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چکیده

فاقد های گاو شیری گلهدر این باکتری   باشد.مهم التهاب پستان در گاو میو از عوامل گرم مثبت  باکترییک  استرپتوکوکوس یوبریس    
در  املاین ع حضورمنظور ارزیابی  به  .شودترین عوامل خسارات اقتصادی محسوب میمهم های کنترلی التهاب پستان، یکی ازبرنامه

نمونه  100، تعداد های پیکری موجود در شیرها و سلولتریم باکهای استان اصفهان و تعیین ارتباط آن با تعداد تاداریگاومخزن  شیر
استرپتوکوکوس میزان آلودگی به  های پیکری موجود در نمونه تعیین گردید وها و سلولتعداد تام باکتری . آوری گردیدجمعمخزن شیر 

 نمونه به 16و  20لودگی آترتیب  و کشت به RT-PCR نتایج حاصل از  .برآورد گردید RT-PCRکشت معمول و  هایروش با یوبریس
نمونه  6ت ولی نیز نتیجه مثبت داش RT-PCR ،هایی که کشت باکتریایی مثبت شده بودنمونه تمام  .نشان داد استرپتوکوکوس یوبریس

دگی به داد بین میزان آلو آنالیز آماری نشان کشت است.  نسبت به RT-PCRمثبت بودند که دال بر حساسیت بیشتر  RT-PCRفقط در 
داری داری وجود دارد ولی حضور این باکتری تأثیر معنیهای پیکری موجود در شیر ارتباط معنیو تعداد سلول استرپتوکوکوس یوبریس

های شیری داریدر گاو وکوس یوبریساسترپتوک گیری نمود کههنتیجتوان می . ی شیر نداردموجود در نمونه یهابر تعداد تام باکتری
.قرار گیرد تر مورد توجههای پایش و کنترل ورم پستان بیشروشحضور داشته و لازم است در  اصفهاناستان 

، گاو RT-PCR، التهاب پستان، کشت باکتریایی، استرپتوکوکوس یوبریس  :کلمات کلیدی
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 یریش یگاوها یماریب نیترعیشا غدد پستان یا ماستیت

های باکتریایی است و به که معمولاً ناشی از عفونتاست 

انواع واگیردار و محیطی، درمانگاهی و تحت درمانگاهی و 

 نیترشیب این بیماری باشد. بندی میمزمن قابل تقسیم

وارد  در جهان اتیرا به صنعت لبن یخسارت اقتصاد

خسارات اقتصادی التهاب پستان، ناشی از کاهش  سازد. یم
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های بیمار، درمان و غیره تولید شیر، حذف شیر، حذف دام

 پستان سالانه ورم خسارت . (Kumar et al, 2017)باشد می

شود که یزده م نیهر گاو تخم یبه ازا وروی 124 باًیتقر

راسر جهان در س وروی اردیلیم 125تا  یانهسال ضرر باعث

 .(Fenske et al, 2022) شودیم

 یزایماریعوامل بجمله از استرپتوکوکوس یوبریس     

در سراسر است که ورم پستان  ی و مسریطیعفونی مح

از موارد ورم پستان درمانگاهی و  یاریجهان مسئول بس

شود و یشناخته م ردهیش یتحت درمانگاهی در گاوها

در دوره  یغالب جدا شده از غدد پستان سمیارگان نیهمچن

در  این باکتری . (Esener et al, 2018) باشدخشکی می

 مختلف بدن گاو یهااز قسمت و ها وجود داردبیشتر محیط

 ها، دستگاه تناسلی، شکمبه، رکتوم و پوست گاو()لوزه

جدا  یریش هایگلهدر  وسایل مورد استفادهخاک و  بستر،

های استقرار در سلول باتواند می باکتری نیا  .شده است

التهاب باعث و گریز از دستگاه ایمنی  یغدد پستاناپیتلیال 

 .(Reinoso, 2017) شود پستانمزمن 

در  ژهیبه و ودر سراسر جهان  استرپتوکوکوس یوبریس    

امل معمول التهاب وعیکی از ( مرتع)چرا در  ی بازهاستمیس

در  آنوقوع که  (Verbeke et al, 2014)پستان گاو است 

شواهد   .(Riekerink et al, 2007) رسدیتابستان به اوج م

 شرایطدر و القاء بیماری  بقاء یبرا این باکتری دهدنشان می

و  (Ward et al, 2009)سازگار است مختلف  یکیاکولوژ

از نقاط  یاریگذشته در بس یهادهه یآن ط ینسب تیاهم

و  استافیلوکوکوس اورئوس برخلاف عواملی مثلجهان، 

 ,Ruegg)است  افتهی شیافزا استرپتوکوکوس آگالاکتیه

2012). 

از  یاریبر کشت هنوز در بس یمبتن یهاروش    

عوامل  صیتشخ یبرا یدامپزشک یصیتشخ یهاشگاهیآزما

 یهاروشسایر  شود ولی اخیراًپستان استفاده می ورم

از  اند. شده ترجیرا التهاب پستان ییایباکتر عوامل تشخیصی

مثل کشت، عوامل التهاب پستان توان یم RT-PCR روش

 برای ارزیابی یرا به عنوان شاخصمخزن  شیر موجود در

شیر  ینگهدار طیو شرا یردوشیسلامت پستان، بهداشت ش

در توان می PCR با ن،یعلاوه بر ا در مزرعه استفاده کرد. 

را نیز  کمتر ی با شیوعهایباکتر ،مخزنشیر  یهانمونه

با  سهیدر مقا . (Katholm et al, 2012)ردیابی نمود 

 استتر و حساس ترعیسر PCRبر کشت،  یمبتن یهاروش

قابل ارائه خواهد بود ساعت  چهاردر عرض آن،  جینتا و

(Koskinen et al, 2010) . نشان داده است که ها پژوهش

PCR که  پستانیورم ریش هاینمونه از درصد 47 تا 43 در

 Bexiga)گردد یماند، مثبت هبود یمنف یکشت معمول در

et al, 2011; Taponen et al, 2009). 

میزان  RT-PCRرو با روش کشت و در مطالعه پیش    

اصفهان به باکتری  ی استانهاآلودگی شیر مخزن گاوداری

و ارتباط  مورد بررسی قرار گرفتاسترپتوکوکوس یوبریس 

 Bulk) های پیکری شیر مخزنتعداد سلول این آلودگی با

tank milk somatic cell count) های تام و تعداد باکتری

(Bulk tank milk total bacterial count ) آن مورد ارزیابی

 قرار گرفته است.

 

 مواد و روش کار
 بردارینمونه

با همکاری شرکت شیر پگاه اصفهان در ماه آذر و دی     

آوری نمونه شیر از مخرن اصلی جمع 100تعداد  1400سال 

برای این  آوری گردید. شیر دامداران استان اصفهان جمع

شد منظور، شیر مخرن به وسیله همزن به خوبی مخلوط می

و نمونه در سه ظرف فالکون استریل در کنار یخ به 

 گردید.منتقل میآزمایشگاه 

 

 هاهای پیکری و تعداد تام باکتریشمارش سلول

گیری در آزمایشگاه هر نمونه بلافاصله بعد از نمونه    

 Foss-5000های شرکت پگاه اصفهان با استفاده از دستگاه

ترتیب مورد  و باکتواسکن ساخت کشور دانمارک به

ای ههای پیکری و تعداد تام باکتریشمارش تعداد سلول

 موجود در نمونه قرار گرفت.
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  یوبریس استرپتوکوکوس جداسازی و کشت

 در آزمایشگاه به انتقال از پس شده اخذ شیر هاینمونه    

 سپس و گردید مخلوط خوبی به کشت از قبل و یخ کنار

 خطی روش به شیر از میکرولیتر ده شعله کنار در و هود زیر

 درصد 5 حاوی آلمان(ادوارد )مرک،  کشت هایمحیط در

ویژه جداسازی  GPآگار  کروم گوسفند و دفیبرینه خون

آگار، فرانسه( پستان )کرومهای گرم مثبت عامل ورمباکتری

 37 دمای در ساعت 4۸ مدت به هاپلیت و شد کشت داده

 هایکلونی  گردید. گذاریخانهگرم گرادسانتی درجه

   استرپتوکوکوس یوبریس مشکوک به  باکتریایی

در محیط  پررنگ )خاکستری تا سیاه در محیط ادوارد و آبی

 تفریقی هایکشت جهت شمارش و کروم آگار(

 هایمرفولوژی و واکنش  .(Figure 1) شدند سازیخالص

 )با CAMP و اسکولین هیدرولیز کاتالاز، گرم، همولیز،

تعیین  شده های خالص( جدایهاستافیلوکوکوس اورئوس

 منفی، کاتالاز مثبت، گرم کوکسی که هاییباکتری گردید و

 منفی CAMPمثبت و  آسکولین )ناقص(، آلفا واجد همولیز

با  و در نظر گرفته شداسترپتوکوکوس یوبریس  بود

 قرار ( نیزPCRمورد تأیید مولکولی ) پرایمرهای اختصاصی،

 گرفتند.

 

                                           
Figure 1: Colony morphology of Streptococcus uberis in Edwards Medium (A) and Chrom Agar Mastitis 

GP Medium (B). 

 

 (RT-PCRای پلیمرآز در زمان واقعی )واکنش زنجیره

باکتری از شیر با کیت تجاری استخراج  DNAاستخراج     

DNA  شرکت رها زیست پادتن، ایران( طبق دستورالعمل(

 شرکت سازنده صورت پذیرفت.

از ژن   Oliverو Gillespie مطابق روشدر این تحقیق     

شامل پرایمرهای آغازگر  S. uberisکننده پلاسمینوژن فعال

5′-AGAGGAATTCATCATGTTTTAACA-3′  و

 AATTGTAGAAGAACCATTTGATGT-3′-′5معکوس 

 Gillespie and)استفاده شد  S. uberisبرای شناسایی 

Oliver, 2005) . عنوان کنترل منفی  در هر بار آزمایش، به

 استرپتوکوکوسو از سویه استاندارد DNA  فاقداز آب 
( که از مرکز ملی ذخایر ژنتیکی IBRC-M 10804) یوبریس

عنوان کنترل مثبت  گردیده بود، بهو زیستی تهران تهیه 

 5/12میکرولیتر شامل  25ها در حجم واکنش استفاده شد. 

)زیست فن  RB SYBR qPCRمیکرولیتر از مسترمیکس 

 5( از هر پرایمر، pM 10میکرولیتر ) 1آوران، ایران(، 

 بود.  PCRمیکرولیتر آب  5/6و  DNAمیکرولیتر 

به مدت  C95° درسازی اولیه های دمایی واسرشتچرخه

 C95 ،25° سازی درچرخه واسرشت 40دقیقه، تعداد  5

، C72° سازی درثانیه و طویل C57 ،40° ثانیه، اتصال در

 5برای  C72° سازی نهایی درثانیه و در نهایت طویل 45

نمودار منحنی ذوب با دمای  دقیقه و در انتهای سیکل برای

های چرخه HRMC (High Resolution Melt Curve) بالا
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برای یک دقیقه و  C60°ثانیه،  15برای  C95°دمای شامل 

C°95  ثانیه بود 15برای. 

-آنالیز دادهو پرایمرها ( efficiencyبررسی کارایی ) برای    

برای  نمودار منحنی استاندارد رسم گردید.  های ریل تایم،

خالص باکتری  DNAهای مختلف از این کار رقت

تهیه  (IBRC-M 10804) استرپتوکوکوس یوبریساستاندارد 

انجام شد و از  RT-PCRها تست سپس برای آن گردید.

CT های حاصل و غلظت موجود جهت ترسیم منحنی

 (.Figure 2) استاندارد استفاده گردید

 

 

    
Figure 2: Amplification plot (A), High Resolution Melt Curve (B) and Standard curve (C) of plasminogen 

activator gene in Real-time PCR for diagnosis of Streptococcus uberis 

 

وش رو  SPSS 24 افزار نرم با هاداده هالیو تحل هیتجز    

 one-way) طرفه آنالیز واریانس یکآزمون  یآمار

ANOVA)  درصد 95 نانیسطح اطمبا (P≤0.05) مورد ،

 .قرار گرفت لیو تحل هیتجز

 

 نتایج

نمونه شیر مخزن کشت داده شده، تعداد  100از مجموع     

نمونه در کشت و آزمایشات تکمیلی بیوشیمیایی و  14

تشخیص داده استرپتوکوکوس یوبریس مولکولی آلوده به 

نمونه کشت  14مل نمونه )شا 20نیز  RT-PCRدر  شد. 

که  ،(Table 1نمونه کشت منفی( مثبت بودند ) 6مثبت و 

به خوبی قادر به  RT-PCRحاکی از آن است که روش 

های در نمونه استرپتوکوکوس یوبریستشخیص آلودگی به 

های پیکری و شمارش تعداد سلولپس از   باشد.شیر می

تجزیه و ( Table 2) های موجود در نمونهتعداد تام باکتری

های پیکری شیر تحلیل آماری نشان داد بین تعداد سلول

اختلاف استرپتوکوکوس یوبریس مخزن و آلودگی به 

( ولی حضور Figure 3) ( وجود داردP=0.047داری )معنی

ها یا عدم حضور این باکتری در شیر بر تعداد تام باکتری

 .ندارد (P=0.112) داریتأثیر معنی

 
Table 1: Comparison between microbiological 

culture and molecular examination 

Examination Positive Negative Total 

RT-PCR 20 80 100 

Culture 14 86 100 
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Table 2: The bulk tank milk somatic cell count and total bacterial count and contamination with s.uberis 
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Positive 11 1 8 20 0.047* 

 

 

11 1 8 20 0.112 

 Negative 54 13 13 80 55 10 15 80 

Total 65 14 21 100 66 11 23 100 
SCC: Somatic cell count, TBC: Total bacterial count 

*P < 0.05 was considered significant  
 

 
SCC: Somatic cell count, CI: Confidence interval 

Figure 3: A significant difference between the number of bulk tank milk somatic cell count and 

contamination with Streptococcus uberis 
 

 بحث

پستان مخزن ممکن است از  ریموجود در ش یهایباکتر    

، پردازش و هنگام شیردوشیهای محیطی یا آلودگیگاو 

  .(Naing et al, 2019)گرفته باشند منشأ شیر  یفرآور

ترین و اقتصادی آوری شیرمخزن جمعاز  یبردارنمونه

در  زایماریحضور عوامل ب یابیارز یبرا روش ترینساده

و  ییایباکتر تامشمارش  . گله در نظر گرفته شده است کی

طور ه ، که بآوری شیرمخزن جمع در های پیکریسلول

 یبرا دیمف یابزار، انجام شود یدوره زمان کی یدر ط منظم

سلامت پستان در  تیو نظارت بر وضع ریش تیفیک یابیارز

 ,Jayarao and Wolfgang) شودمحسوب میگله  کی

در کنترل  زابیماری یهایباکتربه موقع  ییشناسا . (2003

 ییبالا تیاز اهم شیری یهاگله در پستانو درمان ورم
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روش رایج  . (Constable et al, 2008) برخوردار است

پستان کشت و جداسازی عامل بیماری تشخیص عوامل ورم

شود ولی نظر گرفته می است که استاندارد طلایی در

و  (De Vliegher et al, 2012)بر است نپرزحمت و زما

توان های کشت میاز محدودیت هایی نیز دارد. ودیتمحد

 ورم های عاملرشد بودن و نیاز برخی باکتری به سخت

ها و شرایط خاص، احتمال موفق نبودن به محیط پستان

کشت به دلیل کم بودن تعداد باکتری در نمونه، حضور 

بیوتیک در نمونه شیر و انتقال نامناسب نمونه به آنتی

تا  20، حداقل در گزارشاتطبق  ره نمود. آزمایشگاه اشا

پستانی، جداسازی ورم ریش هاینمونه از درصد 30

 ,Phuektes et al, 2001; Sears et al)آمیز نیست موفقیت

 و همکاران Bradleyهای مطالعه این میزان در  .(1990

در  (19۸9) و همکاران Hogan ،در انگلستان( 2007)

 ،فنلاند در( 2007)و همکاران  Koivulaمتحده،  الاتیا

Nevala در فنلاند و  (2004) و همکارانRiekerink  و

، 2/27،  5/26ترتیب  به رقم نیا ،کانادادر  (200۸) همکاران

این میزان در مورد  است.  بوده درصد 9/43و  1/27، 7/23

ترند، عیمعمولاً شاکه درمانگاهی  تحت هایورم پستان

و  Koivulaتحقیقات در  مثالعنوان  تر است، بهبیش

و  (2007) و همکاران Bradley ،(2007) همکاران

Makovec  وRuegg (2003 )و  6/3۸، 7/2۸ترتیب،  به

 شده است.گزارش  درصد 7/49

درصد مواردی که در کشت  30در پژوهش حاضر،     

مثبت  RT-PCRمنفی بودند، در  استرپتوکوکوس یوبریس

در توافق با یافته فوق، در خصوص  تشخیص داده شدند. 

و  Soltauدر مقایسه با کشت،  RT-PCRتر حساسیت بیش

های شیر نمونه شیآزمااند که همکاران نیز گزارش نموده

روش قابل اعتماد  کی RT-PCRبا  مخازن گاوداری شیری

به گله  موجود در زای پستانیعوامل بیماری صیتشخ یبرا

 باشدمی دارند، کمی شیوع هایی کهباکتری برای خصوص

(Soltau et al, 2017).   در تحقیقات متعدد(Bi et al, 

2016; Gillespie and Oliver, 2005; Koskinen et al, 

2010; Svennesen et al, 2018)  نیز به برتریRT-PCR 

به  RT-PCRاست که  نسبت به کشت اشاره و عنوان شده

های دخیل در التهاب پستان خوبی قادر به شناسایی باکتری

کشت رایج، از دقت بسیار  مقایسه با روشدر  بوده و

 Oliverو  Gillespieمطالعه  جینتا  بالاتری برخوردار است.

 تواندمی، RT-PCRدهد که روش ینشان م 2005در سال 

 ییشناسا برای نیگزیجا یصیروش تشخ کی

و  استرپتوکوکوس آگالاکتیه، یوبریساسترپتوکوکوس 

و همکاران در  Phuektes باشد.  استافیلوکوکوس اورئوس

چندگانه را روشی مناسب برای شناسایی  PCR، 2003سال 

و  Koskinen  .اندعوامل اصلی التهاب پستان برآورد نموده

 تعداد RT-PCRنیز با استفاده از روش  (2009) همکاران

یازده باکتری مهم عامل التهاب پستان در گاوهای شیری را 

-RTاند که اند و به این نتیجه رسیدهمورد آزمایش قرار داده

PCR های دارای دقت بسیار بالا برای تشخیص باکتری

عامل ورم پستان بوده و جایگزین مناسبی برای کشت 

  باشد. معمولی می

 یدیمفیر، معیار پیکری موجود در ش یهاسلولتعداد     

 75میزان  باشد. می یعفونت داخل پستان جهت تشخیص

، ماکروفاژ، لینوتروف) تیلکوسها، درصد این سلول

 یهاقرمز و سلول یهاگلبول درصد 25و ( تیلنفوس

در پاسخ به عفونت  هاتلکوسی باشند. می الیتلیاپ

 وانیحو  ابندییم شیافزا سو استر یبافت بی، آسییایباکتر

 Sharma) ندنماییمحافظت م ی،عفون جراممبارزه با ارا در 

et al, 2011) .  اگر چه در مطالعات متعددی(Erskine et 

al, 1987; Keefe, 1997; Patchara Phuektes et al, 2003; 

Rysanek et al, 2009; Ryšánek et al, 2009; Zadoks et 

al, 2004)  گزارش شده است که ارتباطی بین حضور

و شمارش تام  SCCهای عامل ورم پستان با باکتری

ا در مطالعه پیش رو این ارتباط لا وجود دارد، امباکتریایی با

استرپتوکوکوس های پیکری و آلودگی بین تعداد سلول
های مورد تواند به نوع نمونهدیده شد که علت مییوبریس 

های شیر مربوط به ر تحقیق حاضر نمونهد  .استفاده برگردد

مخزن بود و اگر بر روی شیر کارتیه یا شیر انفرادی هر گاو 

تری رود ارتباط بیشمشابهی صورت گیرد، انتظار می مطالعه
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های پیکری و باکتریایی و آلودگی به بین شمارش تام سلول

و همکاران  Katholm دیده شود. استرپتوکوکوس یوبریس 

های شیری، با نمونه شیر مخزن گله 25۸4تعداد  با بررسی،

 CTلودگی بالا )آاند که گیری نمودهنتیجه RT-PCRروش 

، استرپتوکوکوس یوبریس( به RT-PCRپایین در 

 با گالاکتیهدیس استرپتوکوکوسو  آگالاکتیه استرپتوکوکوس

 های پیکری موجود در شیرها و سلولشمارش تام باکتری

 .(Katholm et al, 2012)مرتبط است 

توان اعلام نمود در مجموع با توجه به تحقیق حاضر، می    

های داریدر گاواسترپتوکوکوس یوبریس که آلودگی به 

گردد، در شایع بوده و پیشنهاد می استان اصفهانشیری 

افراد ذیربط های پایش و کنترل ورم پستان مورد توجه روش

 قرار گیرد.

 

 و قدردانی تشکر
زحمات آقای دکتر ناصر حیدری مسئول فنی بهداشتی شرکت پگاه اصفهان و کارکنان محترم آزمایشگاه وسیله از  بدین    

 .شودو تشکر می که ما را در انجام این تحقیق یاری نمودند تقدیر دامپزشکی صدرا اصفهان
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Abstract 
    Streptococcus uberis is a Gram-positive bacterium and the major cause of mastitis in dairy cattle. This bacterium 

is one of the most important causes of economic losses in dairy herds with no ordinary monitoring program for 

mastitis. In order to evaluate the presence of this agent in the bulk tank milk of dairy cattle farms in Isfahan 

province and to find out its relationship with the total bacterial and somatic cells count, 100 tank milk samples 

were collected. The total bacterial and somatic cells were detected in the samples and the level of infection to S. 

uberis was evaluated by conventional culture and RT-PCR methods. The results of RT-PCR and culture showed 

infectivity of 20 and 16 samples to S. uberis, respectively. All culture positive samples were also positive in RT-

PCR, but 6 samples were only positive in RT-PCR, indicating that RT-PCR is more sensitive than culture. 

Statistical analysis showed that there is a significant relationship between the infectivity to S. uberis and the total 

somatic cells, but the presence of this bacterium had no significant effect on the total number of bacteria in milk 

samples. It can be concluded that S. uberis is usually present in dairy farms of Isfahan province and it is necessary 

to pay more attention to the methods of monitoring and controlling the mastitis cows. 
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