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جداسازی و شناسایی مولکولی تروپرلا پیوژنز به عنوان یکی از عوامل اصلی ایجاد 
کننده آبسه های جلدی در گاوها

ایرج اشرافی تمای۱ عبدالمجید محمدزاده۱* پژمان محمودی کوهی۱ تقی زهرایی صالحی2 
1( گروه پاتوبیولوژی، دانشکده پیرادامپزشکی دانشگاه بوعلی سینا، همدان، ایران

2( گروه میکروبیولوژی و ایمونولوژی، دانشکده دامپزشکی دانشگاه تهران، تهران، ایران 

  )  دریافت مقاله: 18 مرداد ماه 1396،   پذیرش نهایی: 9 مهر ماه 1396(     

 چکیده  
زمینه مطالعه: عوامل متعددی می توانند در ایجاد آبسه های جلدی در گاو دخیل باشند که دراین میان تروپرلا پیوژنزبه عنوان یک باکتری 
فرصت طلب، اهمیت فراوانی در ایجاد بیماری های چرکی دارد و خســارات اقتصادی فراوانی را به صنعت گاوداری ها وارد می نماید. هدف:  این 
مطالعه با هدف جداسازی و شناسایی تروپرلا پیوژنز به عنوان یک پاتوژن فرصت طلب و همچنین نشان دادن مقاومت آنتی بیوتیکی این باکتری 
انجام شد. روش کار:  از 134 گاو مبتلا به آبسه جلدی، در 15 گاوداری اطراف تهران، نمونه اخذ گردید و از تمامی آبسه ها، کشت هوازی و بی 
هوازی صورت گرفت و از روش های بیوشیمیایی جهت شناسایی عوامل چرکزا استفاده شد.  در مورد تروپرلا پیوژنز علاوه بر روش های بیوشیمیایی، 
از روش مولکولی نیزجهت شناسایی استفاده شد.  همچنین حساسیت جدایه های تروپرلا پیوژنز به برخی از آنتی بیوتیک های روتین هم مورد 
بررسی قرار گرفت. نتایج: ده جنس از باکتری های ایجاد کننده آبسه در کشت، شناسایی گردید که از میان آن ها تروپرلا پیوژنز شیوع بیشتری 
داشت. از نظر تغییرات بیوشیمیایی و تست CAMP، 9 بیوتیپ در جدایه های تروپرلا پیوژنز مشاهده شد.  تمامی جدایه های تروپرلا پیوژنز با روش 
مولکولی PCR تأیید نهایی گردیدند.  بیشترین حساسیت آنتی بیوتیکی به آمپی سیلین، پنی سیلین G و آموکسی سیلین و بیشترین مقاومت هم 
به تریمتوپریم سولفومتوکسازول، اریترمایسین و تتراسیکلین مشاهده گردید.  نتیجه گیری نهایی: تروپرلا پیوژنز هرچند بعنوان یک پاتوژن فرصت 
طلب مطرح می باشــد ولی می تواند به صورت اولیه و ثانویه ایجاد بیماری کند.  شناســایی عوامل ایجادکننده آبسه با روش های مولکولی، انجام 

آزمون های آنتی بیوگرام و انتخاب داروی مناسب، در درمان این عوامل  بسیار کمک کننده می باشند.

واژه های کلیدی: تروپرلا پیوژنز، آبسه های جلدی، باکتری های چرکزا، گاو

مقدمه
باکتریهــای چرکزای مختلفی میتوانند عامل ایجاد آبســه های زیر جلدی 

و احشــایی در گاو باشــند. آبســه های زیر جلدی، علاوه بر تأثیر منفی در 

کیفیت پوســت، باعث انتشــار جرم و افزایش بروز آبســه های احشــایی و 

موارد تورم پســتان در ســطح گله می شوند. )13( یکی از عوامل مهم ایجاد 

کننــده این عارضه، باکتــری تروپرلا پیوژنز می باشــد.  تروپرلا پیوژنز که 

قبلًا به نام های اکتینومیســت پیوژنز و آرکانوباکتریوم پیوژنز نامیده می شد 

و اخیرا بر اســاس تفاوت های ژنتیکی در 16SrRNA، تغییر نام پیدا کرده 

اســت  )18( باکتری است گرم مثبت، کوکوباسیلی نامنظم، غیر متحرک، 

بدون اســپور و هوازی، که به شکل همزیست در مخاطات دستگاه تنفسی 

فوقانی، دســتگاه ادراری- تناسلی و دستگاه گوارشی دیده می شود. )5( این 

باکتری گســترش جهانی داشــته و به عنوان یک پاتــوژن ثانویه در طیف 

وســیعی از نشــخوارکنندگان اهلی و وحشی شــامل گاو، خوک، گوسفند، 

بز، شــتر، اســب، گاومیش، گوزن، غزال و همچنین پرندگان و خزندگان 

مطرح می باشــد. ) 4( از بیماری های مهمی که تروپرلا پیوژنز در گونه های 

مختلف حیوانات می تواند ایجاد کند می توان به ورم پســتان های حاد، ورم 

پستان تابستانه، متریت،  اندومتریت بالینی و تحت بالینی، آبسه های جلدی 

و احشایی، آرتریت، پنومونی، اندوکاردیت، استئومیلیت و عفونت های چرکی 

دیگر اشــاره نمود. )12( تروپــرلا پیوژنز رابطه نزدیکی با دیگر باکتری های 

چرکزا مانند اشریشیاکلی، اســترپتوکوکوس دیسگالاکتیه و فوزوباکتریوم 

نکروفــوروم دارد کــه این امر تداوم باکتــری را در ایجاد عفونت بالا برده و 

همچنیــن مقاومت باکتری را در برابر آنتی بیوتیک ها افزایش می دهد. )2( 

این باکتری نه تنها در ایجاد بیماری های چرکی در حیوانات به خصوص در 

گاو و به خطر انداختن ســلامت آن ها، اهمیت دارد بلکه خسارات سنگینی 

از نظر اقتصادی شــامل: کاهش شدید تولید شیر، تأثیر عمیق در عملکرد 

باروری، حذف حیوان از گله و حذف اندام های مبتلا به خصوص کبد و ریه 

در کشتارگاه ها را باعث می گردد. )7( از طرف دیگر بیماریزا بودن این باکتری 

در انسان بخصوص در افراد با ضعف سیستم ایمنی و افراد دیابتی، و توجه 

به سلامت جامعه با مصرف محصولات لبنی، اهمیت این باکتری را نشان 

می دهــد. )11( تروپرلا پیوژنز تعداد زیادی فاکتورهای حدت دارد که باعث 

افزایش پتانســیل بیماریزایی آن می شــود. )5( از مهمترین عوامل حدت، 

پیولیزین )plo( اســت که باعث همولیز گلبولهای قرمز و اثر ســیتولیزینی 

بر روی لکوسیت ها را دارد این همولیزین به کلسترول غشاء سلولی متصل 

شده و با ایجاد منفذ در غشا، لیز سلولی را باعث می شود و همچنین در بیان 

سایتوکاین های میزبان و آسیب های بافتی نیز نقش دارد. نورآمینیدازهای 

H و P در ایــن باکتــری نقــش مهمی را در اتصال باکتری به ســلول های 
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اپیتلیال و کلونیزه شدن آن ایفا می کند و در تخریب اسیدهای نوکلئیک و 

اســید سیالیک و تأمین نیازهای کربنی و اسید نوکلئیکی باکتری را فراهم 

نموده و با افزایش ویسکوزیته در مخاطات از فاگوسیتوزیز باکتری جلوگیری 

می کند. همچنین انواعی از فیمبریه ها شامل:  A،G، E و C در این باکتری 

در اتصال آن به مخاطات و سلول های اپیتلیالی مهم می باشند. پروتئین باند 

شــونده کلاژنی )cbp( و فیبرونکتینی هــم در اتصال به بافت های غنی از 

 DNase کلاژنی )تیپ1،2،4( و فیبرونکتین ها اهمیت دارد. بعلاوه پروتئاز و

این باکتری هم در تخریب پروتئین ها و اسیدهای نوکلئیک و تأمین نیازهای 

باکتری مهم می باشــند. )5( درمان آنتی بیوتیکی در مورد آبسه های جلدی 

بســیار شــایع بوده و غالباً هم بدون در نظر گرفتن عامل ایجاد کننده آبسه 

و بــدون آنتی بیوگرام صورت می پذیرد. از این رو، با مصرف بی رویه آنتی 

بیوتیک ها در قسمت درمان و یا مصرف آنتی بیوتیک ها به عنوان محرک 

رشــد و یا عوامل پیشگیری کننده، مقاومت این باکتری به تعداد متعددی 

از آنتی بیوتیک ها را باعث شــده است. )15( بنابراین شناسایی عامل ایجاد 

کننده آبسه، اســتفاده از روش تعیین حساسیت آنتی بیوتیکی و مشخص 

نمودن ژن هــای مقاومت آنتی بیوتیکی با روش هــای مولکولی، می تواند 

هم در درمان و انتخاب آنتی بیوتیک مناســب و هم شناســایی سویه های 

مقاوم به آنتی بیوتیک ها کمک کننده باشد. هدف از این مطالعه، جداسازی 

عوامل ایجاد کننده آبســه های جلدی و شناسایی تروپرلا پیوژنز به عنوان 

یکی از مهمترین عامل ایجاد کننده آبسه در گاو با روش های بیوشیمیایی و 

مولکولی و بررسی مقاومت های آنتی بیوتیکی در جدایه های تروپرلا پیوژنز 

می باشد.

مواد و روش کار
نمونــه گیری: نمونه گیــری در بهار1396 از 134 گاو مبتلا به آبســه 

جلدی در 15 گاوداری اطراف تهران صورت گرفت.  در مورد آبسه هایی که 

سر باز کرده بودند با استفاده از سواب استریل و از عمق آبسه نمونه گیری 

انجام شد و در مورد آبسه هایی که کامل بودند پس از استریل کردن  سطح 

آبسه ها با الکل 70%، با استفاده از سرنگ، محتویات داخل آبسه تخلیه شده 

و نمونه ها در کنار یخ به آزمایشــگاه ارسال و کشت انجام گرفت. همچنین 

قطعاتــی ازعضلات زیر جلدی، پوســت دچار زخم و قســمتی از گره های 

لمفاوی گاوها که به صورت مزمن درگیر لمفادنیت ناشی از این باکتری ها 

شده بودند، جهت بررسی های آسیب شناسی برداشت شده و در فرمالین 10 

درصد تثبیت گردیدند.

کشت و جداسازی: از تمامی نمونه های اخذ شده، گسترش تهیه شده 

و همچنین کشــت بر روی محیط های بلاد آگار با 5% خون گوســفندی و 

مک کانکی انجام پذیرفت و به مدت 48 ساعت در دمایoC 37 به صورت 

هوازی و بی هوازی انکوبه گردید. از همه پلیت ها پس از رشــد، گســترش 

تهیــه شــد و رنگ آمیــزی گرم انجــام گرفت و جهت تشــخیص عوامل 

عفونی آزمایشات بیوشیمیایی انجام گرفت. در مورد باکتری تروپرلا پیوژنز 

آزمایشــات بیوشیمیایی شامل: کاتالاز، اکســیداز، احیاء نیترات، هیدرولیز 

ژلاتین و آسکولین، آزمون شیر تورنسله،  هضم سرم منعقده، بررسی آنزیم 

اوره از، تخمیر قندهای گلوکز، لاکتوز، مالتوز، مانیتول، ســاکارز، گزیلوز و 

تست کمپ انجام گرفت )1(.

بررســی حساســیت آنتی بیوتیکی: جهت این آزمون از روش دیسک 

دیفیوژن وبر اســاس روش کربی بایر مطابق دستورالعمل توصیه شده سال 

2001 و از آنتی بیوتیک های  روتین در دامپزشــکی و پزشکی استفاده شد 

)8(. محیط کشــت ایــن آزمون، مولرهینتــون آگار )Merck( با 5 % خون 

گوسفندی و دیســک های آنتی بیوتیکی ) Mast( شامل: انروفلوکساسین 

 ،)E 15 µg( اریترومایســین ،)TE 30 µg( تتراســیکلین ،)ENF 5 µg(

 25 µg( تریمتوپریم سولفومتوکســازول ،)CIP 5 µg( سیپروفلوکساســین

SXT(، آموکسی سیلین )AP 25 µg(، آمپی سیلین )A 25 µg(، جنتامایسین 

 µg( و اسپکتینومایسین )units 10 PEG(اG پنی سیلین ،)GM 120 µg(

SPC 100( بود. نتایج بعد از 48 ساعت قرائت گردید.

 TSB جدایه هــا در محیط کشــت :PCR و آزمــون DNA اســتخراج

براث )Merck( با 5 % ســرم گاوی کشــت داده شــد و در oC 37 به مدت 

48 ســاعت انکوبه گردید. سه میکرولیتراز محیط TSB را سانتریفوژ نموده 

و رســوب باکتریایی، پس ازشستشــو با ســرم فیزیولوژی و با اســتفاده از 

 )MBST, IRAN( برای باکتری های گرم مثبــت DNA کیت اســتخراج

اســتخراج شــد و DNA ها در منفی oC 20 نگهداری شــد. در این مطالعه 

توالــی اولیگونوکلئوتیدی پرایمرهــای 23S-ISR -16S بکار رفت. جهت 

آزمون PCR 12/5 میکرولیتر از محلول آماده کار)مستر میکس 2X شرکت 

BIONEER کشور کره، 106S- CSTMK .Cat No( ، 1 میکرولیتر از هر 

پرایمر F و R )با غلظت pmol/µl 10(،ا µl 3 از DNA و حجم نهایی با آب 

مقطر به µl 25 رسید. توالی پرایمرهای مورد استفاده به شرح زیر می باشد:

)F:5'-GTTTTGCTTGTGATCGTGGTGGTTATGA3-                                                                          

.)'-R: 5'- AAGCAGGCCCACGCGCAGG3 و

 Techne,  512  -TC( ترموســیکلر  دســتگاه  در   PCR واکنــش 

England( در 35 ســیکل با واسرشت اولیه oC 95، 5 دقیقه، با تکرار سه 

مرحله واسرشت: oC 95، 60 ثانیه، مرحله اتصال: oC 60 ،60 ثانیه و مرحله 

همانند ســازی oC 74، 3 دقیقه انجام پذیرفــت و در انتها oC 74 به مدت 

7 دقیقه ســیکل انتهایی همانندسازی خاتمه یافت )µl .)17 5  از محصول 

PCR در ژل آگارز 1/5 % با بافر 1X( TBE( الکتروفورز با ولتاژ100 به مدت 

1µg/( یک ساعت الکتروفورز گردید و پس از رنگ آمیزی با اتیدیوم بروماید

ml( با دستگاه ایلیومیناتورمورد بررسی قرار گرفت.

نتایج
کشــت و تست های بیوشــیمیایی: در اسمیر تهیه شــده از آبسه های 
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جلدی، کوکوباســیل های ریز گرم مثبت با اشــکال نامنظم، کوکسی های 

گرم مثبت، کوکوباســیل های گرم منفی مشاهده شــد. بر روی بلاد آگار و 

مک کانکی بعد از 48 ساعت، کلنی های متفاوتی مشاهده گردید که برای 

شناسایی از محیط انتخابی و افتراقی استفاده شد. کلنی های ریز سفید رنگ 

با همولیز کامل و باریک در اطراف کلنی که بر روی محیط مکانکی رشدی 

نداشت مشکوک به تروپرلا پیوژنز بود که درگسترش تهیه شده از پرگنه ها 

نیز کوکوباســیل های گرم مثبت با اشکال نامنظم مشاهده شد. تست های 

کاتالاز، اکسیداز، اوره آز، احیاء نیترات و آسکولین برای این باکتری منفی 

بود. هیدرولیز ژلاتین و ســرم منعقده مثبت بود و در شــیر تورنسله مراحل 

 CAMP اسیدی شدن، لخته، احیا و هضم پروتئین صورت گرفته بود. تست

این باکتری با اســتافیلوکوکوس اورئوس مثبت بود هر چند همولیز محل 

تقاطع باکتری تروپرلا پیوژنز با استافیلوکوکوس اورئوس در برخی جدایه ها 

ضعیــف و در برخی دیگر قــوی بودند. همچنین تخمیــر قندهای گلوکز، 

لاکتوز، ســاکارز، گزیلوز، مالتوز و مانیتول در بین جدایه ها، متغیر مشاهده 

گردید. دیگر کلنی های رشــد کرده در محیط بــلاد آگار و مک کانکی هم 

شناسایی شــدند که نتایج در جدول 1 آورده شده است. از کشت باکتریایی 

134 آبسه، تعداد 10 جنس باکتری جدا گردید که در 74 نمونه )55/22 %( 

رشــد باکتری به صورت خالص و در 60 نمونــه )44/78 %( مخلوطی از دو 

باکتری شناسایی گردید. از این بین، کورینه باکتریوم پسودوتوبرکلوزیس با 

25 جدایه خالص و 13 جدایه مخلوط  و  تروپرلا پیوژنز با 23 جدایه خالص 

و 33 جدایه مخلوط با دیگر باکتری ها، بیشترین عوامل آبسه ای را به خود 

اختصاص داده بودند. 

نتایج آنتی بیوگرام: تعیین حساســیت آنتی بیوتیکی به روش انتشــار 

نشــان داد که مقاومت چندگانه آنتی بیوتیکــی در بین جدایه های تروپرلا 

پیوژنز هم دیده می شــود. بیشــترین میزان مقاومت به آنتی بیوتیک های 

تریمتوپریم سولفومتوکسازول )100%(، اریترومایسین )53%(، تتراسیکلین 

)47%( مشاهده شد. همچنین مقاومت 30/5 و 27 درصدی انروفلوکساسین 

و سیپروفلوکساســین هم در بین جدایه ها دیده شــد. در مقابل بیشــترین 

میزان حساسیت در مقابل آنتی بیوتیک های آمپی سیلین، پنی سیلین G و 

آموکسی سیلین مشاهده شد )جدول 2(.

نتایج بررسی های هیســتوپاتولوژی: درمشاهده میکروسکوپی پوست 

و بافت عضلات اســکلتی زیر جلدی، تغییرات قابل توجهی شامل حضور 

آبسه های مزمن و متعدد مشهود بود. در مرکز آبسه، تجمع اکسودای چرکی 

متشــکل از نوتروفیلهای زنده، دژنره و خرده ریزهای سلولی مشاهده شد. 

در پیرامون مرکز آبســه، سلول های تک هســته ای متشکل از سلول های 

لمفوئیدی در مراحل مختلف تکامل ســلولی تجمع داشتند. ماکروفاژها در 

بســتری از بافت همبند سست حضور  داشــته و در لایه بعدی بافت جوانه 

گوشتی پر عروق و در نهایت بافت همبند فیبروزه قرار داشت. واکنش التهابی 

جدول 1. عوامل باکتریایی جدا شده از کشت آبسه های جلدی در گاو با درصد فراوانی آن ها.

%تعدادباکتری%تعدادباکتری

85/97 تروپرلا پیوژنز + اشریشیاکلی2317/16تروپرلا پیوژنز )خالص(

1410/44 تروپرلا پیوژنز + کورینه باکتریوم پسودوتوبرکلوزیس2518/65کورینه باکتریوم پسودوتوبرکلوزیس )خالص(

64/47 کورینه باکتریوم پسودوتوبرکلوزیس + اشریشیاکلی128/95فوزوباکتریوم نکروفوروم )خالص(

85/97تروپرلا پیوژنز + فوزوباکتریوم نکروفوروم64/47اشریشیاکلی )خالص(

75/22تروپرلا پیوژنز + استافیلوکوکوس اینترمدیوس64/47استافیلوکوکوس اینترمدیوس )خالص(

42/98تروپرلا پیوژنز + استرپتوکوکوس آلفا همولیتیک21/49پسودوموناس آئروژنوزا )خالص(

21/49تروپرلا پیوژنز + پاستورلا مولتی سیدا64/47کورینه باکتریوم پسودوتوبرکلوزیس+ استافیلوکوکوس اینترمدیوس

42/98تروپرلا پیوژنز + استافیلوکوکوس اورئوس10/74کورینه باکتریوم پسودوتوبرکلوزیس +    کلبسیلا

جدول ۲. حساسیت آنتی بیوتیکی جدایه های تروپرلا پیوژنز مربوط به آبسه های جلدی در گاو.

مقاوم )%(نیمه حساس)%(حساس )%(آنتی بیوتیک

5316/530/5انروفلوکساسین

581527سیپروفلوکساسین

33/219/347/5تتراسیکلین

23/523/553اریترومایسین

84/515/50جنتامایسین

791/619/4اسپکتینومایسین

00100تریمتوپریم سولفومتوکسازول

G 10000پنی سیلین

10000آمپی سیلین

10000آموکسی سیلین
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مزمن، در بخش های میانی و عمقی پوســت و در لایه عضلانی اســکلتی 

نفوذ نموده و جایگزین بخشــی از آن شــده بــود. در ناحیه ای که عضلات 

درگیر بودند، نکروز زنکر سلول  های عضلانی و تغییرات دژنراتیو قابل رؤیت 

بود. همچنین، در میان ســلول های عضلانی، ســلول های فیبروبلاســت، 

فیبروسیت و سلول های التهابی از نوع لمفوئیدی، ماکروفاژ و نوتروفیل نفوذ 

نموده و موجب گسیختگی در بافت شده بود )تصویر 1،2(.

نتایج PCR: تمامی جدایه های تروپرلا پیوژنز که با روش بیوشیمیایی 

تأیید شــده بودند با نشــان دادن وزن مولکولی 122 جفت باز در ژل آگارز، 

تأیید نهایی گردیدند. درکنترل مثبت تروپرلا پیوژنز هم باند 122 جفت باز 

مشــاهده شد و در کنترل منفی با آب مقطر باندی مشاهده نشد )تصویر 3( 

تفســیر سکانس یکی از جدایه ها که در این مطالعه به عنوان کنترل مثبت 

استفاده شد در تصویر 4 مشاهده می شود.

بحث
تروپرلا پیوژنز و کورینــه باکتریوم پزودوتوبرکلوزیس هردو از اجرامی 

هستند که علاوه بر آبسه های زیر جلدی، نقش مهمی در ایجاد آبسه های 

داخلی و تورم پســتان دارند، لذا این دو باکتری، مسئول خسارات اقتصادی 

مستقیم ناشی از حذف گاو از گله و یا حذف  لاشه، ضبط اندام های مختلف 

خصوصا کبد و ریه، افت کیفیت لاشه و پایین آمدن راندمان گله می باشند. 

)12( در دهه های گذشته، تروپرلا پیوژنز به عنوان یک عامل فرصت طلب 

عفونی و چرکزا در بین حیوانات اهلی مطرح بود مطالعاتی وسیعی بر روی 

این باکتری صورت گرفته و نشــان داده شده که این باکتری طیف وسیعی 

از میزبانــان را درگیر می کند و بیماری های متعددی را در اندام های مختلف 

ایجــاد می کند. این باکتری به عنوان یک عامل آســیب زای رایج همراه با 

علائم بالینی چرکی در بین گاوها بسیار مطرح می باشد. از بیماری های مهم 

در بین گاوها می توان به ورم پستان، لنفادنیت، متریت، پیومتر، التهاب ناف، 

آبسه های زیرجلدی، التهاب پروســتات، اورکیت، پریکاردیت، انسفالیت، 

سپتی سمی و سایر عفونت های چرکی اشاره کرد. شایع ترین علائمی که در 

گاوها دیده می شود ورم پستان، متریت، پنومونی و آبسه های جلدی و زیر 

جلدی هســتند )5،12(. تروپرلا پیوژنز رایج ترین جرمی است که به دنبال 

جراحات پوستی وارد بدن گاو شده و باعث ایجاد آبسه یا سلولیت می شود. 

جراحات پوســتی، به دنبال نزاع به خصــوص در گاوهای نر، در دوره زمین 

گیــری در اثر بیماری های متابولیک یا به دنبال تزریقات به وجود میآید که 

راه نفوذ خوبی برای این باکتری محســوب میشود. )16( در ایران مطالعات 

چندانی در زمینه تروپرلا پیوژنز و خسارات ناشی از آن صورت نگرفته است 

ولی با توجه به اینکه، این   باکتری ایجاد کننده آبسه جلدی و زیر جلدی، 

معمولًا باعث ایجاد آبســه های داخلی ، متریت های پس از زایمان و تورم 

پستان می شوند و در غالب موارد، گاوها، مخلوطی از علائم را نشان میدهند 

خسارات فراوانی را به صنعت گاوداری وارد می کند. در مطالعه ای که توسط 

Nagaraja و همکاران  در سال 2006 بر روی آبسه های کبدی در آمریکا 

صورت گرفت مشــخص گردید در 50% موارد عامل عفونت تروپرلا پیوژنز 

تصویــر1. نتایج PCR برای شناســایی تروپرلا پیوژنــز: چاهک 1: کنترل منفی، چاهک 
۲ تــا 10جدایه هــای تروپرلا پیوژنز،چاهک 11  کنترل مثبت و تأیید شــده با ســکانس، 

چاهک M مارکر 100 جفت باز.

تصویر۲. آتروفی و فیبروز منتشره عضلانی )A( و نکروز زنگر )B( در آبسه زیر جلدی 
ناحیه نزدیک گردن )هماتوکسیلین- ائوزین، 100×(.

تصویر3. تجمع باکتریایی ، لنفوسیت ها َ)A( وماکروفاژهای حاوی باکتری تروپرلا 
پیوژنز)B( در آبسه گردنی )هماتوکسیلین- ائوزین، 400×(.
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بوده و بصورت میانگین سالانه 3000 کبد به دلیل آلودگی به این باکتری در 

کشتارگاهها حذف می گردد. )9( همچنین مشخص شد تغییرات کربوهیراتی 

در شکمبه باعث انتشار این باکتری به کبد شده و آبسه های احشایی ایجاد 

می گردد بنابر این آبســه های جلــدی و زیر جلدی بعنوان یک مخزن مهم 

در ایجــاد عفونت در اندام های دیگر می تواند مطرح باشــد. )10( در مطالعه 

Yeruham و همکاران در فلســطین اشغالی در سال 2003، مشاهده شد 

که تمام دام هایی که آبســه های زیر جلدی داشــتند به شکل احشایی نیز 

مبتلا بودنــد. در این مطالعه هم تروپرلا پیوژنز به عنوان یک عامل اصلی 

مطــرح بــود. )19( در مطالعه حاضر نیــز تروپرلا پیوژنز به عنــوان یکی از 

مهمترین عوامل ایجاد کننده آبسه های جلدی در گاو، در بین دیگر عوامل 

ایجاد کننده آبسه، مطرح می باشد. از طرف دیگر رابطه نزدیک این باکتری 

بــا باکتری های چرکزای دیگر در ایجاد آبســه  و افزایش تداوم باکتری در 

جهت ایجاد عفونت بالا  در این مطالعه نشان داده شد.  شناسایی  33 نمونه 

)55% (  تروپرلا پیوژنز با دیگر باکتری های چرکزا در محیط کشــت از 60 

نمونه مخلوط کل، نشان دهنده  قدرت این باکتری در رشد مخلوط با عوامل 

عفونی دیگر،  در جهت بالا بردن سطح عفونت و همچنین افزایش مقاومت 

آنتی بیوتیکی می باشــد. در این تحقیق، مهمترین باکتری های  مخلوط با 

تروپرلا پیوژنز  به ترتیب کورینه باکتریوم پسودوتوبرکلوزیس، فوزوباکتریوم 

نکروفوروم، اشریشیاکلی، استافیلوکوکوس اینترمدیوس و استرپتوکوکوس 

آلفا همولیتیک  بودند. )جدول 1( 

هر چند روش معمول شناســایی تروپرلا پیوژنز بر اســاس روش های 

بیوشــیمیایی و فنوتیپی اســت ولی متغیر بودن برخــی از خصوصیات این 

باکتری تشــخیص را دشــوار می کند در مطالعه ای کــه Magdalena  و 

همکاران در ســال 2012 بر روی ایزوله های گوزن اروپایی انجام دادند 14 

بیوتیپ از نظر تغییرات بیوشــیمیایی و تست CAMP  شناسایی گردید. در 

این مطالعه اســتفاده از روش مولکولی در جهت شناســایی تروپرلا پیوژنز 

توصیه گردیده است. )6( در مطالعه حاضر نیز بر اساس متغیر بودن تخمیر 

قندهای مورد آزمایش توســط جدایه های تروپرلا پیوژنز و همچنین تغییر 

همولیز و تســت CAMP این باکتری در جدایه هــای مختلف، 9 بیوتیپ 

شناســایی گردید. بنابر این اســتفاده از روش های مولکولی مانند PCR در 

تشخیص تروپرلا پیوژنز بسیار حائز اهمیت می باشد. در این مطالعه تمامی 

جدایه ها، با این روش مولکولی شناسایی  و تأیید نهایی گردید. در مطالعه ای 

که Ertas و همکاران در سال 2005 بر روی 500 کبد گاو انجام دادند 100 

کبد دارای آبسه بود که مورد کشت قرار گرفت که از این بین، 40 % با روش 

مولکولی PCR، تروپرلا پیوژنز تشخیص داده شد )3(.

ظاهرا سفالوسپورین ها، تتراسیکلین، پنی سیلین، و دیگر بتالاکتام ها 

درمان هــای انتخابی در عفونت هــای تروپرلا پیوژنز می باشــند ولی اخیرا 

مقاومت هــای آنتــی بیوتیکی برخــی از آنتی بیوتیک ها بــرای این عامل 

شناسایی شده است. در این مطالعه، بالاترین حساسیت  به آنتی بیوتیک ها 

آمپی ســیلین، پنی ســیلین، آموکسی ســیلین با 100 % و جنتامایسین و 

اسپکتینومایســین با 84/5 و 79 درصد مشاهده شــد در حالی که مقاومت 

نسبت به آنتی بیوتیک های  تریمتوپریم سولفومتوکسازول، اریترومایسین و 

تتراسیکلین100، 53 و 47/5 درصد بود. همچنین مقاومت 30 و 27 درصدی 

نســبت به دو آنتی بیوتیک مهم انروفلوکساســین و سیپروفلوکساسین از 

یافته های مهــم این مطالعه بود.  رابطه معنــی داری در بین مقاومت آنتی 

بیوتیکی، با 9 بیوتیپ جدایه های تروپرلا پیوژنز مشــاهده نشــد.  استفاده 

نامناســب از آنتی بیوتیک ها از علــل مهم در ایجاد مقاومت آنتی بیوتیکی 

در این عامل بیماری محســوب می شود. استفاده وسیع از تتراسیکلین ها و 

ماکرولیدها در دامپزشکی به عنوان افزودنی خوراک دام برای پیشگیری از 

بیماری ها و بهبود رشد، منجر به مقاومت های آنتی بیوتیکی این عامل شده 

است. هر چند برخی از آنتی بیوتیک ها، حساسیت لازم را در برابر ایزوله ها 

در محیط آزمایشــگاه را دارند ولــی ایجاد کانون های چرکی و گرانولوماتوز 

توســط این باکتری و عدم نفوذ آنتی بیوتیک به درون این کانون ها درمان 

این عامل را در مراحل پیشرفته سخت می کند بنابر این تأخیر در تشخیص 

و انتخاب نامناسب دارو پیش آگهی درمان را بسیار ضعیف می کند. بعلاوه 

ایجــاد این مقاومت های دارویی، نگرانی های  در درمان انســان ها نیز دارد. 

.16S تصویر4. نتیجه سکانس یکی از جدایه های تروپرلا پیوژنز با پرایمر
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مطالعه ای در برزیل بر روی گونه های مختلف حیوانات اهلی با عفونت های 

متنــوع با عامل تروپــرلا پیوژنز انجام گردیده کــه مقاومت آنتی بیوتیکی 

تریمتوپریم سولفومتوکســازول، نورفلوکساســین وتتراسیکلین به ترتیب 

49/3، 10/9 و 9/2 درصــد گزارش گردیده اســت. )14( در مطالعه ای دیگر 

که بر روی آبسه های سطحی و داخلی در گوزن صورت گرفته بود بیشترین 

میزان حساســیت آنتی بیوتیکی به فلوروکوئینولون و بالاترین مقاومت به 

تریمتوپریم سولفومتوکسازول و بتالاکتامازها گزارش گردیده است )20(.

درمــان اجرام چرکزا و ایجاد کننده آبســه، امر دشــواری، هزینه بر و 

در موارد پیشــرفت بیماری تقریباً ناممکن اســت. به دلیل تشکیل آبسه و 

ســپس بافت فیبروزی در اطراف محل تکثیر جــرم، نفوذ آنتی بیوتیک ها 

را غیرممکــن کــرده و به ناچار باید دام حذف گــردد. بنابر این جلوگیری از 

انتشار این اجرام در کنترل آبسه های زیر جلدی از اهمیت زیادی برخوردار 

است. پاره شدن آبسه ها، ریختن شیر ورم پستانی و توانایی این باکتری در 

باقی ماندن در خاک برای چندین هفته، می تواند آلودگی را در ســطح گله 

منتشــر نماید.  تروپرلا پیوژنز در شرایط مرطوب به سرعت منتشر میشود، 

چراکه رطوبت زیاد ممکن اســت باعث آســیب به بافت اپیدرمیس پوست 

شــده که در این صورت باکتری می تواند به صورت مستقیم نیز انتقال پیدا 

کند، بنابراین پاکیزه و خشــک نگه داشتن بستر در کنترل آبسه های ناشی 

از این جرم اهمیــت دارد. )13( بنابر این تروپرلا پیوژنز هرچند بعنوان یک 

باکتری فرصت طلب مطرح می باشد می تواند هم به صورت اولیه و هم به 

صورت ثانویه ایجاد بیماری کند. نقش حشرات نیز در انتقال تروپرلا پیوژنز 

مشخص شده است طوری که میزان وقوع آبسه ها از این باکتری در فصل 

تابستان بیشتر گزارش شده است. بنابراین مبارزه با حشرات می تواند یکی از 

راه های کاهش شیوع آلودگی در گله باشد. اگر چه نقش این حشرات در ورم 

پستان های تابستانه هم قابل انکار نمی باشد. )13( 

شناســایی عامل ایجادکننده آبســه بــا روش های مولکولــی، انجام 

آزمون  هــای آنتی بیوگرام و انتخاب داروی مناســب، در درمان این عوامل  

بسیار کمک کننده می باشند. در ایران مطالعات چندانی در مورد میزان شیوع 

آلودگی های آبســه های جلدی و زیر جلدی در گاو و خسارات ناشی از این 

باکتری صورت نگرفته است. باتوجه به اهمیت این باکتری در بیماریزایی و 

خســارات اقتصادی در گاو و انتقال این جرم از طریق محصولات به انسان 

بخصوص در افراد با ضعف سیستم ایمنی، توصیه می گردد مطالعات عمیقی 

در جهت میزان شــیوع، شناســایی عوامل حدت و ژن هــای مقاومت آنتی 

بیوتیکی، صورت پذیرد تا راهکارهای مناسبی در جهت مبارزه با این عامل 

بیماریزا ایجاد گردد.

تشکر و قدردانی
این مقاله بخشی از پایان نامه دکتری تخصصی باکتری شناسی آقای 

ایرج اشــرافی تمای می باشــد و نویســندگان از حمایت های مالی معاونت 

محترم پژوهش و فناوری دانشگاه بوعلی سینا همدان نهایت تقدیر و تشکر 

را دارند.
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Abstract:
BACKGROUND: Trueperella pyogenes is one of the most important pathogens of cattle 

cutaneous abscess which  causes considerable economic damage in livestock industry.  
OBJECTIVES: This study was conducted to isolate and identify T. pyogenes as an oppor-
tunistic pathogen and determine its antibiotic resistance. METHODS: 134 samples were 
collected from 15 cattle farms in Tehran province. The pathogenic bacteria were isolated 
and were initally identified  by their colony morphology and biochemical characteristics. 
In addition,  routine biochemical techniques and molecular tests used for detection of T. 
pyogenes strains. Susceptibility of T. pyogenes strains to antibiotics was evaluated using 
the disk diffusion method. RESULTS: The bacterial species isolated from 314 cutaneous 
abscesses studied were 10 genera of pathogen bacteria. T. pyogenes was the pioneer patho-
gen among other these. According to biochemical and CAMP test, nine biotypes of T. pyo-
genes were detected. All T. pyogenes isolates (9 biotypes) were positive for the PCR test. 
The highest percentage of T. pyogenes isolates was susceptible to ampicillin, penicillin G 
and amoxicillin and high resistance rates were observed for trimethoprim-sulfamethoxa-
zole, erythromycin and tetracycline. CONCLUSIONS: Although T. poygenes is considered 
as an opportunistic bacterium, it could turn into a primary and secondary pathogen and 
consequently cause several complications. Identifying causative agents of abscess using 
molecular methods, performing antibiotic susceptibility assays and choosing appropriate 
drug are useful the treatment of such pathogens.
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Figure Legends and Table Captions
Table 1. Isolated bacterial agents of bovine cutaneous abscesses.

Table 2. Antibiotic susceptibility of the T. pyogenes strains related to cutaneous abscesses in cattle.

Figure 1. Single PCR results for T. pyogenes identification. 1: Negative control, 2-10: Trueperella pyogenes strains, Control Posi-
tive, Ladder 100bp.
Figure 2. Affected subcutaneous skeletal muscle at the vicinity of the cervical abscess. The atrophic striated muscle due to diffused 
fibrosis is seen. H & E. ×100.
Figure 3. The wall of the large subcutaneous cervical abscess caused by T. pyogenes. The bacteria colonies and macrophages con-
taining bacteria are evident. H&E. ×400.
Figure 4. The result of the sequence is one of the T. pyogenes strain with 16S primer.


