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 در بالینی تحت پستان ورم موارد در اورئوس استافیلوکوکوس مولکولی شناسایی

 نیشابور شهرستان شیری گاو مزارع

 

 3جواد بهزادی شهربابک، محمد2*، محسن نجیمی1اکبر طوسی علی

 
 .یرانا ،زابل زابل، دانشگاه دامپزشکی، دانشکده پاتوبیولوژی، گروه دکترای عمومی،آموخته  دانش -1

 .یرانا، دانشیار گروه پاتوبیولوژی، دانشکده دامپزشکی، دانشگاه زابل، زابل -2

 .یرانا، استادیار گروه علوم درمانگاهی، دانشکده دامپزشکی، دانشگاه زابل، زابل -3

 

 1041 دی 12: پذیرش نهایی ، 1041 دی 12بازنگری:  ، 1041 دی 13 دریافت مقاله: 

 

 چکیده

ورم پستان تحت بالینی یکی از معضلات شایع مزارع گاو شیری است که منجر به افت تولید و تحمیل خسارت اقتصادی 

های عامل ورم پستان تحت بالینی در هر منطقه برای پیشگیری و کنترل این معضل  شود. شناسایی پاتوژن به دامدار می

در ورم پستان تحت بالینی  استافیلوکوکوس اورئوسشیوع مولکولی باکتری ضرورت دارد. هدف از مطالعه حاضر بررسی میزان 

مزرعه واقع در نقاط مختلف شهرستان نیشابور وارد  13رأس گاو شیری از  544در مزارع شیری شهرستان نیشابور بود. تعداد 

بالینی با استفاده از آزمون ورم پستان  ها گرفته شد و از نظر ابتلا به ورم پستان تحت مطالعه شدند. نمونه شیر از تمام کارتیه

هایی که در آزمون ورم پستان کالیفرنیایی مثبت بودند مجدداً نمونه شیر اخذ شد و از نظر  کالیفرنیایی بررسی شدند. از کارتیه

 شیری مورد رأس گاو 544ای پلیمراز بررسی شدند. از مجموع  با استفاده از واکنش زنجیره استافیلوکوکوس اورئوسآلودگی به 

 استافیلوکوکوس اورئوسدرصد( رأس مبتلا به ورم پستان تحت بالینی بودند که آلودگی به  2/12) 90کارتیه(،  2444) مطالعه

رأس شناسایی گردید. بر اساس نتایج حاصل از این مطالعه میزان وقوع ورم پستان تحت بالینی و همچنین شیوع  2در 

 در بین موراد ورم پستان تحت بالینی در مزارع شیری شهرستان نیشابور پایین است. استافیلوکوکوس اورئوس

 ای پلیمراز استافیلوکوکوس اورئوس، آزمون ورم پستان کالیفرنیایی، واکنش زنجیره واژگان کلیدی:

 

                                                           
 mnajimi@uoz.ac.ir ست الکترونیک نویسنده مسئول مکاتبه:پ *
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 مقدمه
بیماری اورام پستان خسارت اقتصادی قابل توجهی را 

از راه افت تولید، کاهش کیفیت شیر و تهدید سلامت گاو 

ورم پستان از  .(1)کند  به صنعت گاو شیری تحمیل می

نظر بروز علائم بالینی به دو نوع بالینی و تحت بالینی 

بالینی تغییرات در شیر شود. در ورم پستان  بندی می دسته

)رنگ و قوام شیر، وجود لخته(، تورم کارتیه و علائم 

در حالی که ورم پستان تحت  (2)شود  عمومی ظاهر می

م را ندارد اما تولید شیر را یک از این علائ بالینی هیچ

های  دهد و در تمام گله طور قابل توجهی کاهش می به

  .(3)کند  درصد گاوها را درگیر می 54-24شیری 

ترین عوامل ورم  یکی از شایع افیلوکوکوس اورئوساست

پستان در گاو شیری است و به سختی به درمان پاسخ 

دهد و گاهی کارتیه درگیر تا پایان عمر عفونی باقی  می

ورم پستانی که توسط این میکروارگانیسم  .(0)ماند  می

طور ویژه در زمان  شود به شدت واگیر است و به ایجاد می

 .(5)یابد  های سالم انتقال می شیردوشی به کارتیه

فاکتورهای حدت شامل  دارای استافیلوکوکوس اورئوس

های  های چسبنده سطحی، همولیزین، آنزیم مولکول

زایی این  کواگولاز و پروتئاز و سموم است که در بیماری

علاوه بر این  .(6)پاتوژن نقش بسزایی دارند 

تواند از عوامل ایمنی ذاتی و  می استافیلوکوکوس اورئوس

. بررسی (2)اکتسابی میزبان خود را در امان نگه دارد 

شیوع ورم پستان تحت بالینی در مزارع گاو شیری و 

های عامل ورم پستان در هر  همچنین شناسایی پاتوژن

های پیشگیری و مدیریت  اتژیمنطقه برای تعیین استر

های شیری ضرورت دارد. اخیراً تمایل زیادی  بهداشتی گله

( برای PCRای پلیمراز ) به استفاده از روش واکنش زنجیره

ها در شیر ورم پستانی وجود  تشخیص و شناسایی پاتوژن

لعه حاضر بررسی شیوع ورم . هدف از مطا(9 ،2)دارد 

های شیری در شهرستان  پستان تحت بالینی در گله

استافیلوکوکوس نیشابور و همچنین تعیین سهم باکتری 

های  در ایجاد ورم پستان تحت بالینی در گله اورئوس

 است. PCRشیری این منطقه به روش 

 ها مواد و روش
 13تعداد بررسی شیوع ورم پستان تحت بالینی: 

در سطح شهرستان نیشابور به طور تصادفی انتخاب  مزرعه

شد و بسته به جمعیت آن از تعدادی از گاوهای هر گله 

برداری شد. برای ارزیابی از نظر ورم پستان تحت  نمونه

( در CMTبالینی توسط آزمایش ورم پستان کالیفرنیایی )

کارتیه( نمونه  2444رأس گاو شیری ) 544مجموع از 

گیری در وعده شیردوشی ظهر و  مونهشیر گرفته شد. ن

ها شامل شستشو، خشک کردن  سازی کارتیه پس از آماده

شد.  زنی و قبل از اتصال دستگاه شیردوشی انجام می و رگ

پس از دور ریختن دو دوشش اول، دوشش سوم هر کارتیه 

شد.  ریخته می CMTهای ظرف مخصوص  درون گوده

 CMT (KERBLسپس به اندازه حجم نمونه معرف 

California Mastitis Testing Liquid ،شرکت کربل ،

ثانیه  34شد. پس از  آلمان( به شیر افزوده و هم زده می

شد.  نتیجه آزمایش بر اساس تغییرات مخلوط قرائت می

بر حسب تشکیل  (14) و همکارانKandeel طبق مطالعه 

ای و شکل و قوام آن نتیجه  ی ژله یا عدم تشکیل توده

(، یک مثبت )+(، دو Trace(، ناچیز )-آزمایش منفی )

شد. عدم هرگونه  ت )++( و سه مثبت )+++( ارزیابی میمثب

غلیظ شدگی و تشکیل ژل در مخلوط نشانه منفی، غلیظ 

شدگی بسیار مختصر نشانه ناچیز و تشکیل توده کمی 

ای که ژلاتینی است و با تکان  غلیظ، توده غلیظ، و توده

ترتیب نشانه +، ++ و  شود به دادن ظرف حرکت داده نمی

سه حالت +، ++ و +++ نشانه ابتلای کارتیه به +++ بود. هر 

ورم پستان تحت بالینی در نظر گرفته شد. در سطح گاو، 

حداقل یک کارتیه آن واکنش  CMTگاوی که در آزمایش 

مثبت داشت مبتلا به ورم پستان تحت بالینی در نظر 

 گرفته شد.

بررسی شیوع استافیلوکوکوس اورئوس در موارد 

هایی که در آزمایش  از کارتیهنی: ورم پستان تحت بالی

CMT  مثبت ارزیابی شدند پس از ضد عفونی نوک

لیتر نمونه شیر  میلی 14وسیله پنبه الکل،  سرپستانک به
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آوری شد.  لیتری استریل جمع میلی 15درون لوله فالکون 

های اخذ شده تا زمان انجام آزمایش درون فریزر با  نمونه

 هداری شدند.گراد نگ درجه سانتی -24دمای 

از روش جوشاندن استفاده شد  DNAبرای استخراج 

لیتر از نمونه با  میلی 1به این صورت که حجم  (11)

رعایت شرایط استریل به میکروتیوب منتقل و با دور 

ور ریختن دقیقه سانترفیوژ شد، پس از د 5به مدت  0444

به آن اضافه و  TRIS EDTAلیتر بافر  میلی 1مایع رویی 

ورتکس شد و مجدداً مورد سانترفیوژ قرار گرفت. مایع 

میکرولیتر آب مقطر استریل  144رویی دور ریخته شد و 

دقیقه در دمای  14به آن اضافه و ورتکس شد و به مدت 

ه گراد قرار داده شد. در ادامه محلول ب درجه سانتی 95

سانترفیوژ شد و مایع رویی  13444دقیقه با دور  14مدت 

مورد نظر بود با رعایت شرایط استریل به  DNAکه حاوی 

 .میکروتیوب جدید منتقل شد

از پرایمرهای اختصاصی سنتز شده  PCRبرای انجام 

توالی آن آمده  1توسط شرکت پیشگام که در جدول

 DNAول میکرولیتر محل 2از  PCRاستفاده شد. مخلوط 

میکرولیتر از هر یک از  1استخراج شده به علاوه 

 masterمیکرولیتر  Reverse ،2و  Forwardپرایمرهای 

mix  میکرولیتر آب مقطر استریل تهیه شد. محتویات  0و

mastermix صورت استاندارد شامل بافر،  بهdNTPS ،

Taqpolymerase  وMgcl2 باشد که در نهایت پرایمرها  می

الگو و آب مقطر استریل برای رساندن به حجم  DNAو 

نهایی اضافه شد. مخلوط نهایی طبق مراحل ذکر شده در 

 درون دستگاه ترموسایکلر قرار گرفت. 2جدول

میکرولیتر از محصول واکنش  PCR ،5پس از انجام 

 safeمیکرولیتر رنگ  1درصد حاوی  2روی ژل آگارز 

stain  ولت  24اژ دقیقه تحت تأثیر ولت 24به مدت

 الکتروفورز شد.

 

 های شیر در نمونه استافیلوکوکوس اورئوسی شناسایی توالی پرایمرهای اختصاصی مورد استفاده برا -1جدول

product size (bp) Sequence (5′-3′)  Oligonucleotide Target 

024 TCTTCAGAAGATGCGGAATA 

TAAGTCAAACGTTAACATACG 
STAA-AUI-F  

STAA-AUII-R 
S. aureus 

 R: reverse F: forward  

 

 

  PCRمراحل انجام  -2جدول

 ℃240sec                 94 واسرشتگی اولیه

 ℃30sec                   94 واسرشتگی

 ℃DNA 30sec                  54 اتصال پرایمر به

 ℃30sec                   72 طویل شدن رشته الگو

 ℃300sec                   72 طویل شدن نهایی

 

 نتایج
رأس گاو  544از   CMT بر اساس نتایج آزمایش

کارتیه(  120رأس ) 90کارتیه( تعداد  2444بررسی شده )

نمونه شیر  2مبتلا به ورم پستان تحت بالینی بودند. در 

گاوهای مبتلا به ورم پستان تحت بالینی باکتری 

در  .شناسایی شد PCRبه روش  استافیلوکوکوس اورئوس

نین میزان ابتلا به ورم پستان تحت بالینی و همچ 3جدول

در هریک از  استافیلوکوکوس اورئوسمیزان آلودگی به 

 های مورد مطالعه نشان داده شده است. گله
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 های مورد مطالعه در هریک از گله استافیلوکوکوس اورئوسمیزان ابتلا به ورم پستان تحت بالینی و میزان آلودگی به  -3جدول

 S.aureusپستانی باعفونت گاوهای تعداد مثبتCMT تعدادگاوهای شده تعداد گاوهای بررسی مولد گلهتعداد گاوهای  گله شماره

1 044 04 12 - 

2 244 35 6 1 

3 154 34 0 - 

0 254 04 5 - 

5 344 04 12 - 

6 154 35 2 2 

2 124 34 6 - 

2 244 04 9 1 

9 054 04 10 2 

14 354 04 12 1 

11 244 35 2 - 

12 344 04 12 1 

13 1144 55 16 - 

 2 90 544 0124 مجموع

 

 

 
 bp4 باند وزن مثبت، کنترل 2 شماره ستون و منفی کنترل 1 شماره باشد. ستون می باز جفت 3000 تا باز جفت 100 از مارکر Mستون -1ل شک

 

 

 گیری بحث و نتیجه
در مطالعه حاضر میزان  CMTبر اساس نتایج آزمایش 

وقوع ورم پستان تحت بالینی در گاوهای شیری شهرستان 

درصد بود.  2/6ها  درصد  و در سطح کارتیه 2/12نیشابور 

این میزان وقوع در مقایسه با نتایج برخی مطالعات مشابه 

در  (12)در ایران نسبتاً پایین است. سجادی و همکاران 

ارزیابی میزان وقوع ورم پستان تحت بالینی در 

مثبت  CMTهای  های اطراف مشهد میزان کارتیه گاوداری

گزارش کردند. همچنین هاشمی و  ددرص 52/20را 

میزان وقوع ورم پستان تحت بالینی را در  (13)همکاران 

درصد و در  5/02ستان فارس در سطح گاو های ا گاوداری

درصد گزارش کردند.  6/21های مورد بررسی  سطح کارتیه

اما مطالعاتی نیز میزان وقوع پایین ورم پستان تحت 

اند که با نتایج  بالینی را در مزارع ایران گزارش کرده

مطالعه حاضر نزدیک هستند. نقشینه و همکاران در سال 

گاو شیری  269طی یک ارزیابی سه ساله از  (10) 2415
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مربوط به یک مزرعه صنعتی در آذربایجان شرقی میزان 

 23/24قوع ورم پستان تحت بالینی را در سطح گاو و

درصد گزارش نمودند.  21/23درصد و در سطح کارتیه 

میزان  (15) 1041همچنین پسرکلو و همکاران در سال 

درصد وقوع ورم پستان تحت بالینی را در گاوهای  6/26

شیری استان گرگان گزارش دادند. برخی از مطالعاتی که 

به بررسی میزان وقوع ورم پستان تحت بالینی در سایر 

، (16)درصد در فنلاند  19اند میزان  ختهکشورها پردا

، (12)درصد در اوگاندا  2/26، (12)درصد در رواندا  0/54

درصد در پاراگوئه  23/20، (19)در اتیوپی درصد  30/22

اند.  را گزارش نموده (21)درصد در بنگلادش  29، (24)

ای است که تحت تأثیر  ورم پستان بیماری پیچیده

پارامترهای مختلف محیطی، مدیریتی، عوامل مربوط به 

 از ربوط به ارگانیسم است.طور عوامل م حیوان و همین

های سوماتیک  تعداد سلول بر عوامل این اثرات که آنجا

 گاو نژادهای و شیردهی مراحل ها، گله بین در (SCCشیر )

 در پستان ورم شیوع رود می انتظار است، متفاوت

. میزان پایین وقوع (10)باشد  متفاوت مختلف های مکان

های شیری مورد مطالعه  ورم پستان تحت بالینی در گله

تواند به دلیل رعایت بهداشت شیردوشی و مدیریت  می

ایگاه در سطح مزارع شیری شهرستان مناسب بستر و ج

نیشابور باشد. با توجه به رونق صنعت گاو شیری در این 

های  های مورد مطالعه نسبتاً گله شهرستان و اینکه گله

اند، آموزش و  رأس مولد( بوده 124بزرگی )بیش از 

تواند در وضعیت  ی خوب پرسنل و مدیران مزارع می تجربه

 لعه حاضر نقش داشته باشد.نسبتاً مناسب پستان در مطا

های  درصد کارتیه PCR ،0/6بر اساس نتایج آزمایش 

مبتلا به ورم پستان تحت بالینی در مزارع مورد مطالعه از 

مثبت ارزیابی  استافیلوکوکوس اورئوسنظر آلودگی به 

شدند. با توجه به اهمیت این پاتوژن تاکنون مطالعات 

زیادی به بررسی نقش آن در ایجاد ورم پستان تحت 

اند.  شناسی و مولکولی پرداخته های باکتری بالینی به روش

در مطالعه  استافیلوکوکوس اورئوسمیزان آلودگی به 

تر  حاضر در مقایسه با بسیاری از مطالعات مشابه پایین

کارتیه  690بوده است. در مزارع شیری استان فارس از 

CMT  مثبت بیشترین ارگانیسمی که در کشت جدا شد

درصد( بودند  6/19های کواگولاز منفی ) استافیلوکوکوس

نمونه شیر متعلق به  561. همچنین به دنبال کشت (13)

های مبتلا به ورم پستان تحت بالینی در مزارع  کارتیه

های کواگولاز  ها استافیلوکوکوس درصد نمونه 51شیری از 

 25در  (23). قربان پور و همکاران (22)منفی جدا شد 

مثبت  CMTهای  های مربوط به کارتیه درصد از نمونه

استافیلوکوکوس اورئوس را به روش مولکولی شناسایی 

متعددی در سایر کشورها میزان شیوع کردند. مطالعات 

را در ورم پستان تحت بالینی  استافیلوکوکوس اورئوس

اند که عمدتاً شیوع بالاتری نسبت به مطالعه  بررسی کرده

در  درصد موارد 5/00اند از جمله  حاضر گزارش نموده

درصد در  6/24، (25)درصد در مصر  2/01 ،(20)اتیوپی 

و  Zaatout، اما در مواردی از قبیل مطالعه (12)رواندا 

همکاران  و Ikizو درصد در الجزایر( 3/5) (26)همکاران 

تر نیز  درصد در ترکیه( میزان شیوع پایین 3/3) (22)

 یافت شده است.

یک پاتوژن واگیر  استافیلوکوکوس اورئوساز آنجا که 

است شیوع آن بستگی به رعایت بهداشت شیردوشی دارد. 

این پاتوژن در موارد ورم پستان تحت بالینی شیوع پایین 

تواند به دلیل رعایت بهداشت شیردوشی  مزارع نیشابور می

استافیلوکوکوس و همکاران شیوع  Sommerhäuserباشد. 

و بعد از بکارگیری  را در مزارع شیری آلمان قبل اورئوس

اند و تأثیر قابل  نکات بهداشتی و کنترلی بررسی کرده

ات بهداشتی در شیردوشی در کنترل و توجه رعایت نک

را گزارش  استافیلوکوکوس اورئوسمحدود نمودن شیوع 

 .(22)اند  نموده

بر اساس نتایج مطالعه حاضر میزان وقوع ورم پستان 

 2/12تحت بالینی در مزارع شیری شهرستان نیشابور 

درصد این موارد بر اساس بررسی  0/6درصد است که 

مثبت ناشی از پاتوژن  CMTهای  مولکولی نمونه

است. میزان وقوع پایین ورم  استافیلوکوکوس اورئوس

استافیلوکوکوس پستان تحت بالینی و نیز شیوع پایین 



 و همکاران اکبر طوسی علی
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در مزارع شیری مورد مطالعه حاکی از رعایت  اورئوس

اصول بهداشتی در سالن شیردوشی است که توانسته تا 

لبته در های واگیر را کنترل کند. ا حد قابل قبولی پاتوژن

این شرایط بایستی با رعایت اصول مدیریتی بستر و 

های  های بالینی ناشی از پاتوژن جایگاه از شیوع ورم پستان

 محیطی پیشگیری نمود.

نامه نویسنده اول  : این پژوهش در قالب پایانسپاسگزاری

انجام شده است. از پرسنل محترم شبکه دامپزشکی 

با مزارع گاو شیری را  شهرستان نیشابور که زمینه ارتباط

 شود. برای انجام این تحقیق فراهم کردند سپاسگزاری می
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Summary 

 

Subclinical mastitis is one of the common problems of dairy farms, which leads to a decrease in production 

and economic damage to the farmers. Identification of the pathogens causing subclinical mastitis in each region 

is necessary to prevent and control this problem. The aim of this study was to investigate the molecular preva-

lence of Staphylococcus aureus bacteria in subclinical mastitis cows in dairy farms of Neyshabur city. A total of 

500 milking cows from 13 dairy farms located in different parts of Neyshabur city were included in the study. 

Milk samples were taken from all quarters and checked for subclinical mastitis using the California mastitis test. 

Milk samples were taken from the quarters that were positive in the California mastitis test, and evaluated for 

contamination with Staphylococcus aureus using polymerase chain reaction. Out of 500 dairy cows studied 

(2000 quarters), 94 (18.8%) had subclinical mastitis, and Staphylococcus aureus infection was detected in 8 

cows (8 quarter). Based on the results of this study, the occurrence rate of subclinical mastitis as well as the 

prevalence of Staphylococcus aureus among subclinical mastitis cows in dairy farms of Neyshabur city is low. 
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