) هفت ممت به و توادفی کامکً صورت دنم. بهبو 

 استريل شرايط رعايت با 1401آذر ماه  تا ارديبهشت از ماه

شهرستان کازرون و  م.اطق مختلف در موجود یاوهاي از
هاي شمنم. نمونه هاي شير از دوشش آوري شهر شيراز جمع

ميانی پستان پس از ضمعفونی کردن سرپستانک یرفته و 
 ليتر در ظروف استيل ريخته شم. سپسميلی  20در حجم 

 در و وقت اسرع شيرورم پستانی اخذ شمه در  نمونه هاي

دانشگمه دامپزشکی  ش.اسی باکتري آزمايشگاه به ک.ار يخ
نمونه ها در آزمايشگاه در يافت.م.  دانشگاه کازرون انتقال

 EMBمحيط نوتري.ت آیار، مک کانکی آیار و محيط 
م.فی باسيلی شکل، بيهوازي  کشت داده شم. باکتري یرم
، اشريشيا کلیباشم. باکتري هاي اختياري و بمون اسپور می

ق.مها  و اکثر یلوکز  کلیاشريشيا باش.م. اغلب متحر  می
.م  و بر اثر تخمير را تخمير می ک.م و یاز ايجاد می نماي

 کتوز در روي محيط مک کانکی آیار ، کل.ی هاي  به 
به خوبی روي  اشريشيا کلیرنگ صورتی توليم می ک.م. 

محيط هاي معمولی رشم کرده و يک باکتري کم نياز است . 
بعضی سويه ها بويژه آنهايی که در رابطه با عفونت هاي 

ار داراي بتا دستگاه ادراري هست.م ، روي محيط بکد آی
کل.ی ها جکي  EMBهموليز هست.م. و بر روي محيط 

 Alessiani. 2022و همکاران ،  Mahon)فلزي دارنم. 

et al.  ،2009 ،پس از اطمي.ان از خالص 1400. فتاحی . 
اشريشيا کلی  ها جهت انجام آزمايش بودن کشت باکتريها، 

 حساسيت ضم ميکروبی مورد آزمايش قرار یرفت.م.
به روش دیسک  ضد میکروبی حساسیت شآزمای

 بائر  –دیفیوژن کربی 
براي ش.اسايی سويه هاي مقاوم به انروفلوکساسين، ابتما از  

ذخيره ي باکتريايی کشت مجمد انجام شم. جهت کشت 
مجمد باکتري هاي ذخيره شمه، به انمازه ي يک لوپ 
استريل کامل، از ميکروتيوب ذخيره شمه برداشت شم و در 

لوريا برتانی آیار کشت داده شم و   L.Bيط کشت )مح
یراد درجه سانتی 37ساعت در دماي  1٨-24براي ممت 

انکوباسيون یرديم. در نهايت از کل.ی هاي به دست آممه 
 انجام آزمايش براي .براي انجام مراحل بعمي استفاده یرديم

، استفاده شم. از روش انتشار ديسک ضمميکروبی حساسيت
مورد استفاده عبارت بودنم از:  بيوتيکیآنتی هايديسک

دامی و  Flumequineفلومکویين 
طب ساخت کشور  پادتن )محوول شرکتانروفلوکساسين

روش استانمارد  بر طبق بذر ميکروبی يتهيه  . برايايران
 يرشم يافته هاي، از کل.یضم ميکروبی حساسيت آزمايش
، ابتما باکتري مورد نظر در محيط کشت اشريشياکلی باکتري

http://fa.wikipedia.org/wiki/%DA%AF%D9%84%D9%88%DA%A9%D8%B2
http://fa.wikipedia.org/wiki/%DA%AF%D9%84%D9%88%DA%A9%D8%B2
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نوتري.ت براث کشت داده شم. بعم از رشم باکتري   
یرديم و کمورت  تهيه در آب مقطر استريل سوسپانسيونی

آن را با کمورت سوسپانسيون نيم مک فارل.م، يع.ی تعماد 
CFU/ml  ٨10  ×5/1 داده شم. سپس  باکتري مطابقت
ي از محيط نوتري.ت براث، استريل مقمار پبوسيله سوآ

حاوي اين سوسپانسيون، برداشته شم و به روش چم.ی در 
محيط مولرهي.تون آیار کشت داده شم. نتايج با استانمارد 

 استانماردهاي يهاي ارایه شمه در جماول موسسه
مورد تفسير قرار  CLSI  2023و بالي.ی آزمايشگاهی

مايه هاي مقاوم  یرفت و جهت اطمي.ان از ش.اسايی تمام ج
سويه هاي با حساسيت نسبی نيز جهت ادامه کار انتخاب 

 .  Forcella et al.   ،2010)شمنم

با استفاده از کیت شرکت  DNAاستخراج 

 (CAT IR.1396.39سیناژن )
برابر دستورالعمل کيت شرکت سي.انن جهت استخراج 

DNA   ميکروليتر از نمونه  500اقمام شم که ابتما در حمود
ا درون ميکروتيوپ ريخته و جهت رسوب یيري به ممت ر
ساتريفيون شمنم. محلول رويی به  rpm 13000در    15

تيوپ جميم م.تقل شم و رسوب ته نشين شمه را دور ريخته 
و سپس در مرحله بعم از روي محلول رويی جهت انجام 

 آزمايشات مولکولی استفاده شم.

  PCRبرنامه دمایی  

 شمه با حجم مورد نياز واک.ش در تخليص DNA ترکيب 
ها به دستگاه يک ميکروتيوپ و انتقال ميکروتيوپ

 ترموسايکر براساس برنامه زير: 

اي.گونه است که  PCR شرايط سيکل حرارتی براي
دقيقه،  5درجه سانتی یراد به ممت  95واسرشت اوليه در 

درجه سانتی یراد به  94سيکل شامل واسرشت ثانويه در  35
 45درجه سانتی یراد به ممت  55ثانيه، اتوال در  30ممت 

دقيقه  1درجه سانتی یراد به ممت  72ثانيه، مرحله بسط در 
دقيقه  10درجه سانتی یراد به ممت  72و نيز بسط نهايی در 
 5/1در نل آیارز  PCR  . محوو ت1انجام شم )جمول 

درصم الکتروفورز شمنم و با اتيميوم برومايم رنگ آميزي و 
 .مشاهمه و مست.م سازي شمنم UV تحت نور

 
 

 از ورم پستان اشريشياکلیبراي نن مقاومت دارویی باکتري PCR واک.ش  مراحل انجام  -1جمول

 تعداد سیکل زمان)ثانیه( دما)درجه سیلسیوس( مرحله

 1 300 95 واسرشت اوليه

 35 30 94 واسرشت

 35 45 55 اتوال

 35 60 72 بازآرايی)یسترش 

 1 600 72 آرايی نهايیباز

 

پرايمر اليگونوکلئوتيمي اساسی آغازگرها )پرایمرها(: 

ترين عامل موثر بر رانممان و اختواصی شمن واک.ش 
PCR  می باشم. طراحی دقيق پرايمر براي بمست آوردن

محوو ت مورد نظر در مقادير مطلوب و جلویيري از تکثير 
 -M 1 ً توالی هاي غير اختواصی ضروري است. معمو

 پرايمر در هر واک.ش مورد نياز می باشم.  1/0
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   2007و همکاران .  Cattoir)مطالعه مورد استفاده در اين پرايمرهاي -2جمول

 ژن ٥'به  ٣'نوکلئوتیدی  توالی پرایمر PCRمحصول  اندازه ی

bp5٨0 
qnrA-F 

qnrA- R 
AGAGGATTTCTCACGCCAGG 

TGCCAGGCACAGATCTTGAC 
qnrA 

bp 264 
qnrB-F GGMATHGAAATTCGCCACTG 

TTTGCYCYYCGCCAGTCGAA 
qnrB 

qnrB-R 

bp42٨ qnrS-F GCAAGTTCATTGAACAGGGT 
TCTAAACCGTCGAGTTCGGCG 

qnrS 
qnrS-R 

 

 

  PCRپلکسآزمون مولتی
 PCR)آماده  هاي ، از ميکروتيوپDNAتکثير  جهت 

Premix) محوول شرکت Bioneer بهبی)کره ج.و   
 6، از مطالعه ميکروليتر استفاده شم. دراين 20 نهايی حجم

در  qnrSو  qnrA ،qnrB ننهاي رديابی پرايمر، جهت
 هر يک انمازه ي پرايمر که 6 استفاده شم. اين اشريشياکلی
 يسويه 50آناليز  ، جهتباز است جفت 20از آنها 

مورد  PCRپلکسلتیبا استفاده از روش مو اشريشياکلی
از  . پس  Cattoir et al  ،2007)استفاده قرار یرفت.م

دستگاه ترموسايکلر  مخلوط کردن با دستگاه ميکروفيون، به
  آورده 2مورد استفاده در )جمول يانتقال داده شم. برنامه

 .  Cattoir et al ، .2007)شمه است

 آنالیز آماری
ر مه توسط نرم افزاتجزيه و تحليل داده هاي بمست آم

SPSS  صورت یرفت. براي تعيين ارتباط  2022ويرايش
طح یرديم. س استفاده  χ2کاي ) مربع آزمون از متغيرها

  .p<0.05در نظر یرفته شم) 05/0مع.ی داري کمتر از 

 

 نتایج

ن پستا نمونه شير اخذ شمه از یاوهاي مبتک به ورم 50از 
 30نمونه ) 15، بالي.ی و تحت بالي.ی شهرستان کازرون

شير اخذ  نمونه100و از  اشريشياکلیدرصم  آلوده به باکتري 
.ی اليبشمه از یاوهاي مبتک به ورم پستان بالي.ی و تحت 

ري بودنم. درصم  آلوده به اين باکت35نمونه ) 35شهر شيراز، 
 16Sايزوله هاي جما شمه درکشت ميکروبی با رديابی نن 

 پلکس تاييم شمنم. مولتی PCRبا استفاده از روش 

 

 

 ضدمیکروبی حساسیت نتایج آزمایش
 اشريشياکلی يسويه 50ي اخذ شمه فقط نمونه 150از 

، نستامبتک به ورم پ جماشمه از شير ورم پستانی یاوهاي
آیار مغذي و تاييم کل.ی با  در محيط از کشت پس

 شتکمولر هي.تون آیار  محيط آزمايشهاي تاييمي بر روي
 150يکی در اين مطالعه مقاومت آنتی بيوت . 1شمنم )تووير 

يمار در راس یاو ب 50به دست آممه از  اشريشياکلیجمايه ي 
ز راس یاو بيمار در شهر شيرا 100شهرستان کازرون و 

رد مو نسبت به آنتی بيوتيک انروفلوکساسين و فلوموکویين
نتی آنسبت به  ارزيابی قرار یرفت. مقاومت آنتی بيوتيکی

 5/٨) اشريشياکلیجمايه ي  17بيوتيک انروفلوکساسين در 
 6ه بلق درصم  مورد ش.اسايی قرار یرفت. اين جمايه ها متع

اس ر 11درصم  و  30/35یاو بيمار در شهرستان کازرون )
يه هم جما 7درصم  بود.  70/64یاو بيمار در شهر شيراز )

 3ه بق درصم  به فلوموکویين مقاوم بودنم که متعل 67/4)
او بيمار راس ی 4درصم  و  6یاو بيمار در شهرستان کازرون )

و آنتی دجمايه هم نسبت به هر   1درصم  بود.  4شهر شيراز)
بتک در درصم   که در یاوهاي م 67/0بيوتيک مقاوم بودنم )
 شهر شيراز  ديمه شم.
آن  تعمم رشم و مطابق يقطر ناحيه بر اساس انمازه یيري

و  (R)، مقاوم (S)صورت حساس  ، بهCLSIبا جماول 
شير جما شمه از  اشريشياکلی هايدر مورد سويه (I) متوسط

رون شهرستان کاز مبتک به ورم پستان ورم پستانی یاوهاي
جما شمه از  اشريشياکلی هايو نيز در مورد سويه  3)جمول 

ز شهر شيرا مبتک به ورم پستان شير ورم پستانی یاوهاي
 . آورده شمه است  3جمول )
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 با ديسک آنتی بيویرام )انروفلوکساسين و فلومکویين اشريشياکلی باکتري  ضمميکروبی حساسيت از آزمايش حاصل نتايج . 1تووير 

 

  PCRالکتروفورز و آنالیز محصولات 
، PCR هاي حاصل از تکثير واک.شيا فرآورده  آمپليکونها 

مورد همف است که  DNAها قطعه از  شامل ميليون
 يمرطور طبيعی واجم طول مشخوی در ناحيه بين دو پرابه

، PCRهاي ش.اسايی محوو ت می باشم. يکی از روش
 است.  %1الکتروفورز روي نل آیارز 

 ژنومی DNAبررسی نتیجه استخراج 
به م.ظور بررسی صحت الگوي ننومی استخراج شمه از 

با  . 2استفاده شم )شکل  %1نل آیارز الکتروفورز بر روي 
 دستگاه، حضور احتمالی در اين ماوراءب.فش استفاده از اشعه

شم.  مطلوب در نل بررسی با انمازه ي DNAاز  قطعاتی
 bpقطعات در نل با استفاده از  انمازه ي

100Plus DNA ladder TMGeneRuler  محوول
.وان ع به Fermentase LIFE SCIENCE شرکت

 مربوط به PCRیرديم. محوو ت  معيار، تعيين
مبتک به  جماشمه از شير ورم پستانی یاوهاي اشريشياکلی

با  در چ.م نوبتورم پستان شهر شيراز و شهرستان کازرون 
استفاده از نل الکتروفورز، در دستگاه داکيوم.تاسيون مورد 

ز محوو ت از الکتروفور حاصل قرار یرفت.م. نتايج بررسی
PCR  مقاوم به  اشرشياکلی جمايه 7نشان داد که از ميان

نيز در   qnrBدريک سويه و نن   qnrSفلوموکویين  نن 
يک سويه مشاهمه شم و همی.ين يک سويه داراي هر دو 

 جمايه 17در اين مطالعه از ميان . بودqnrB و qnrS نن
 1درصم  ،  36/36مقاوم به انروفلوکساسين) اشرشياکلی

 1و  qnrS جمايه داراي نن qnrB  ،1 جمايه داراي نن
ش.اسايی   qnrBو  qnrS جمايه نيز داراي هر دو نن
  .2)تووير ديمه نشم. qnr Aشمنم. در هيچ نمونه اي نن 

 

 
استخراج شمه  DNAزيابی کيفی   مشاهمه بانمهاي حاصل از ار%1بررسی کيفی محوو ت ننومی استخراج شمه بر روي نل آیارز  . 2تووير                

جماشمه از نمونه هاي  DNAمحوول  6تا  1،  ک.ترل م.فی )آب مقطر  و چاهک هايM  DNA size marker 100bpبه ترتيب از چپ به راست: 
 از قبل موجود در بانک ذخيره اي. DNA، ک.ترل مثبت  مشاهمه نشم bp264تحت مطالعه و بانمي به انمازه 
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استخراج شمه به ترتيب از  DNA  مشاهمه بانمهاي حاصل از ارزيابی کيفی %1بررسی کيفی محوو ت ننومی استخراج شمه بر روي نل آیارز  . 3تووير 
ک.ترل م.فی )آب مقطر   و چاهک هاي  .موجود از قبل در بانک ذخيره اي DNAک.ترل مثبت   .، M  DNA size marker 50bpچپ به راست: 

 ماشمه از نمونه هاي تحت مطالعه،ج DNAمحوول  5-1

 

 

 بحث
، يکی از اثرات اجت.اب ناپذير مورف آنتی بيوتيک ها

 لعاتمطاپيمايش و انتشار باکتريهاي مقاوم است. بسياري از
ها ت. نشان می ده.م که پس از معرفی يک آنتی بيوتيک، نه

 سطح مقاومت باکتريهاي بيماريزا، بلکه سطح مقاومت
)همزيست  نيز افزايش می يابم. باکتري هاي کم.سال

اي هباکتري هاي کم.سال مقاوم می توان.م م.بعی از نن 
 ه.م.ل دمقاومت را براي باکتري هاي بالقوه بيماريزا تشکي

بررسی فراوانی مقاومت در باکتري هاي شاخوی چون 
اشريشياکلی ممفوعی در جمعيت هاي مختلف حيوانی، 

.ين ش.اسايی امکان مقايسه فراوانی مقاومت و همی
 يکیمکانيسم هاي انتقال باکتري هاي مقاوم وعوامل ننت

ی مقاومت از حيوانات به انسان و بر عکس را فراهم م
. مقاومت نسبت به  Vasilaki et al., 2008)سازد

م  به دنبال توليPMQRکي.ولون ها با واسطه پکسميم)
 ، بيان نن آمي.ویکيکوزيم استيل Qnr پروتئين هاي

مه و بيان نن کمک.. aac-(6’)-Ib-cr از واريانتترانسفر
، موجب کاهش حساسيت ف.وتيپی سويه  qepA ي پمپ

 يی وزاميرهاي باکتريايی نسبت به کي.ولون ها شمه است.  )
    201٨همکاران، 

 

 
 
 

 ,qnrA ميرزايی و همکاران در تحقيقی شيوع ننهاي

qnrB وqnrS   در بين نمونه هاي اي ککي به ترتيب
 106بود که در حالت کلی  %9/2٨% و  %5/56، 31/٨

ککي حماقل به يکی از کي.ولون ها   اي%70.6نمونه)
ممکن است  جمقاومت نشان دادنم. علت متفاوت بودن نتاي

به اين دليل باشم که نن هاي مقاومت در هر م.طقه و زمان 
متغيير است.بر اساس نتايج حاصل از آنتی بيویرام، نمونه 

ي بيشترين مقاومت را به ترتيب نسبت به ککهاي اي
  نشان %46  و سيپروفلوکساسين )%69.3ناليميکسيک اسيم)

 %40دادنم. مقاومت به افلوکساسين وکلرامف.يکل به ترتيب 
 .  Mirzaii et al  ،201٨)بود %7/22و 

ايزوله اي ککي جما  ٨3از  2012زي.الی و همکاران در سال 
مثبت یزارش  ESBL %44شمه از نمونه هاي بالي.ی 

   از سويه هاي%6.٨نمونه ) 5  در اين مطالعه 20نمودنم. )

ESBL مثبت اي ککي به ترتيب حامل ننهايqnrA, 

qnrBوqnrS  بودنم. اين در حالی است که شيوع اين نن
)زي.الی و بود.  2.٨م.فی % ESBL ها در بين سويه هاي

 .  2012همکاران، 
Wang  بر روي ش.اسايی ننهاي  200٨و همکاران در سال

که عوامل مقاومت عليه  QnrB و QnrA کمک..مه ي
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فلوروکي.ولون ها با واسطه پکسميم می باش.م در ميان جمايه 
هاي اشريشياکلی به دست آممه از یاوها در نيجريه مطالعه 
کردنم. اين مطالعه با همف بررسی پياممهاي مورف 

يی انجام شمه بود. فلوروکي.ولون در دامپزشکی و زنجيره غذا
جمايه اشريشياکلی به دست  500آن ها براي اين م.ظور از 

آممه از ممفوع یاوهاي به ظاهر سالم در نيجريه استفاده 
 را براي ش.اسايی حضور نن هاي PCR کردنم و روش

qnrA و qnrB  و به دنبال آن روش ديسک ديفيونن را
جهت مشاهمه مقاومت ف.وتيپی جمايه ها نسبت به 

عمد  10نشان داد که  PCR لوروکي.ولون بکار بردنم. نتايجف
، و  qnrB از هفمه جمايه مقاوم به کي.ولون ها، از نظر نن

 ت.ها يک جمايه از بيست جمايه اشريشياکلی از نظر نن

qnrA  مثبت است. ب.ابراين مقاومت به کي.ولون با واسطه
 پکسميم، به ع.وان يک مکانيسم احتمالی در بين جمايه
هاي اشريشياکلی کم.سال در ممفوع یاوهاي به ظاهر سالم 

 .  Wang et al  ،200٨)مطرح می باشم 
طبق مطالعات يوسفی و همکاران بين نمونه هايی که داراي 

درصم سويه ها به سيپروفلوکساسين  ٨/5بودنم  qnrA نن
درصم سويه ها حساس بودنم. عليرغم اي.کته  5/3مقاوم و 

در سويه هاي مقاوم به  qnrA فراوانتی نن
سيپروفلوکساسين نسبت بته سويه هاي حساس حاوي نن 

  در p˃0.05مذکور بيشتر بود ولی ارتباطی بين وجتود) 
و  qnrA و مقاومت بته آنتی نن qnrB مورد حضور نن

مقاومت بته سيپروفلوکساستين وجتود نماشت آنتی بيوتيک 
اي هاي سيپروفلوکساسين نيز بررسی در بين سويه ه

حساس و مقاوم به اين آنتی بيوتيکها انجام یرفت که بين 
وجود اين نن و مقاومت به سيپروفلوکساسين ارتباط مع.ی 

   همی.ين بين حضور ننp˃0.05دار مشاهمه نگرديم)

qnrS  و مقاومت به آنتی بيوتيک مورد مطالعه در سويه
هاي حساس و مقاوم بررسی انجام یرفت و بين حضور اين 

اومت به سيپروفلوکساسين همی.ين، در ارتباط نن و مق
 . در سويه هايی که به p˂0.05مع.ی داري وجتود داشت)

درصم  داراي  5سويه ) 7سيپروفلوکساسين مقاوم بودنم فقط 
ضمن اي.که  qnrSو  qnrA ،qnrBهر سه نن مقاوم به 

 qnrS و qnrB درصم  نيز داراي دو نن 3/45سويه ) 63

ته بيشترين حضور همزمان نن ها بطور همزمان بودنم ک
 .   201٨)يوسفی و همکاران ، بود

Flach  به بررسی بيان نن  2013و همکاران در سالqnr 
يافت  qnrخانواده از پکسميم هاي حاوي نن  6پرداخت.م. 

 ,qnrAشمنم:  

qnrB,qnrC,qnrD,qnrS,qnrVC عکوه بر آن .
 در تعمادي از یونه هاي qnrآلل هاي کروموزومی 
 . Flach   ،2013)باکتريايی نيز يافت شمنم

ر يافت.م از نظ 1393سليمانی اصل و همکاران در سال 
شان نيم فراوانی نن هاي مقاومت کي.ولونی وابسته به پکسم

اير در ايران نسبت به س qnrمی دهم که فراوانی ننهاي 
 يژهم.اطق از ميزان با تري برخوردار می باشم و به و

م نسبت به ساير نن هاي با مکانيس  qnrA فراوانی نن
وق فاي همقاومت مشابه با تر می باشم. فراوانی با ي نن 
مل حيل در ميان سويه هاي با اهميت بالي.ی به ويژه به دل

را  نهاآوابسته به پکسميم آنها که انتقال و یسترش سريع 
) متسهيل می نمايم، بسيار حایز اهميت بالي.ی می باش

 .  2014و همکاران ،  سليمانی اصل

از خو  و  که اشريشياکلی يسويه 232و همکاران،  يو
و  qnrA ،qnrBطيور جماشمه بود را از نظر حضور 

qnrS  با روشPCR 14 کردنم که بررسی يابیو توالی 
 بودنم. يک مثبت qnrدرصم  از نظر حضور نن 6مورد آنها )

 qnrA ولی شم ش.اسايی qnrSمورد  13و  qnrBمورد 

 .  Yue et al  ،200٨)مشاهمه نشم

 مايهج 2٨1، 2007تا  2005و همکاران، در سپتامبر  داهمن
اسيم از  ناليميکسيک مقاوم به يانتروباکترياسه هاي
 کردنم که را جماسازي در تونس بيمارستانی هاينمونه
 درصم آنها16نشان داد  PCRپلکسبا روش مولتی بررسی
و  qnrB ،qnrB ،qnrA ، شاملPMQR ايننه

qnrS ها کردنم اما هيیکمام از نمونهمی را حملqnrC  و
qnrD را نماشت.م(Dahmen,   ، 2010وهمکاران  . 

و  PCRو همکاران، با استفاده از روش  واسيککی
 مقاوم به بالي.ی يسويه 313 از بين يابیتوالی

در  2007تا  2006 لهايسا در طی که سيپروفلوکساسين
نن  دربردارنمهی يسويه 11شمه بود،  آورييونان جمع

qnrS مورد  هايرا یزارش کردنم. هيیکمام از سويه
 Vasilaki)را نماشت.م qnrBيا  qnrAآنها نن  بررسی

et al، 200٨و همکاران   . 
در صورت مورف نادرست فلور کي.ولونها، وقوع مقاومت به 

می توانم  اشريشياکلیدر سويه هاي بيماري زاي ها کي.ولون
به ع.وان خطري در بهماشت عمومی باشم زيرا اين سويه ها 
می توان.م موجب ايجاد بيماري در انسان نيز شونم و 
همی.ين مقاومت به فلورکي.ولونهاي مورد استفاده در 
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دامپزشکی، موجب مقاومت در برابر فلورکي.ولون هاي تجويز 
سانی می یردد. ف.وتيپ تيپيک مقاومت شمه در طب ان

پکسميمي به کي.ولون ها در خانواده انتروباکترياسه، کاهش 
حساسيت به فلورکي.ولون ها و مقاومت به ناليميکسيک اسيم 

 را نيز بمنبال دارد. 

  نتیجه گیری

بر اساس نتايج دست آممه، می توان بيان کرد که هر چ.م 
ل آنتی بيوتيکی متعلق به فراوانی سويه هاي مقاوم به عوام

کي.ولون و فلورکي.ولون هادر اين مطالعه با  نبود ولی به 
مخووصا اي.که  .هيچ ع.وان قابل چشم پوشی نمی باشم

فراوان ترين الگوي مقاومت چ.میانه به دست آمم مربوط به 
سويه هايی بود که به طور همزمان به چ.م آنتی بيوتيک 

 و  qnrSشان داد که ننهايمقاوم بودنم. همی.ين نتايج ن
qnrB  مهم ترين عوامل ننتيکی دخيل در بروز مقاومت

عليه کي.ولونها و فلورکي.ولونها در مطالعه ي حاضر می 

باش.م. ميزان کلی مقاومت به انروفلوکساسين در جمايه هاي 
درصم موارد  75درصم بود ولی در حمود  ٨دامی با ي 

ون ها مشاهمه نگرديم مقاومت متقاطع نسبت به ساير کي.ول
 . که نيازم.م بررسی بيشتر و مطالعات تکميلی است

 تشکر و قدردانی
 اين پژوهش اقتباسی از پايان نامه دکتراي حرفه اي

 در ودامپزشکی  با ثبت در شوراي پژوهشی دانشگاه بوده 
 حماتز زدان.م تا انهايت محققين اين مقاله برخود  زم می
مايشگاه ميکروب کارش.اسان و متخووين آز

ش.اسی)بيطاران  شيراز و دکتر اختري مسئول محترم 
و  زنمهار هايآزمايشگاه اکتيو وت و عزيزانی که با راه.مايی

ا ان رمت.یرانقمر خود در پيشبرد اين پژوهش، کمال تشکر و ا
 داشته باش.م.
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Abstract 

 Mastitis is an important disease that can infect livestock throughout their life. Gram-

negative EscherichiaColi is the main cause of most of this disease. The aim is to 

investigate EscherichiaColi isolates containing fluoroquinolone antibiotic resistance 

genes in mastitis milk using multiplex PCR technique. In this study,150milk samples 

from cows suffering from mastitis were used. The samples were sent to the 

microbiology laboratory of Faculty of Veterinary Medicine of Kazeroon University 

for evaluation. After culturing the suspected EscherichiaColi colonies, according to 

the CLSI tables, the sensitivity of the isolated strains was evaluated. The results of 

electrophoresis of PCR products showed that among the 7 strains of Escherichia coli 

resistant to flumoquine; The qnrS gene was observed in one strain and the qnrB gene 

was observed in one strain, and one strain had both qnrS and qnrB genes. In this 

study, among 17 isolates of Escherichia coli resistant to enrofloxacin (36.36%), 1 

isolate has qnrB gene, 1 isolate has qnrS gene and 1 isolate has both qnrS and qnrB 

genes. occurrence of resistance to quinolones in Escherichia coli pathogenic strains 

can be a danger to public health. The most abundant pattern of multiple resistance 

obtained was related to the strains that were resistant to several antibiotics at the 

same time.The results showed that qnr S and qnrB genes are the most important 

genetic factors involved in resistance against quinolones and fluoroquinolones. 
Keywords: dairy cow mastitis, Escherichia coli, PCR, qnr genes. 
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