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چکیده 

که در شرایط پاتولوژیک میزان نفوذپذیری   با توجه به این  پذیرد.  بدن حیوانات سالم صورت می  درمطالعات فارماکوکینتیکی داروها       
تواند  ها در غدد پستانی مبتلا به عفونت میبیوتیکمیزان نفوذپذیری آنتیشود، اطلاع از  داروها به فضاهای آناتومیک دستخوش تغییرات می

های مبتلا به ورم پستان بالینی و  هدف از این مطالعه ارزیابی غلظت انروفلوکساسین در شیر کارتیه    ثر باشد.ؤبیوتیک مدر انتخاب آنتی
رأس گاو هلشتاین شیروار مبتلا به    6برای انجام این تحقیق از    سالم پس از تجویز داخل عضلانی تک دوز دارو در گاوهای شیری بود.  

و مک کانکی    بالینی با عامل کلی فرمی، به روش آسپتیک نمونه شیر اخذ و به صورت همزمان در محیط بلاد آگار  2ورم پستان درجه  
یید عامل ورم پستان، انروفلوکساسین  أبعد از ت  آزمایشگاه رفرانس ارسال گردید.  به  شده    های کلی فرم جداکشت داده شد، سپس سویه

متفاوت های  سپس از کارتیه مبتلا و کارتیه ضربدری سالم در زمان  داخل عضلانی تزریق شد.    mg/kg B.W  5  )هیپرالونا( با دوز  درصد  5
ارسال شد.  هنمون  آزمایشگاه  به  آنالیز  برای  و  اخذ  آن،  ماندهباقی    شیر  متابولیت  و  انروفلوکساسین  روش  های  به  سیپروفلوکساسین 

شرایط کروماتوگرافی  شد.   گیریاندازه (HPLCروش کروماتوگرافی مایع با کارکرد بالا )با سپس غلظت داروها  شد استاندارد استخراج
UVو شناساگر  ml/min  1به روش ایزوکراتیک با سرعت جریان  76:24 (v/v)استونیتریل با نسبت حجمی  - شامل فاز متحرک متانول

گیری های شیر دو گروه در ساعات اندازهبین میزان انروفلوکساسین در نمونه نشان داد که  مطالعه ما  یج  نتا    نانومتر بود.  280با طول موج  
های شیر اخذ شده از کارتیه ورم پستانی،  در نمونه  12که مقدار سیپروفلوکساسین در ساعت    در حالیوجود ندارد،  داری  شده تفاوت معنی

الگوی نفوذ    توان نتیجه گرفت کهمی  HPLC  های به دست آمده ازاساس داده  بر  های سالم بود.  تر از شیر کارتیهداری بیشبه طور معنی
 داری نداشت. م و مبتلا به ورم پستان بالینی تفاوت معنیهای سالانروفلوکساسین در کارتیه

با کارکرد بالا یعما یفرم، کروماتوگراف یکل ینی،ورم پستان بال ین،انروفلوکساس: کلیدی  کلمات
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های گرم  سمانروفلوکساسین بر طیف وسیعی از میکروارگانی

مایکوپلاسما ،  منفی همچنین  و  مثبت     است.   ثرؤم  گرم 

دهد نشان می  باکتریالآنتیماکوکینتیکی این  رصیات فاخصو 

تزریق    که از  پس  ساعت  دو  تا  مقدار  عضلانی،  نیم 

همچنین  ، رسدمیساسین در سرم خون به حداکثر انروفلوک 

های مختلف بدن نسبتا  یری و انتشار دارو در بافت نفوذپذ

به طور متوسط   تجویز دارو  بار    و پس از یک  است   وسیع

باقی می  24تا  آن  غلظت   درمان  در محدوده    ماند. ساعت 

کلیوی بدون تغییر   هایاز بدن از طریق مکانیسمدارو  دفع  

صورت  ا تبدیل به سیپروفلوکساسین  و غیرکلیوی )صفرا( ب

مانروفلوکساسین  .   دریگ می طور  درمان    درثری  ؤ به 

های  در گونهپوستی    و یگوارش  های ادراری، تنفسی،عفونت 

بزرگ و کوچک،   نشخوارکنندگانهمچون  حیوانیمختلف 

گربه  می  طیور  و  سگ،   ;Brown, 1996)   شوداستفاده 

Campoli-Richards et al., 1988; Neu, 1988; Riviere & 

Papich, 2018).  

های  درمان عفونت تنها در    در گاو شیری  انروفلوکساسین    

  تنفسی از طرف انجمن غذا و داروی امریکا اجازه مصرف 

دارد ولی خصوصیات فارماکودینامیک و کینتیک آن باعث  

در   خارج از برچسب   شده که دامپزشکان از آن به صورت

  به صورت گسترده استفاده کنند.   ی دیگرهاعفونت درمان  

انروفلوکساسین  در دنیا  مناطق  داروی    به  بیشتر  عنوان 

-تان بالینی مورد استفاده قرار میمنتخب در درمان اورام پس

توان  توجه به شیوع بالای ورم پستان میبنابراین با      .دگیر

-داروی آنتی  ترینتخمین زد که این دارو یکی از پر مصرف

شیری  در  باکتریال گاو   ,Halasa, Huijps)  باشد  صنعت 

Østerås, & Hogeveen, 2007; Heringstad, 

Klemetsdal, & Ruane, 2000; Sawant, Sordillo, & 

Jayarao, 2005)  . 

داروها در شیر و  میزان ورود  دهد که  ها نشان میبررسی    

ضریب    تابعی از  هاسلباخ   -رابطه هندرسنطبق    هاحبس آن

تعیین    pHو    (pka)یونیزاسیون دارو   شیر است، که عامل 

مانده  کننده و تاثیرگذار در حضور بعضی از داروها و باقی

مفوتر هایی آها مولکولکینولون  بیوتیکی در شیر است.  آنتی

ساختمان  و آمین   کربوکسیل  حاوی  هایدر بخش  هستند که

پروتون کربوکسیل و  امل  عو   شوند.  می دار  شیمیایی خود، 

به   سیپروفلوکساسین  و  انروفلوکساسین  در  موجود  آمین 

  pkaگردند  ، سبب می 8/ 8تا    7/ 8و    6/ 1تا    pka  6ترتیب با  

در   باشد. فیزیولوژیک    pHدارو  ایزوالکتریک  نقطه    در 

مانند  فلوئورکینولون و  هایی  انروفلوکساسین 

لیپوفیل  سیپروفلوکساسین سایر  هستند  ترکیبات  که   ،

خصوصیات فیزیکوشیمیایی دارو از جمله حلالیت آن در 

تاثیرگذار  چرب شیر  به  دارو  ورود  در    استی 

(Tyczkowska, Voyksner, Anderson, & Papich, 

1994; Varma, Ahmad, Sharma, Aggarwal, & Ahuja, 

2003)  . 

باقیروش     تعیین  منظور  به  متعددی  آنتیهای  -مانده 

روش که  کروماتوگرافی،  های  بیوتیکی  میکروبیولوژیکی، 

-ها میترین آنهای فیزیکوشیمیایی از متداولروش  یزا ولاا

ها، روش کروماتوگرافی مایع  ین تمام این روشدر ب  ،باشد

بالا   کارائی   High Performance Liquid)با 

Chromatography H.P.L.C)  ت و ویژگی  ی به علت حساس

 ;Horwitz, 1975)  برخوردار است تری  بالا از اهمیت بیش

Kinsella et al., 2009; Schenck & Callery, 1998).  

حذف      و  انتشار  با  رابطه  در  فارماکوکینتیکی  مطالعات 

می  داروها صورت  سالم  حیوانات  در  بدن   پذیرداز 

(Ambros et al., 2007; Avci & Elmas, 2014; Bajwa, 

Bansal, Srivastava, & Ranjan, 2007).    مطالعات 

فلورکینولون بفارماکوکینیتکی  خصوص  به  و   مانده اقیها 

های مختلف انجام شده  در گونه  ،انروفلوکساسین در شیر نیز

 ,Idowu, Peggins, Cullison, & Von Bredow)  است 

2010; Marin, Escudero, FERNÁNDEZ‐VARÓN, & 

Carceles, 2007; Varma et al., 2003; Waxman et al., 

این    .(2001 به  توجه  میزان    با  پاتولوژیک  شرایط  در  که 

در  لو سلنفوذپذیری   و  عروق  اندوتلیوم   نتیجههای 

داروها به فضاهای آناتومیک بدن از جمله بافت    نفوذپذیری

پستان در مقایسه با شرایط فیزیولوژیک دستخوش تغییرات  

در  (Pober & Sessa, 2007; Tedgui, 1996)  شودمی  ،

بیوتیکی در شرایط  مانده آنتیرود میزان باقینتیجه گمان می

باشد.  فیز متفاوت  پاتولوژیک  و  از    یولوژیک  اطلاع 
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نفوذ   غدچگونگی  در  و    ددارو  عفونت  به  مبتلا  پستانی 

تواند  میها از راه شیر  و حذف آنپستانی سالم    دهمچنین غد

توجه به    لذا با    بیوتیک کمک شایانی نماید.در انتخاب آنتی

عدم وجود مطالعات کافی در رابطه با میزان نفوذ داروها در  

حالت   در  راه شیر  از  آن  از  بخشی  و حذف  پستان  بافت 

اینپاتولوژیک،   از  طرح  هدف  این  غلظت    انجام  مقایسه 

از کارتیه سالم در مقایسه   اخذ شدهانروفلوکساسین در شیر  

،  ر این مطالعهد  .  بودمبتلا به ورم پستان بالینی    هایکارتیه

صورت  به  انروفلوکساسین  از  دوز  تک  تزریق  از  پس 

های  بیوتیکترین آنتیبه عنوان یکی از پرمصرفعضلانی،  

به گاوهای دارای کارتیه مبتلا   ،تزریقی در درمان ورم پستان

های مختلف میزان حضور  به ورم پستان کلی فرمی، در زمان

های سالم و مبتلا، با  کارتیهبیوتیک در شیر حاصل از  آنتی

ک  بالاروش  کارائی  با  مایع  تعیین    (HPLC)روماتوگرافی 

   مقدار شد.

 

 مواد و روش کار 

گاو هلشتاین شیروار مبتلا  س  أر   6برای انجام این تحقیق      

عامل کلی فرمی وارد   مبتلا بهبالینی    2به ورم پستان درجه  

روش شناسایی گاوهای مورد مطالعه بدین   مطالعه شدند.  

بالینی    2قرار بود که از گاوهای مبتلا به ورم پستان درجه  

ن بالینی  از مشاهده علایم  آسپتیک بعد  به روش  مونه شیر 

جهت کشت میکروبی به آزمایشگاه واقع در گاوداری  اخذ و  

نمونه شیر بر اساس پروتکل    در آزمایشگاه  انتقال داده شد.  

کشت داخل گله به صورت همزمان در محیط بلاد آگار و  

  24الی  18نتایج کشت بعد از  مک کانکی کشت داده شد. 

ساعت قرائت گردیده و گاوهای مبتلا به ورم پستان کلی  

تولید   فرمی براساس رشد کلونی در محیط مک کانکی و 

ه جداشده  سوی  6در نهایت    رنگ صورتی شناسایی شدند.  

آزمایشگاه   به  تایید  گردید.  جهت  ارسال  از   رفرانس  بعد 

تایید عامل ایجاد کننده ورم پستان از داروی انروفلوکساسین  

به صورت    mg/kg  5با نام تجاری هیپرالونا با دوز    درصد  5

ای در نظر کارتیه سالم کارتیه  تزریق شد.   داخل عضلانی

لحاظ علائم بالینی سالم و فاقد  از    گرفته شد که غده پستانی

همچنین    سفتی و گرما در زمان لمس باشد.    ،هرگونه تورم

همان   سالم  هاز کارتی  ،مبتلا  هگیری از کارتیهمزمان با نمونه 

اخذ  نمونه  یک  حیوان  به   میکروبی  کشت   جهت   و  شیر 

  نظر   مورد  کارتیه  که  صورتی  در    .گردید  ارسال  آزمایشگاه

عدم حضور باکتری در    همچنین   و  بوده   بالینید علایم  فاق

  سالم   کارتیه  عنوان  به  کارتیه  آن  گرفت،  قرار  تاییدآن مورد  

سپس از کارتیه مبتلا و  از کارتیه ضربدری     .شد  مطالعه  وارد

  های گروه سالم نمونه شیر اخذ شد. سالم آن به عنوان نمونه

،  12،  6،  3  ،1های  شیر در زمان  جهت تعیین مقدار دارو در

اخذ و تحت    ها ، نمونهساعت پس از تزریق  72و    48،  24

فارماکولوژی   بخش  آزمایشگاه  به  مناسب  دمایی  شرایط 

 دانشکده دامپزشکی منتقل شد. 

 

 مراحل آنالیز

آماده      استخراج،  مراحل  شامل  آنالیز  سازی  مراحل 

-و نمونه  ، سیپروفلوکساسینانروفلوکساسین  هایداستاندار

 بود.نهایت سنجش مقادیر دارو  ردهای اصلی و 

 

  استخراج

مرحله       مایع در  فاز  روش  از  استفاده  با  مایع  -اول 

به   تزریق  قابل  نمونه  و  شد  جدا  شیر  از  انروفلوکساسین 

فراهم شد برای استخراج به ترتیب زیر عمل    HPLCسیستم  

ارتوفسفریک یک نرمال  اسید    µ50از شیر با   cc15گردید:  

با ورتکس به شدت به هم   s5مخلوط گردید و به مدت  

 استونیتریل به مخلوط اضافه و به مدت   cc2زده شد، سپس

s10    .بعد از آن مخلوط فوق به مدت    ورتکس گردیدmin5  

 سانتریفوژ شد.   C° 4  در شرایط دمایی  rpm4000دور    در

  انتقال داده شد و  cc15  به دست آمده به فالکون  سپس مایع

ml3  مدت  به لوله فالکون اضافه گردید و به  متیلن کلرایدs 

ادامه  10 در  گردید،  مدت  ورتکس  شرایط   در  min 5به 

rpm4000   در دمای  C° 4    .در نهایت فاز    سانتریفوژ شد

از سرسمیلر استفاده  با  شده  ویال   µL  1000  آبی جدا  به 

 .(Idowu et al., 2010) اتوسمپلر انتقال داده شد
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محلول محلول  (stock)  مادر  استاندارد  هایتهیه   هایو 

 روزانه کاری 

محلولبرای       و    هایتهیه  انروفلوکساسین  مادر 

  های استانداردپودرکدام از    هراز    mg10   سیپروفلوکساسین

  cc9  درصد اسید استیک )مخلوط   10برداشته و با محلول  

  + دیونیزه  تقطیر  دوبار  به  اسید    cc1آب  خالص(  استیک 

محلول  cc10حجم   ترتیب  بدین  و  مادر    هایرسانده شد 

به   mg/ml 1غلظت  باانروفلوکساسین و سیپروفلوکساسین 

  کدام از داروها   هر  های استاندارد کاریمحلول    دست آمد.

  نیز با رقیق ساختن محلول مادر با آب دیونیزه ساخته شدند. 

از محلول مادر برداشته و با آب   cc1بدین صورت که که  

رسانده  cc10ای به حجم دیونیزه در بالن ژوژه دوبار تقطیر

-و بدین شکل رقت  به دست آمد  µg/ml  100شد و غلظت  

گردید.  ه تهیه  نیز  بعدی  کار  ای  اتمام  از  های لوله  ،بعد 

روزانه کاری را در های  محلول مادر و  های  محلولحاوی  

مادر در فریزر   هایمحلولداخل فویل آلومینیومی پیچیده و  

در  های  محلول  و  -C °20دمای  با کاری    یخچالروزانه 

 نگهداری شدند.  

 

 دستگاهسازی آماده

نمونه     آنالیز  انجام  از  راهقبل  ابتدا  واقعی،  اندازی  های 

بدین    و معتبرسازی آن انجام گردید.    HPLCروش سنجش  

غلظت  انروفلوکساسینمنظور  مختلف  و    های 

بار تکرار   3یک با  هر )ng/ml) 1000-0 سیپروفلوکساسین

به مختلف  روزهای  شد  cc5  در  اضافه  و   (Spike)  شیر 

و   استخراج  روش  در  شده  داده  شرح  مراحل  همانند 

نمونه روی  معلو کروماتوگرافی،  مقادیر  حاوی  شیر  م های 

گردبیوتیک  آنتی انجام  مذکور  مراحل    د. یانروفلوکساسین 

شامل  آنالیز  دقت   ،(Accuracy) صحت   مشخصات 

(Precision) بازیافت میزان   ،  (Recovery) بودن خطی   ،

مزاحم   (Linearity)ها  پاسخ پیک  وجود  عدم    و 

(Interference)  .به دست آمد 

 

 شرایط کروماتوگرافی 

دستگاه      PerkinElmer Series 200  مدل  HPLC  از 

  200  مدل  Visible/UV  ساخت آمریکا مجهز به آشکارساز 

Series   جداسازی ستون  –C18 (Agilent   و 

10cm,4/6mm,3/5µm)گیری انروفلوکساسین و  برای اندازه

شرایط کروماتوگرافی شامل      سیپروفلوکساسین استفاده شد.

استونیتریل    -متانولمحلول    شامل مخلوطی ازفاز متحرک  

حجمی   نسبت  با    76:24  (v/v)با  ایزوکراتیک  روش  به 

  280با طول موج    UVو شناساگر    ml/min1سرعت جریان  

 نانومتر بود.

 

 اندازی روش و اعتبار بخشی آن راه

اندازه     انروفلوکساسینبرای  سیپروفلوکساسین   گیری    و 

( بعد ng/ml)  200-5های شیر در محدوده غلظت  در نمونه

از محلول استخراج   ml1از استخراج طبق روش گفته شده،  

منحنی کالیبراسیون    تزریق گردید.    HPLCبه دستگاه    شده

 انتخاب شده براساس سطح زیر منحنی  در محدوده غلظت  

(Peak area)  .گردید محاسبه  و  نتایج  خطی      رسم  بودن 

به    r)2(به صورت ضریب رگرسیون    حاصل از روش آنالیز  

-نمونهمنحنی کالیبراسیون    برای به دست آوردن    مد.آدست  

های  های ناشناخته در نمونهغلظت ،  شده  Spike  های شیر

بر اساس معادله خط رگرسیون رابطه   واقعی استفاده گردید.  

این معادله  که   برقرار است   Y= ax+ bخطی   نشان   Y  در 

 از داروهای آنالیز شده  Peak  areaپاسخ دستگاه یا    یهدهند

 در نمونه است.   هانشان دهنده غلظت آن X و

از  (Accuracy) صحت      استفاده  زان  یم  با 

شد.   (Recovery)بازیافت  از   µL  1000    محاسبه 

شدهانروفلوکساسین   سطوح  شده    (Spiked)  اضافه  در 

 ، به دستگاهتکرار 3و از هر کدام ( ng/ml) 100-5 یتغلظ

HPLC   .شد درصد ب  تزریـق  محاسبه  طریق  از   ازیافت 

  اضافه شده   غلظت بازیافت شده به  انروفلوکساسین  غلظت  

(Spiked)  دقت   .  به دست آمد (Precision) وسیله معیار   به

روز یک  در  متوالی و    (Intra-day)  تکرارپذیری  روز  سه 

(Inter-day)  منظور بررسی دقت در یک  به      شد.  بهسمحا
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نمونه(  ng/ml)  100-5   غلظتیسطوح  روز،    Spikeها  به 

  جهتهمچنین  . دشو در سه نوبت بـه دستگاه تزریق  شد

در  بررس دقت  غلظتی    ،متوالیروز    3ی   (ng/mlسطوح 

 شد و در سه نوبت به دستگاهSpike   ها نمونه( به  100-5

HPLC    ر منحنی هر پیک و درصد  سطح زی  .  گردیدتزریق

نسبی معیار  پیک  ه  (%RSD)  انحراف  انروفلوکساسین  ر 

   .محاسبه شد

نتایج به دست آمده از تعیین غلظت انروفلوکساسین و      

های شیر دو گروه  در نمونه  متابولیت آن سیپروفلوکساسین

های مبتلا به ورم پستان کلی فرمی در  کارتیه سالم و کارتیه

 IBM SPSSگیری به کمک نرم افزار  ساعات مختلف اندازه

Statistics    شد.  25نسخه آماری  غلظت   تحلیل    تفاوت 

گروهآنتی از  یک  هر  در  مختلف  بیوتیک  ساعات  بین  ها 

شاخص برای  آزمون  مطالعه  کمک  به  پیوسته  آنالیز  های 

داده )واریانس  تکراری  -Repeated Measured Oneهای 

way ANOVA)  ( و آزمون تعقیبی توکیTukey  )  و برای

 (Friedmanفریدمن ) های ناپیوسته به کمک آزمون  شاخص

( دانس  تعقیبی  آزمون  احتمالبا  (  Dunnsو    P<0/ 05  حد 

شد. گروه    انجام  بین  متغیرها  و  ها تفاوت  سالم  کارتیه  ی 

پستان ورم  به  مبتلا  شاخص  کارتیه  به  برای  پیوسته  های 

های ناپیوسته به  و برای شاخص  T  (T-test)کمک آزمون  

 حد احتمالبا  (  Mann-Whitneyمان ویتنی ) مک آزمون  ک 

05 /0>P  .انجام شد 

 

 نتایج 

 و ارزیابی خطی بودن  HPLCمعتبرسازی روش 

شناسایی و تعیین مقادیر    جهت  HPLCشرایط دستگاه      

در شیر    انروفلوکساسین و سیپروفلوکساسین   استانداردهای

از   شد.    بهینه  گاو آمده  دست  به  کروماتوگرام  همچنین 

شده   اضافه  سطح انروفلوکساسین    (Spiked)غلظت  در 

ng/ml  200    و سیپروفلووکساسین در سطحng/ml  100     در

  نشان داده شده است.    Fig 1 & 2به ترتیب در  نمونه شیر  

ون  جهت ارزیابی خطی بودن و تعیین معادله خط کالیبراسی

( جهت تعیین n=3مختلف )  غلظت  5در ماتریکس شیر در  

انروفلوکساسین   نمونهو سیپروفلوکساسین  میزان  در در  ها 

  انروفلوکساسین   کالیبراسیون  خطیمعادله      نظر گرفته شد.

برابر با    ضریب رگرسیونو    y=0.887x+2.8714به صورت  

=0.9972r    و معادله خطی کالیبراسیون سیپروفلوکساسین به

با    y=0.872x+2.2906صورت   برابر  رگرسیون  و ضریب 

8=0.992r  آمدب دست  نتایج  .  ه  این  به  توجه  درصد    ،با 

های استاندارد  نمونه  یار نسبی به دست آمده ازانحراف مع

درصد بوده و کمترین آن مربوط    10کمتر از  انروفلوکساسین  

استاندارد بیش  ng/ml   100  (29 /0به  و  آن درصد(  ترین 

درصد(    9/ 98)حدود  در    ng/ml   200مربوط به استاندارد

های  همچنین درصد انحراف معیار نسبی از نمونه    باشد.می

از   کمتر  سیپروفلوکساسین  و    6/ 5استاندارد  بوده  درصد 

استاندارد به  آن مربوط  درصد( و 5 /1)  ng/ml   50کمترین 

استانداردبیش به  مربوط  آن  حدود   ng/ml   10ترین  در 

 .(Table 1) باشددرصد( می 6/ 45)

 

 
Figure 1. Chromatogram of blank bovine milk 

spiked with 200 ng/ml enrofloxacin with 

retention time of 4.40 minutes 
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Figure 2. Chromatogram of blank bovine milk spiked with 100 ng/ml cipofloxacin with retention time of 

3.80 minutes 

 
Table 1. Calibration curve statistics of enrofloxacin and ciprofloxacin concentrations in milk 

Relative Standard Deviation % 

(RSD %) 

Concentration found 

(ng/ml) ± S.D. 

Concentration 

added (ng/ml) 
Analyte 

4.00 4.77 ± 0.19 5 

Enrofloxacin 

4.76 10.38 ± 0.49 10 

3.56 48.07 ± 1.71 50 

0.29 97.87 ± 0.29 100 

9.98 177.06 ± 17.68 200 

0.887  slope 

0.997  2r 

2.07 4.63 ± 0.10 5 

Ciprofloxacin 

6.45 9.56 ± 0.62 10 

1.50 47.17 ± 0.71 50 

1.57 94.41 ± 1.48 100 

5.10 174.22 ± 8.89 200 

0.872  slope 

0.998  2r 

 

 دقت روش آزمایش 

تکرارپذیری       به  مربوط  ب  4نتایج  غلظت نمونه  های  ا 

از انروفلوکساسین و      (ng/ml)100و    50،  10،  5مشخص  

آزمایشسیپروفلوکساسین   روز  در  یک  به  مربوط  های 

(Intra–Day  در و  به سه  (  مربوط  آزمایشات  در  همچنین 

  ارائه شده است.   Tables 2 & 3( در  Inter–Dayروز متوالی )

آزمون   در  د انحراف معیار نسبی به دست آمدهمحدوده درص

Intra–Day  5/1بین    برای انروفلوکساسین  4/ 8الی    0/ 3  بین  

سیپروفلوکساسین    6/ 5الی   معیار  و  برای  انحراف  درصد 

آزمون  نسبی   و    Inter–Dayبرای  انروفلوکساسین  برای 

الی    6/ 1و    10/ 2الی    6/ 7بین  ترتیب    به  سیپروفلوکساسین

 محاسبه شد. 13/ 8
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Table 2. Intra-day precision value for the determination of enrofloxacin and ciprofloxacin 

 concentrations in milk 
Relative Standard  

Deviation % (RSD %) 

Concentration found 

(ng/ml) ± S.D 

Concentration 

added (ng/ml) 
Analyte 

4.0 4.77 ± 0.19 5 

Enrofloxacin 
4.8 10.38 ± 0.49 10 

3.6 48.07 ± 1.71 50 

0.3 97.87 ± 0.29 100 

2.1 4.63 ± 0.10 5 

Ciprofloxacin 
6.5 9.56 ± 0.62 10 

1.5 47.17 ± 0.71 50 

1.6 94.41 ± 1.48 100 

 
Table 3. Inter-day precision value for the determination of enrofloxacin and ciprofloxacin 

 concentrations in milk 
Relative Standard 

 Deviation % (RSD %) 

Concentration found 

(ng/ml) ± S.D 

Concentration 

added (ng/ml) 
Analyte 

10.2 4.17 ± 0.43 5 

 

Enrofloxacin 

8.1 9.52 ± 0.77 10 

7.7 45.90 ± 3.55 50 

6.7 90.91 ± 6.06 100 

13.8 4.14 ± 0.57 5 

 

Ciprofloxacin 

10.1 9.34 ± 0.95 10 

7.0 45.63 ± 3.19 50 

6.1 91.14 ± 5.50 100 

 

 صحت روش آزمایش

های  ازیافت غلظت بدرصد    ،برای بررسی صحت روش    

انروفلوکساسین و     (ng/ml)100  و  50،  10،  5  مختلف از 

  Table 4مربوطه در  بررسی شد که نتایج  سیپروفلوکساسین  

درصد   داده شده است. با توجه به نتایج به دست آمده  نشان

غلظت  بررسی  هایبازیافت  انروفلوکساسین   مورد    برای 

الی   85/ 4سیپروفلوکساسین بین    و برای  97/ 36الی    86/ 47

 محاسبه شد. 93/ 72

 

Table 4. Determination of accuracy value of method based on recovery 

Mean of Recovery % 
Concentration found 

(ng/ml) ± S.D 
Concentration added (ng/ml) Analyte 

86.47 4.32 ± 0.46 5 

Enrofloxacin 
97.36 9.74 ± 0.79 10 

92.88 46.44 ± 3.27 50 

92.64 92.64 ± 6.04 100 

85.40 4.27 ± 0.61 5 

Ciprofloxacin 
93.72 9.37 ± 0.66 10 

90.96 45.78 ± 3.27 50 

92.74 92.74 ± 6.04 100 
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در   سیپروفلوکساسین  و  انروفلوکساسین  غلظت  مقایسه 

گروه بین  مطالعه  مختلف  و   هایساعات  سالم  کارتیه 

 های مبتلا به ورم پستان کارتیه

مقادیر       شناسایی  به  مربوط  آمده  دست  به  نتایج 

نمونهانروفلوکساسین و سیپروفلوکساس  به    های شیرین در 

توجه به  با    نشان داده شده است.    Fig 3a & 3bترتیب در

های شیر  نتایج به دست آمده میزان انروفلوکساسین در نمونه

های مبتلا به ورم پستان بین دو گروه کارتیه سالم و کارتیه

تفاوت   هم  با  مطالعه  ساعات  از  یک  هیچ  ی ردایمعندر 

ساسین در ساعت  بیوتیک سیپروفلوک اما میزان آنتی  نداشت.  

طور   مطالعه  12 به  پستان  ورم  به  مبتلا  گاوهای  شیر  در 

حد   (.  P<0/ 05داری بیشتر از گروه گاوهای سالم بود )یمعن

آنتی غلظت  مقایسه  برای  از  احتمال  یک  هر  در  بیوتیک 

های مبتلا به هساعات مطالعه بین گروه کارتیه سالم و کارتی

 نشان داده شده است.  Table 5ورم پستان در 

 

 

  
 

Figure 3. Evaluation of changes in the concentrations of enrofloxacin (a) and ciprofloxacin (b) (μg/ml) in 

milk samples of healthy and mastitis groups at different hours of study 
 

Table 5. P value of the comparison of enrofloxacin and ciprofloxacin concentrations in milk of healthy and 

mastitis groups at different hours of study 

 Time (h) 

72 48 24 12 6 3 1  

Not 

Detected 0.093 0.485 0.699 0.309 0.485 0.589 
Statistical comparison of 

enrofloxacin concentrations in milk 

of healthy and mastitis groups 

0.937 0.589 0.394 *0.026 0.240 0.180 0.349 
Statistical comparison of 

ciprofloxacin concentrations in milk 

of healthy and mastitis groups 
* If the p value is less than 0.05, the difference between the two groups is statistically significant. 

 

 بحث  

آنتی   از   اطلاع       فارماکوکینتیک    ها بیوتیک خصوصیات 

برای    تواند می  مناسب  درمان  انتخاب  در  دامپزشکان  به 

  لازم   اطلاعات  فقدان  های عفونی کمک شایانی کند.  بیماری

خصوصیات از  درباره  داروها  جمله  فرآیندهای    کینتیکی 

بخصوص  انتشار و حذف  ،جذب در    از  آنها  شرایط  شیر 

بیوتیک در درمان پاتولوژیک، دامپزشکان را در انتخاب آنتی
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شیری  گاو  عفونی  بیماری  مهمترین  عنوان  به  پستان    ورم 

 ,Erskine, Wagner, & DeGraves)  کنددچار مشکل می

  عدم وجود منابع علمی قابل استناد در این زمینه     .(2003

عوامل    در  تنوع  بهتوان  میعلل مختلفی دارد از جمله موارد  

های مورد  بیوتیکآنتیدر  تنوع    ،میکروبی مولد ورم پستان

های شدت ورم پستاندر  تنوع    ،استفاده در درمان ورم پستان

تنوع  (Ruegg, 2012)  بالینی اندازهروش  در  و  گیری  های 

آنتی وغلظت  انجامر  استانداردسازی  نیز  بیوتیک  آن    وش 

در این مطالعه      .(Schenck & Callery, 1998)   اشاره کرد

فوق موانع  رفع  دوز  جهت  داروی   mg/kg5الذکر  از 

صورت  انروفلوکساسین   عضلانیبه  و  داخل  شد   تجویز 

های مبتلا به ورم غلظت داروی انروفلوکساسین در کارتیه

پستان درجه دو ناشی از باکتری اشریشیاکلی با کارتیه سالم 

شد مقایسه  روش  به  ضربدری  کارتیه  آن    . مقابل 

انروفلوکساسین با توجه به دارا بودن خصوصیاتی از جمله  

 ,Suojala, Kaartinen, & Pyörälä)  بالا در چربی حلالیت 

پلاسما   پذیرینفوذ  ،(2013 با  مقایسه  در  شیر  در    بالا 

(Varma et al., 2003)،  تداخل در   ترکیبات  عدم   موجود 

تجمع متابولیت  و    (Fang & Pyörälä, 1996)  شیر با دارو

  ، (Rantala et al., 2002)  در شیر   سیپروفلوکساسین،  فعال آن

آنتی عنوان یک  به  تئوریک  در  به صورت  مناسب  بیوتیک 

پستان بالینی مطرح میدرمان ورم  های  بررسی  .  باشدهای 

کارایی   مورد  در  ورم اس فلوکسانرو محققین  درمان  در  ین 

را  پستان متناقضی  نتایج  بالینی  میهای   کند گزارش 

(Suojala et al., 2013).      فلوکساسین  انروبه هرحال امروزه

داروها در درمان ورم پستان ترین  به عنوان یکی از پرمصرف

ها  یکی از مهمترین چالشاز طرفی،    .  شودتفاده میاس   بالینی

آنتی مقدار  تعیین  زمینه  سایر  در  و  شیر، خون  در  بیوتیک 

آنتیبافت  استخراج  روش  استانداردسازی  از  ها،  بیوتیک 

آماده نیز  و  بیولوژیک  به  محیط  تزریق  جهت  آن  سازی 

این مطالعه جهت تعیین مقادیر  در    باشد.  می  HPLCدستگاه  

 ، ابتداHPLCانروفلوکساسین در شیر با استفاده از دستگاه  

-استاندارسازی روش انجام آزمایش، یعنی استخراج آنتی

سازی دستگاه صورت گرفت،  بیوتیک از شیر و سپس آماده

و  مقدار  تعیین  که  مطالعه،  انجام  کاربردی  هدف  سپس 

نمونه  در  انروفلوکساسین  و مقایسه  سالم  کارتیه  شیر  های 

مقایسه آن با شیر حاصل از کارتیه پستان مبتلا به ایکولای  

گردید.   محقق  این   بود،  به  توجه  داروی    با  که 

انروفلوکساسین در کبد به متابولیت فعال سیپروفلوکساسین  

بیوتیک به لحاظ  که این دو آنتی  جا  گردد و از آنتبدیل می

هستند، در طول فرآیند خواص فیزیکوشیمیایی مشابه هم  

نیز   سیپروفلوکساسین  شیر،  از  انروفلوکساسین  استخراج 

آنالیز نتایج آزمایش نشان داد که روش   استخراج گردید.  

دقت و صحت کافی    مورد استفاده در انجام آزمایش دارای

استاندارد داروهای  غلظت  تعیین  طوری  برای  به  که    بود، 

 (RSD%)درصد انحراف معیار نسبی  روش به صورت  دقت  

انروفلوکساسین   تکراربرای  درمعیار  روز    پذیری  یک 

(Intra–Day)    سیپروفلوکساسین برای  و    4/ 8الی    0/ 3بین 

–Inter)سه روز متوالی   ( و برایTable 2)  6/ 5الی    1/ 5بین  

Day)    13/ 8الی    6/ 1  و  10/ 2الی    6/ 7بین  به ترتیب  (Table 

های فوق نشان داد که روش انجام یافتهبه دست آمد که    (3

هم چنین صحت روش    دقت مناسبی بود.    آزمایش دارای

های مختلف  برای غلظت آزمایش به صورت درصد بازیافت  

و برای    97/ 36الی    86/ 47بین    انروفلوکساسین  مورد بررسی 

( محاسبه  Table 4)  93/ 72الی    85/ 4بین   سیپروفلوکساسین

 . روش آزمایش بودشد که نشان از صحت 

در       انروفلوکساسین  غلظت  تعیین  از  حاصل  نتایج 

نشان داد که میانگین (،  Fig 3aهای شیر بین دو گروه )نمونه

در شیر    همطالعیک از ساعات    در هر  انروفلوکساسین  غلظت 

به   اما  کارتیه سالم بود  از  کارتیه مبتلا به ورم پستان بیش 

یکدیگر   با  مطالعه  ساعات  از  یک  هیچ  در  آماری  لحاظ 

معن نداشتندردایتفاوت  در حالی(>0P/ 05)  ی  میزان    .  که 

 هایمطالعه در شیر کارتیه  12  سیپروفلوکساسین در ساعت 

داری بیشتر از گروه کارتیه  یمبتلا به ورم پستان به طور معن

( بود  بودن غلظت    (.  Fig 3bسالم  بالاتر  علت  توجیه  در 

  توان میسیپروفلوکساسین در شیر نسبت به انروفلوکساسین  

بیش شیر  در  سیپروفلوکساسین  که  نمود  از  اشاره  تر 

می  ،انروفلوکساسین حبس  نتیجه  در  و  در  یونیزه  و  گردد 
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سیپروفلوکساسین   غلظت  انروفلوکساسین  نتیجه  به  نسبت 

مطالعات فارماکوکینتیکی محققین تایید      در شیر بالاتر است.

  نماید که غلظت انروفلوکساسین در شیر و سرم تقریبا  می

ب حالیشبیه  در  است،  یکدیگر  غلظت    که  ه 

  سیپروفلوکساسین در شیر بیشتر از غلظت سرمی آن است

(Varma et al., 2003)  .    نیز نشان داد   حاضرنتایج مطالعه

ساعات   در  سیپروفلوکساسین  غلظت  دو   مطالعه  6که  در 

کارتیه مبتلا به ورم پستان کلی فرمی و    حاصل از   گروه شیر 

انرو از  بیش  سالم  بو فگروه  غلظت    د.لوکساسین 

لوکساسین در شیر در دو فسیپروفلوکساسین برخلاف انرو

روفلوکساسین وز از انساعت بعد از تجویز تک د  72گروه تا  

گیری کرد  گونه نتیجه  توان ایندر نتیجه می  قابل ردیابی بود.

به علت ماندگاری    و متابولیت آن  داروی انروفلوکساسین  که

کار  ه  ب  بالینی  هایورم پستاندرمان    تواند دربالا در شیر می

که داروهای خانواده فلوئوروکینولونی دارای    جا  رود و از آن

  (Post antibiotic effect)اثربخشی پس از تجویز  خاصیت  

آن غلظت  اگر  حتی  کمهستند،  از  ها    MIC  (g/mlµ1تر 

بر   همچنان  گردد،  حساس(  اجرام  برای  انروفلوکساسین 

کلی  همانند  حساس  اجرام  مفرمروی  بود ؤ ها  خواهند    ثر 

(Brown, 1996; Riviere & Papich, 2018) . 

پروفایل       تعیین  جهت  دنیا  در  متعددی  مطالعات 

صورتفارماکوکینتیکی   به  فراهمی    نتعیی  داروها  درصد 

زیستی داروها، بررسی میزان حجم توزیع، سرعت و میزان 

حذف دارو از بدن و همچنین از دیدگاه مخاطرات بهداشتی  

ها در شیر با استفاده  بیوتیکآن به شکل بررسی بقایای آنتی 

  حیوانات مختلف صورت گرفته استدر    HPLCاز روش  

(Movassagh, 2012; Rasooli, Amani, Bahonar, 

Shams, & Abdolmaki, 2014; Rassouli, Abdolmaleki, 

Bokaee, Kamkar, & Shams, 2010)  حاضر    یمطالعه، که

آنتی غلظت  تعیین  با  ارتباط  سایر  بیوتیکدر  با  شیر  در  ها 

  ل اس در  و همکاران    Ambros  مطالعات قابل مقایسه است.  

مقایسه پروفایل کینتیکی تجویز داخل عضلانی و با    2007

آنتی وریدی  سالم، داخل  بزهای  در  اریترومایسین  بیوتیک 

به   نسبت  شیر  در  اریترومایسین  غلظت  که  دادند  نشان 

منحنی   زیر  مقایسه سطح  با  همچنین  است،  بالاتر  پلاسما 

پلاسما   به  نسبت  شیر  در  دارو  AUC/milk (AUC غلظت 

)serum    به روشHPLC    نشان دادند که غلظت اریترومایسین

  6/ 9لانی به ترتیب برابر با  از راه داخل وریدی و داخل عض

به شیر  گردد میزان ورود دارو  است که مشخص می   2/ 37و  

 Ambros et) تجویز داخل وریدی قابل توجه است  در پی

al., 2007)  .  Avci    در سال همکاران  بررسی    2014و  با 

در گاوهای شیری  مایکوزین  فارماکوکینیتک تایلوزین و تیل

از داروها به صورت عضلانی،    پس از تجویز تک دوزسالم  

ساعت   96روی تایلوزین در شیر تا دا نشان دادند که میزان

است و در نتیجه تایلوزین مدت  بعد از تجویز قابل ردیابی

  نسبت به تیل مایکوزین   تریزمان پرهیز از مصرف طولانی 

خواهد داشت، همچنین غلظت هر دو دارو در شیر بیش از  

(  Maximum Residue Level: MRLمانده )حد مجاز باقی

و   Idowu    .(Avci & Elmas, 2014)  بود  µg/ml  50  یعنی

مطالعه  2010در سال  همکاران   مرکز  در  در  که    FDAای 

فارماکوکینتیکی   پروفایل  مقایسه  به  گردید،  انجام  آمریکا 

گاو   شیر  و  در خون  سیپروفلوکساسین  و  انروفلوکساسین 

هلشتیاین سالم پس از تجویز تک دوز از انروفلوکساسین  

ها نشان  به صورت داخل وریدی پرداختند، نتیجه تحقیق آن 

از  مانده متابولیت سیپروفلوکساسین بیش  داد که میزان باقی

است  انروفلوکساسین  یعنی  آن  اصلی   Idowu et)  داروی 

al., 2010)  .  حاضر نیز نشان داد که میزان    ینتایج مطالعه

در شی  سیپروفلوکساسین  کارتیه  متابولیت  و  کارتیه سالم  ر 

بیمار بیش از غلظت انروفلوکساسین در شیر دو گروه بود  

و همکاران که در مورد    Idowuکه با بخشی از نتایج مطالعه  

بود،  سالم  گاوهای  شیر  در  سیپروفلوکساسین  حضور 

داشت.   ارزیابی    مطابقت  منظور  به  که  تحقیقی  در 

خصوصیات فارماکوکینتیکی از جمله فراهمی زیستی دارو،  

حجم انتشار و میزان ورود دیفلوکساسین به شیر در بزهای  

توسط   سالم  همکاران    Marinشیروار  سال  و    2007در 

از دیفلوکساسین از    mg/kg5صورت گرفت، پس از تجویز  

ی، داخل عضلانی و های مختلف از جمله داخل وریدراه

زیرپوستی، مشخص گردید که میزان ورود دارو از خون به  
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ساعت بعد از تجویز   36  شیر بسیار وسیع است و  تقریبا 

ساعت پس از تجویز داخل    72داخل وریدی و زیرپوستی و  

  عضلانی، مقادیر دیفلوکساسین در شیر قابل ردیابی است

(Marin et al., 2007)  .    در این تحقیق نیز ثابت گردید که

  72خلاف انروفلوکساسین تا    پروفلوکساسین برغلظت سی

 ردیابی است.  ساعت بعد از تجویز در شیر قابل  

متعاقب       که  داد  نشان  حاضر  بررسی    تجویر نتایج 

mg/kg5    انروفلوکساسین داروی  صورت  از  داخل  به 

 آن،  و متابولیت   ساعت   48این دارو را تا  توان  عضلانی می 

  در شیر   ساعت پس از تجویز  72را تا    ، سیپروفلوکساسین

همچنین نتایج این بررسی نشان داد که الگوی    .  کرد  جستجو 

لم و مبتلا به در غده پستانی سا  انروفلوکساسین  انتشار کلی

نداردکلیورم پستان   با یکدیگر  تفاوتی  البتهفرمی  میزان   ، 

در های مبتلا  در شیر کارتیه  12سیپروفلوکساسین در ساعت  

   تر بود.داری بیشیبه طور معن مقایسه با کارتیه سالم
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Abstract 
    Pharmacokinetic studies of drugs from the body are done in healthy animals. Regarding the pathological changes 

in the permeability of drugs to the anatomical spaces, the knowledge about the rate of permeability of antibiotic to 

infected mammary glands can be effective in the selection of antibiotics. The aim of this study is to evaluate the 

amount of enrofloxacin in milk of healthy and clinical mastitis quarters after single dose intramasular injection in 

dairy cows. To do this research, from six Holstein lactating cattle with clinical grade 2 mastitis infected by E. coli, 

using aseptic method milk were taken and cultured in a blood Agar and McConkey environment. Finally, 6 isolates 

sent to the reference laboratory for approval. After confirming the cause of mastitis, Enrofloxacin 5% (hipralona) 

was injected intramuscularly at dose of 5 mg/kg B.W. Then, milk samples were taken at different times from 

healthy and clinical mastitis quarters and transferred to the laboratory to analyze. Enrofloxacin and its metabolite, 

Ciprofloxacin, were extracted by standard protocols. Then drug concentrations were measured using a high-

performance liquid chromatographic (HPLC) method. Chromatographic conditions included a mobile phase as 

methanol-acetonitril solution (76:24 v/v) using an isocratic method with a flow rate of 1.0 ml/min and UV detection 

at 280nm. The results of our study showed that the amount of enrofloxacin in milk samples between two groups 

was not significantly different in hours of measurement. However, for ciprofloxacin at 12 h, it was significantly 

higher in milk of clinical mastitis quarters than in healthy ones. Based on the HPLC data, it can be concluded that 

the penetration pattern of enrofloxacin in healthy and clinical mastitis quarters had no significant difference. 
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