
 
 

 
 

 
 

 
 مقاله پژوهشی

 

 وبیولوژی دامپزشکینشریه میکر

، 0410دوم، پاییز و زمستان شماره دهم، هجدوره 

 00-01:  45پیاپی 

ز بدست آمده ا سودوموناس آئروژینوزابررسی تنوع ژنتیکی جدایه های 

 موارد ورم پستان گاو در شهر تبریز

 1*سامان مهدوی

 استادیار گروه میکروبیولوژی، واحد مراغه، دانشگاه آزاد اسلامی، مراغه، ایران _

 04/40/1040تاریخ پذیرش:    40/11/1041تاریخ دریافت: 

 چکیده

ان در های تحت بالینی مقاوم به درمطلب بوده که موجب بروز ورم پســتانهای فرصتاز مهمترین پاتوژن ســودوموناس آئروژینوزاپباکتری 

های ناشی از این باکتری ضروری است. هدف از این مطالعه، بررسی ها، در مدیریت عفونتبررسی الگوی ژنتیکی ایزوله. باشدگاوهای شیری می

 044ی، از این مطالعه توصیفی مقطع بود. در بدست آمده از موارد ورم پستان گاو در شهر تبریز سودوموناس آئروژینوزاتنوع ژنتیکی جدایه های 

پس از انجام آزمایشات بیوشیمیایی اختصاصی و رنگ آمیزی،  .م شدگیری انجاهای شهر تبریز نمونهراس گاو مبتلا به  ورم پستان در گاوداری

پسودوموناس ( 04ایزوله )% 04مورد گاو مبتلا به ورم پستان،   044موارد مثبت جهت آزمایشات مولکولی مورد استفاده قرار گرفتند. از مجموع 
های تحت مطالعه، با پرایمر مورد استفاده، قابل ( از نمونه00/%0ایزوله ) 04نشان داد که  RAPD-PCRشناسایی شد. نتایج حاصل از  آئروژینوزا

پسودوموناس گروه مجزا قرار داشتند و هر کدام حاوی چندین نمونه 10های تایپ شده در (  تایپ نشدند. ایزوله14ایزوله )% 14تایپ بودند و 
که  نتایج نشان داددارای کمترین ایزوله بودند.  XIIو  IX ،Xای هبیشترین ایزوله را داشتند و گروه VIIو  Iهای بودند. گروه آئروژینوزا

RAPD-PCR ،می ینوزاسودوموناس آئروژپهای مورفیسم سویهبندی با قدرت افتراق بالا در مطالعات اپیدمیولوژی و پلیروش ابزار ژنوتیپ-

باکتری تأکید  ، جهت کنترل و پیشگیری از انتقال اینورم پستان ناشی از این باکتری های این مطالعه، کنترل منابع عفونت درباشد. با توجه به داده

   .شودمی

  RAPD-PCR، ورم پستان گاو، پسودوموناس آئروژینوزاکلمات کلیدی: 
 

 *نویسنده مسئول : سامان مهدوی

 گروه میکروبیولوژی، واحد مراغه، دانشگاه آزاد اسلامی، مراغه، ایرانآدرس: 

 maragheh.ac.ir-S.mahdavi@iau پست الکترونیک:  
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 مقدمه

ــتان، به التهاد غده  ــتانی بدون توجه به واژه ورم پسـ پسـ

شـود. در دامها، ورم پسـتان به وســیله   علت آن اطلاق می

تغییرات فیزیکی یا شـیمیایی و یا معمولا میکروبی شیر و  

همچنین تغییرات حاصـل از بیماری در بافت غده پستانی  

ــتان در اغلب   دیـده می  ــیوع بیمـاری ورم پسـ ــود. شـ شـ

ا درصـد بوده ولی در بعیی کشوره  04کشـورها حدود  

پســـودوموناس (. 0اند )درصـــد کاها داده 04آن را تا 

بعنوان یکی از عوامــل ایجــاد کننــده اورام  آئروژینوزا

ــیری   ــیوع ناگهانی در گاوهای شـ ــتان کلینیکی با شـ پسـ

درصد و یا بیشتر  1باشـد. این باکتری کمتر از  مطرح می

ــتان   0از  ــد گله را درگیر نموده و موجب اورام پس درص

ر د پسودوموناس آئروژینوزاشود.  بالینی میمزمن تحت 

میلیون یورو  00میلیارد دلار، انگلستان  0آمریکا بیا از 

میلیون دلار سالانه ضرر اقتصادی را به  144و در استرالیا 

(. بیماری ورم پستان ناشی از 7کند )دامداران تحمیل می

در اثر عواملی مانند آد آلوده،  پسودوموناس آئروژینوزا

ــد ــب کارتیهضـ ــب در عفونی نامناسـ ها و درمان نامناسـ

ــکی ایجـاد می  هـای گاو به  گردد و کـارتیـه  دوران خشـ

(. 10نمـاینـد )  عنوان مخزن انتقـال این بـاکتری عمــل می  

ــترین تنوع را در بین    ــودوموناس، بیشـ ژنوم بـاکتری پسـ

ــودوموبــاکتریهــا دارد. تنوع ژنتیکی بــاکتری  نــاس پسـ

 ــ   آئروژینوزا و  هاازگـاری بـا میزبان  بـه علـت توانـایی سـ

 هـای فنوتییی متفاوتی ایجاد هـای مختل،، واکنا محیط

ــایی آن نمی  می ــناسـ به  توان فقطکنـد. بنابراین برای شـ

ــات فنوتییی اکتفــا کرد، هر چنــد کــه روش   آزمــایشــ

ــخیم می ــد )فنوتییی، روش دقیقی برای تش (. در 11باش

 Random Amplifiedهـای مولکولی، روش  بین روش

Polymorphic DNA)-PCR )RAPD   ــل ــاب روش ق

ــیار بالا و به طور       ــحـت بسـ ــت کـه بـا صـ اعتمـادی اسـ

ی بنـدی و تعیین ارتباطات ژنتیک آمیزی در طبقـه موفقیـت 

ــم  ــیاری از ارگانیسـ ها و ها، ویروسها از جمله قارچبسـ

تری، های باکهای پسودوموناس و شناسایی ژنوتیپگونه

بر اساس مطالعات  (.10و 1گیرد )مورد اسـتفاده قرار می 

ــده انجام ــخیم و   ،شـ ــهای مولکولی، قدرت تشـ روشـ

ــتهای فنوتییی دارند و   ــبت به تس تکرارپذیری بالاتری نس

ــرفـت، بـه    دلیل توانایی آنها در تعیین تفاوتهای این پیشـ

ــه با      ژنومی کوچـ  و ثبـات مولکولی بـالا، در مقـایسـ

 ــپروفـایـل   و 10) تهـای فنوتییی همان گون  باکتری اسـ

وناس های پسودومدر نظر گرفتن تنوع بالای گونهبا (. 17

ــور  در ایران و نیز پراکندگی آنها در مناطق مختل، کشـ

و عدم آگاهی و شــناخت کامل از میزان تشــابه ژنتیکی   

ر ، مطالعه اخیپسودوموناس آئروژینوزاهای در بین ایزوله

ــی تنوع ژنتیکی جدایه های با هدف  ــودوموناسبررس  س
ده از موارد ورم پستان گاو در شهر بدست آم آئروژینوزا

  انجام شد. تبریز

 

 مواد و روش کار

 هانمونه آوری و جداسازیجمع

ــیفی مقطعی، از  راس گاو مبتلا  044در این مطالعه توصـ

ــهر تبریز بین     ــتـان بالینی در گاوداریهای شـ بـه  ورم پسـ

ــال  ماه ــت تا دی س ــول  1044های اردیبهش با رعایت اص

ــتریـل، نمونـه   ــگاه      گیریاسـ ــد و بـه آزمـایشـ انجـام شـ

ــد. نمونه میکرود ــی منتقل شـ ــناسـ ها بر روی محیط شـ

( EMBکشـــت مکانکی آگار و ائوزین متیلن بلو آگار )

 07ســاعت در دمای   00کشــت داده شــدند و به مدت  

ــانتی  ــیس   گراد گرمخـانـه  درجـه سـ ــدند. سـ گـذاری شـ

ــده، رنـگ   کلونی ــدنــد و هـای اـاهر شـ آمیزی گرم شـ

ــیمیای  ــات بیوشـ ــخیم باکتری آزمایشـ ی زیر جهت تشـ

انجام شــد: اکســیداز، کاتالاز،  پســودوموناس آئروژینوزا

ــدول و حرکــت در محیط    ــل رد SIMتـولـیــد ان ، متی

(Methyl red( ــکائر (، Voges proskauer(، وژ پروسـ
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در محیط  Co2توانایی مصــرف قند لاکتوز و تولید گاز 

ــت  ــرف TSI (Triple sugar Iron agarکشــ (، مصـ

حیط کشت سیمون سیترات آگار، آرژنین سـیترات در م 

ــیلاز،  با قند گلوگز  OFدهیدروژناز، اورنیتین دکربوکسـ

گراد )شرکت مرک، درجه سانتی 00و توانایی رشـد در  

 (.  00کشور آلمان( )

 ژنومی  DNAاستخراج 

ــتخرا   ــودومونــاسهــای ژنومی از ایزولـه  DNAاسـ  سـ

دن جوشانی مورد بررسـی با استفاده از روش  آئروژینوزا

ــد )  ــتفاده از    6انجـام شـ ( و کیفیـت و کمیـت آن بـا اسـ

ــتگاه   4/1الکتروفورز بر روی ژل آگارز  ــد و دسـ درصـ

 مورد بررسی قرار گرفت.  Nano Dropنانودراپ

 RAPD-PCRواکنش 

 با اسـتفاده از پرایمر اختصــاصی  RAPD-PCRواکنا 

ــتر میکس  0) ــد. مس : 070 حاوی پرایمر PCR ( انجام ش

AGCGGGCCAA (04/4  بــه میزان )0/4میکرو مول 

میکرولیتر  4اسـتخرا  شده به میزان   DNAمیکرولیتر  و 

میکرولیتر  04نانوگرم(، مخلوط واکنا را به حجم  44)

ــامل   PCRهای تشـــکیل دادند. برنامه اجرایی چرخه شـ

ــتگی اولیه در دمای    ــرشـ به  00℃مراحـل زیر بود: واسـ

ــیس  0مــدت   ــ 06دقیقــه و سـ ــام ل: چرخــه تکثیر شــ

ثانیه، اتصــال  64به مدت  00℃واســرشــتگی در دمای  

 64به مدت  6/00℃الگو در دمـای   DNAپرایمرهـا بـه   

ثانیه  104به مدت  70℃ثانیه و مرحله گسترش در دمای 

ــترش نهایی در دمای  "و نهایتا به  70℃ی  چرخه گسـ

ــولات واکنا در ژل آگارز  4مدت  به  %0دقیقه. محصـ

ــدند  74دقیقه با ولتاژ  04مدت  قطعات و الکتروفورز شـ

ــتفاده از    ــده بـا اسـ   100bp وLadder 50bp تکثیر شـ

 ارزیابی شد. 

 نتایج

ایزوله  04مورد گاو مبتلا به ورم پستان،   044از مجموع 

 با روشـهای بیوشیمیایی  پسـودوموناس آئروژینوزا ( 04%)

اختصـاصی و رنگ آمیزی شناسایی شد. نتایج حاصل از  

RAPD-PCR  ــان داد کــه ( از %0/00ایزولــه ) 04نشــ

ــتفاده، قابل  نمونـه  هـای تحت مطالعه، با پرایمر مورد اسـ

ــتفاده %14ایزوله ) 14تـایپ بودند و   ( با پرایمر مورد اسـ

ــکل     ــدند )شـ ــده در (. ایزوله1تـایـپ نشـ های تایپ شـ

ــتنـد و هر کـدام حـاوی چندین    10 گروه مجزا قرار داشـ

ــودومونـاس آئروژینوزا نمونـه   و  Iهای نـد. گروه بود پسـ

VII های بیشترین ایزوله را داشتند و گروهIX ،X  وXII 

 (.     1دارای کمترین ایزوله بودند )جدول 
 

 
شده در  RAPD-PCRهای ژل حاوی نمونه -1شکک   

ــمـاره  %0آگـارز   جفـت بـاز(.    144و  44: مـارکر ) 1. شـ

ــماره  ــماره01ش ی ها: کنترل منفی )آد دوبار تقطیر(. ش

، 0های های منفی. شماره: نمونه 17و10، 11، 7 ،4، 0، 0

های : نمونـه 04و  10، 10، 16، 14، 10، 10، 14، 0، 0، 6

 مثبت.
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 پسودوموناس آئروژینوزاهای تعداد و طول باند الکتروفورزی در هر یک از ژنوتیپ -1جدول
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 بحث

ــار و  در مطالعات اپیدمیولوژی ، توجه به چگونگی انتش

ــودوموناس آئروژینوزاپهای پراکندگی ایزوله  ردر ه سـ

نشان داده شده است که در  .باشـد ز اهمیت میئحا منطقه

مولکولی  بندیهای ژنتیکی، روشهای ژنوتیپبین سیستم

اختصـاصیت و حساسیت   ، RAPD-PCR سـریعی مانند 

ــایی و تفکی  ایزوله ــناسـ ریایی های باکتبالایی برای شـ

ــیــ  (. 01و 10) دارد ــکــن ــکــی از  RAPD-PCR ت ی

ــانی قابل   ــهای تاییینگ بوده که به آسـ ــریعترین روشـ سـ

ــالهـای اخیر بـه     ــت و در سـ ــادگی،  انجـام اسـ دلیــل سـ

حساسیت، تکرارپذیری، هزین  نسبتاً پایین، سرعت بالا و 

ــویه قـدرت افتراق  ــده بین سـ ای، توجه زیادی به آن شـ

ــت ــده در بیمــاران  مطـالعــات انجــام (. 10و 17) اسـ شـ

ــان  ــوختگی نشـ -RAPD دهنـد  قدرت بالاتر روش  سـ

PCR  ــبت به روشدر تیـپ  RFLP بندی مولکولی نسـ

(Restriction Fragment Length    

Polymorphism) ــنهاد می   می ــد کـه پیشـ کند که بـاشـ

که قدرت بالایی در  RAPD-PCR توان از تکنیـ  می

ــویــه  PFGEجــای تکنیــ   هــا دارد بــهافتراق بین سـ

(Pulsed Field Gel Electrophoresis)  ــتفاده نمود اس

(. نتایج حاصل از این تحقیق نشان داد که از 04و 16و 0)

ــتــان گــاو،  044مجموع  ( %04مورد ) 04نمونــه ورم پسـ

و همکاران  Jiangجدا شـــد.  پســـودوموناس آئروژینوزا

ــیر   00740 بر روی( در تحقیقی که 0414) ــــ نمونه شــــ

ــتانهای تحت بالینی لاگاوهای مبت ، ام دادندانج به ورم پس

ــودوموناس آئروژینوزاپمیزان آلودگی به  ـــ  44/60را  سـ

و همکاران  مهربانی قبولی (.14)درصــد گزارش نمودند 

بر روی باکتریهای ایجادکننده ای که ( در مطـالعه 1001)

ن به ایانجام دادند ورم پســــــــتان دوره خشکی در تبریز 

ــیـدنـد کـه      ــد نمونه 00/10نتیجـه رسـ ها آلوده به درصـ

تفاوت  علت (.14) باشندمی ســـودوموناس آئروژینوزا پ

 در مطالعات پســودوموناس آئروژینوزادر میزان فراوانی 

ــی از منطقه جغر می مختل، ـــــ ـــــ افیایی مورد تواند ناش

مطالعه، ضعــــــ، مدیریت مزارع، وجود آبهای آلوده و 

ــهــای   یــا مخــازن آلوده بــه این بــاکتری، تفــاوت روشـ

جداســازی و شناســایی باکتری و احتمال بروز خطا در 

ایزوله  04در تحقیق حاضــر،. روشــهای شــناســایی باشــد

هــای تحــت مطــالعــه، بــا پرایمر مورد ( از نمونــه0/00%)

ــتفـاده، قا  ( با پرایمر %14ایزوله ) 14بل تایپ بودند و اسـ

مورد اسـتفاده تایپ نشـدند. این امر ممکن است به علت   

ــیمیایی برای تعیین هویت  عدم دقت بالای تســتهای بیوش

هــای مورد مطــالعــه و یــا عــدم تــاییینــگ  دقیق ایزولــه

ــد. ایزولـه  های مورد مطالعه با پرایمر مورد آزمایا باشـ

و گروه مجزا قرار داشـــتند 10ر های تایپ شـــده دایزوله

ــانگر تمایز    ــان دادند که خود نشـ الگوی متفـاوتی را نشـ

 ایهمورفیســم ایزولهبالای این پرایمر و در عین حال پلی

ــت. ا   ــتفـاده از پرایمر کوتاه در این  مورد مطـالعـه اسـ سـ

تکنیــ  منجر بــه تکثیر چنــدین قطعــه از ژنوم بــاکتری 

اسـتفاده شد. این   070شـود. در این مطالعه، از پرایمر  می

ــان می  ــتری را نشـ د و دهــپرایمر الگوهــای ژنوتییی بیشـ

ــل از آن  پروفـایـل   تکرارپـذیری و قــدرت   ،هـای حـاصـ

در  (0440) افتخار و همکاران(. 0) تفکی  بالاتری دارد

ست د باندهای زیادی به ،تهران، با اسـتفاده از این پرایمر 

سبت ن آوردند و نشان دادند که قدرت تفکی  بهتری را

ــت  004به پرایمر  ــته اسـ (. نانوا زاده و همکاران 0) داشـ

پسودوموناس های ( نشـان دادند که در بین ایزوله 1000)

ــوختگی در آئروژینوزا ــده از بیماران دچار سـ ی جدا شـ

ها مشاهده مرفیسم بالایی در بین ژنوتیپشـهر اهواز، پلی 

ــد ) ــر همخوانی دارد.   10شـ ( کـه بـا نتایج تحقیق حاضـ

Akanji  ( ــان  0411و همکـاران ــور نیجریه نشـ ( در کشـ

 یپســودوموناس آئروژینوزاهای دادند که در بین ایزوله
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ود مرفیسم بالایی وججدا شـده از موارد بیمارستانی، پلی 

ــلیمی(. 4دارد )  ( در0414) و همکــاران در مطــالعــ  سـ

ــم ژنوتیــپ متفــاوت بــا پلی 0تهران،  را در  6%مورفیسـ

ــاس آئـروژینوزا  پ ــودومـون ــه بیمــاران هــاسـ ی مربوط ب

یکی از دلایل تنوع بین (. 16)کردند  سوختگی شناسایی

توانـد در نتیج  بزر  بودن انداز   هـای بـالینی می  نمونـه 

ــیون و ایجاد   ــد که احتمال موتاسـ ژنوم این باکتری باشـ

ــم را افزایا میپلی ــان (. 04)دهد مورفیس این مطالعه نش

ــان  داد کــه پـلی  ــالایی در می ــم ب ــهمورفیسـ هــای ایزول

جدا شده از موارد ورم پستان  سودوموناس آئروژینوزای

ــهر تبریز وجود دارد ــت  .گاو در شـ اختلاف نتایج بدسـ

مـالا احت آمده در این تحقیق در مقایسه با سایر مطالعات،

ــای جغرافیایی و نیز اختلاف در منشـــا   ــاوتهــــ از تفــــ

، انســان و مواد غذاییهای جدا شــده )اکولوژیکی ســویه

 (. 0) شودهای مختل،( ناشی میمدا

 

 گیرینتیجه

ــتین گزارش از تنوع ژنتیکی مربوط به تحقیق، این  نخسـ

جدا شــده از موارد  پســودوموناس آئروژینوزاهای ایزوله

ــهر تبریز می ــتان گاو در شـ ــد. ورم پسـ ــایی باشـ ــناسـ شـ

ــودومونــاس پ هــایایزولــه بنــدیهــا و طبقــهژنوتیــپ سـ
ــده از جدا  آئروژینوزا ، اهمیت موارد ورم پســتان گاوش

وارد مشده در  های کلونیزهزیادی در پیگیری نوع سـویه 

ــتان ــدت ویرولانس و مقاومت دارویی  ورم پس از نظر ش

و راهنمای مفیدی جهت انجام اقدامات پیشگیرانه  داشـته 

 .  دهدیزشکان قرار میدامتیار و درمانی را در اخ

 تشکر و قدردانی

ــانی که در انجام این تحقیق با بنده همکاری  از کلیه کسـ

و مســـاعدت داشـــتند به وییه آقای دکتر بازمانی، کمال 

 تشکر و قدردانی را دارم. 
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Abstract 

Pseudomonas aeruginosa is an important opportunistic pathogen that causes subclinical 

mastitis resistant to treatment in lactating dairy cows. Examination of the genetic pattern of 

isolates is necessary for the management of infections caused by this bacterium. The aim of this 

study was to investigate the genetic diversity of Pseudomonas aeruginosa isolates obtained 

from bovine mastitis in Tabriz city. In this cross-sectional descriptive study, sampling was done 

from 200 cows suffering from mastitis in cattle farms in Tabriz city. After performing specific 

biochemical tests and staining, positive cases were used for molecular tests. From a total of 

200 cases of cows suffering from mastitis, 90 isolates (45%) of Pseudomonas aeruginosa were 

identified. The results of RAPD-PCR showed that 80 isolates (88.9%) of the studied samples 

could be typed with the primer used, and 10 isolates (10%) were not typed. The typed isolates 

were in 14 distinct groups and each one contained several samples of Pseudomonas 

aeruginosa. Groups I and VII harboured the most isolates and groups IX, X and XII contained 

the least isolates. Based on the results, RAPD-PCR technique was found as a useful tool to 

investigate the genetic variation for P. aeruginosa strains. This technique is a rapid and low 

cost genotypic method with high discriminatory power. According to the results of this study, it 

is emphasized to control the sources of infection in mastitis caused by P. aeruginosa, in order 

to control and prevent the transmission of this bacterium. 

 

 Keywords: Pseudomonas aeruginosa, Bovine mastitis, RAPD-PCR               

*Corresponding author: Saman Mahdavi 
Address: Department of Microbiology, Maragheh Branch, Islamic Azad University, Maragheh, Iran 

E. mail: S.mahdavi@iau-maragheh.ac.ir 

 

 

 
 

 

mailto:S.mahdavi@iau-maragheh.ac.ir

