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شماره1
قربانىرنجبرىوهمكاران-مجلهتحقيقاتآزمايشگاهىدامپزشكى،دوره5،

و فارس استان گوشتى طيور برخى پرفرينجنز.از كلستريديوم  جداسازى 
مطالعه مقاومت داروئى 

.3 ز. رنجبرى، قرباني ن. 1و3، رنجبري، قرباني ،2 ش. اسماريان، ،*1. ع رنجبرى، قربانى

1391/12/01 پذيرش: 1391/06/24 دريافت:

خلاصه
پرفرينجنز باكترىكلستريديوم است. اى زنجيره ندرت وبه دوتايى يا تكى صورت به وكشيده، ضخيم مثبت، گرم باسيل، پرفرينجنز كلستريديوم
باكترى اين كه آنجا از شود. مى انسان در انتروتوكسمى سبب ازطرفى شده، گوشتى درطيور نكروتيك روده تورم باعث C و A تيپ زاى توكسين
اين انجام از هدف رسد. مى نظر به ضرورى باكترى اين دارويى مقاومت الگوى تعيين شود جدى هاى آسيب سبب وانسان طيور در تواند مى
22 جداسازى از پس مطالعه دراين باشد. مي طيورگوشتى از شده جداسازى هاى پرفرينجنز كلستريديوم داروئى مقاومت الگوى تعيين تحقيق
نتايج با يافت. انجام Kirby _ Baurer استاندارد روش به بيوگرام آنتى آزمايش فارس استان گوشتى هاى ازگله پرفرينجنز كلستريديوم جدايه
سيلين، پنى به نسبت بررسى اين در پرفرينجنز كلستريديوم جدايه 22 تمامى قرارگرفت. آمارى ارزيابى آمارىSPSS17مورد افزار نرم از استفاده
لينكومايسين، تتراسايكلين، ضدباكتريايى تركيبات به كه درحالى داشتند؛ را درصد 88,2 تا درصد از81,3 حساسيتى كلرامفنيكل و ونكومايسين
تركيب ضد يك از بيش به ها جدايه تمامى گرديد مشخص همچنين دادند. نشان را درصد 85 تا درصد از71 دارويى مقاومت سولفات نئومايسين
.(P≤0.05 ) داشت وجود معناداري آمارى اختلاف حساس هاي جدايه با دارو به مقاوم هاي جدايه بين ازطرفى دهند. مى نشان مقاومت باكتريايى
سولفات، نئومايسين لينكومايسين، تتراسايكلين، هاى بيوتيك آنتى به نسبت شده جدا هاى پرفرينجنز كلستريديوم بالاى داروئى مقاومت به توجه با

باشد مى الزامى بيوگرام آنتى آزمايش انجام بيوتيك، تجويزآنتى از قبل
گوشتى. جوجه بيوتيك، آنتى داروئى، مقاومت پرفرينجنز، كلستريديوم كليدى: واژههاى

ايران. كازرون، نخبگان، و جوان پژوهشگران باشگاه كازرون، واحد اسلامي، آزاد دانشگاه .1

ايران. واحدكازرون،كازرون، اسلامي آزاد دانشگاه دامپزشكى، دانشكده فارماكولوژى، گروه .2

ايران. شهر، خرم شهر، خرم المللي بين دانشگاه شيلات، مهندسى دانشجوى .3
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مقدمه
طيور مى در باكتريايى هاى بيمارى از يكى نكروتيك، آنتريت بيمارى
كلستريديوم شود؛ مى ايجاد پرفرينجنز كلستريديوم براثر كه باشد،
دوتايى يا تكى صورت به وكشيده، ضخيم مثبت، گرم باسيل، پرفرينجنز
زاى تيپ توكسين پرفرينجنز كلستريديوم است. اى زنجيره ندرت وبه
ازطرفى سبب شده، گوشتى درطيور نكروتيك روده تورم باعث C و A
و porter تيغ،1386; (جهان شود مى انسان در غذايى مسموميت
زهرابه پرفرينجنز كلستريديوم زاى بيمارى عامل .(1998 ،Robert
در شوند. مى بندى دسته E تا A نوع پنج به و باشد، مى (توكسين)
باكترى به اين هستند. زا بيمارى C نوع ندرت وبه A نوع فقط انسان
گذارى مى هاگ كوچك روده در و شده بلعيده آلوده غذايى مواد همراه
موجب مسموميت انتروتوكسين توليد با گذارى هاگ جريان ودر كنند
معمولا كه شوند مى اسهال و شكمى دردهاى هاى نشانه با غذايى
همكاران Watkinsو ;1380 دلال، سلطان است( مدت كوتاه
محرك هاى بيوتيك آنتى از استفاده كه ايران مانند كشورى در .(1997
گرم مثبت هاى برباكترى كه يونوفوره هاى كوكسيديواستات و رشد
دوراز دارويى مقاوت ايجاد و بيمارى وقوع باشد، مى متداول دارند اثر
هاى گله در خصوص به بيمارى اين بروزبالينى حال اين با انتظارنيست.
دارويى مقاومت الگوى تعيين وجود اين با باشد. بسيارمحدودمى گوشتى
رسد. مى نظر به الزامى منطقه در بالينى موارد پرفرينجنز، كلستريديوم
طيور از پرفرينجنز كلستريديوم جداسازى تحقيق اين انجام از هدف لذا
است. ها بيوتيك نتى آ برابر در داروئى مقاومت الگوى تعيين و گوشتى

كار: روش و مواد
تصادفى صورت به نمونه 150 تعداد 1390 سال تابستان و بهار در
فارس استان آلودگى سابقه داراى گوشتى هاى گله از كشتار از پس
جداسازى براى گرديد. اخذ وداراب) فسا – كازرون هاى (شهرستان
سروزى ابتداسطح طيورگوشتى، ازلاشه پرفرينجنز كلستريديوم باكترى
گرديد. سپس استريل داغ اسپاتول تيغه توسط مبتلا هاى لاشه روده
لوپ يك وتوسط شد داده برش استريل بيستورى وسيله به موضع
انجام و ميكروبى گسترش تهيه از پس و تخريش روده مخاط استريل
شناسايى قرارگرفت. بررسى مورد ميكروسكوپ زير گرم، آميزى رنگ
Summanen توسط شده تشريح هاى روش اساس بر باكترى
وهمكاران Millerو 2002 Quinn سال1993، در وهمكاران
گرم هاى باسيل مشاهده درصورت پذيرفت. صورت درسال1998
پرفرينجنز كلستريديوم برمبناى احتمالى تشخيص اسپور حاوى مثبت
كلستريديوم خالص هاى كلنى جداسازى براى گرفت. مى قرار
بودند، مثبت گرم، آميزى رنگ در كه هايى ازنمونه پرفرينجنز
مراحل (تمامى شد انجام خطى داركشت آگارخون پلت برروى

هاى پليت شد). انجام شعله ودرمجاورت آزمايشگاه درزيرهود كشت
Anaerobic) هوازى جاربى درداخل وارونه صورت به شده كشت
A پك گاز سپس قرارگرفتند؛ (Jar, Merck, Germany
حاوى كه هوازى بى جار داخل در (Anaerobic A , Merck)s
جار، درب بستن از پس و شد داده قرار بود شده داركشت آگارخون پلت
مدت به گراد سانتى درجه 37 حرارت درجه در انكوباتور در جارها اين
هاى استريپ از هوازى بى شرايط تاييد براى شدند. گذاشته ساعت 48
از بعد شد؛ استفاده هرجار در (Anaerotest, Merck) انديكاتور
هاى وپليت شد باز هوازى بى جار درب الذكر، فوق زمان گذشت
بررسى مورد چراغ شعله مجاورت در هود، زير شده داده كشت آگار
4 تا 2 قطر به وگرد صاف بزرگ هاى كلنى مشاهده گرفتند. قرار
و هموليز داخلى ناحيه در كامل (هموليز دوگانه هموليز با متر ميلى
مطرح را پرفرينجنز كلستريديوم حضور احتمال بيرونى) ناحيه در ناقص
گرم آميزى رنگ انجام از وپس انتخاب ها كلنى اين از تعدادى نمود.
انتظار مورد مورفولوژى تا گرفتند قرار بررسى مورد ميكروسكوپ زير
شد. استفاده متعددى هاى ازمحيط تشخيص تاييد براى شود. مشاهده
زرده آگار هاى پليت روى بر خطى صورت به مثبت احتمالا هاى نمونه
زرده تخم آگار هاى پليت شدند. داده كشت (Merck) مرغ تخم
در37 هوازى بى شرايط تحت ساعت 48 مدت به شده كشت مرغ
پرفرينجنز كلستريديوم هاى باكترى گرديدند. انكوبه گراد سانتى درجه
در سفيدى و كدورت وجود صورت به كه كنند مى توليد لسيتيناز
است، باكترى ليستيناز برفعاليت دليل كه باكترى كلنى اطراف محيط
كه بر بود ليپاز توليد عدم براى تست بعدى، آزمايش شود. مى مشخص
اين كه آنجايى از گرفت. صورت مرغ تخم زرده آگار كشت محيط روى
مربوط واكنش مرغ تخم زرده آگار درمحيط كند نمى توليد ليپاز باكترى
پرفرينجنز كلستريديوم باكترى كلنى اطراف در هاله توليد يعنى ليپاز به
شد انجام  ها نمونه برروى كه ديگرى آزمايش آيد. نمى وجود به
باكترى بود. (Reverse-CAMP test) معكوس – كمپ آزماش
آگالاكتيه استرپتوكوكوس باكترى و A تيپ پرفرينجنز كلستريديوم
همولايتيك كمانى سنيرژيستيك الگوى ديگر يك با هموليتيك بتا
ابتدا منظور اين براى كنند. مى ايجاد دار خون آگار روى تيپيك شكل
روى خط يك صورت به را احتمالى پرفرينجنز كلستريديوم باكترى
آگالاكتيه بتا استرپتوكوكوس وسپس داده كشت دار آگارخون محيط
مشكوك كشت نمونه كشت خط بر عمود خط صورت به هموليتيك
ميلى متر چند (با باشند نداشته تلاقى هم با كه نحوى به شد، داده
موارد در شدند. آنكوبه ساعت 48 تا 24 مدت به ها پليت فاصله).
آزمايش بعدى، آزمايش شدند. مشاهده شكل كمانى هموليزهاى مثبت
نمونه ها و شده تهيه اوره استريل محيط منظور اين براى بود. آز اوره
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37 دماى در و هوازى بى شرايط ودر شدند داده كشت درآن
كلستريديوم گرديدند. آنكوبه ساعت 48 مدت به گراد سانتى درجه
آزمايش نشد. ايجاد رنگ تغيير لذا بوده منفى آز اوره پرفرينجنز
در باكترى منظور اين براى شد. انجام ها نمونه درمورد نيز حركت
و كدورت بروز صورت در شد كشت اوره محيط حاوى هاى لوله
ذكراست كه به لازم گرديد. تلقى محرك باكترى CO2 گاز توليد
ادمه تست در باشد. مى حركت فاقد پرفرينجنز كلستريديوم باكترى
پرفرينجنز كلستريديوم باكترى شد. انجام نيز ها نمونه روى بر ايندول
آمده دست به هاى نمونه نهايى، تاييد براى نمايد. نمى توليد ايندول
پرفرينجنز) كلستريديوم (ازنظر بودند مثبت قبلى آزمايشات در كه
(Tryptone Sul�te Neomycin agar) محيط برروى
پرفرينجنز كلستريديوم اختصاصى محيط كه (Merck) آگار TSN

شدند. داده كشت باشد مى
ساعت 18 مدت به هوازى بى شرايط در شده داده كشت هاى پليت
مذكور زمان مدت طى از بعد گرديدند. انكوبه گراد سانتى درجه در37
رنگ تيره مركزى هسته با هايى كلنى مثبت، نتيجه وجود درصورت
بود. پرفرينجنز كلستريديوم باكترى حضور بيانگر شدندكه مشاهده

ها جدايه دارويى مقاومت الگوى تعيين
به نسبت  پرفرينجنز كلستريديوم جدايه 22 حساسيت تعيين براى
استاندارد روش به ديفوزيون ديسك آزمايش از باكتريايى ضد داروهاى
2002). محيط همكاران، و Quinn) شد استفاده Kirby-Bauer
Mueller – Hinton (Merck) روش اين در انتخابى كشت
طور به هم كنار در و انفرادى صورت به را ها پرگنه رشد كه است
مورد باكتريايى ضد عامل شش كند. مى فراهم بخشى رضايت
از: بودند عبارت ميكروگرم) (برحسب ها آن بالقوه وغلضت آزمايش
كلرامفنيكل(30)، لينكومايسين، ونكومايسين(30)، سيلين(10)، پنى
پادتن طب شركت از همگى كه نئومايسين(30) و تتراسايكلين(30)
شد: انجام زير شرح به جدايه 22 هر براى آزمايش بود شده تهيه (ايران)
BHB ذخيره محيط از شده برداشت پرفرينجنز كلستريديوم
و مغز (آبگوشت (Brain Heart infusion Broth)e
مدت وبه شده داده خطى كشت دار خون آگار محيط روى قلب)
آنكوبه هوازى بى شرايط در گراد سانتى درجه 37 در ساعت 24
محيط از  پرفرينجنز كلستريديوم تك كلنى 5 تا 4 سپس گرديد.
حاوى دار درب آزمايش لوله يك وبه شده برداشت دار خون آگار
محيط تلقيح شد. داده انتقال BHB محيط مكعب متر سانتى 5 تا 4
شرايط و گراد سانتى درجه 37 دماى در ساعت 8 تا 2 مدت به شده
كدورت با قبول قابل و واضح كدورت يك مشاهده تا هوازى بى
استريل سواپ يك سپس گرديد. انكوبه فارلند مك استاندارد 0/5

فشار با سواپ اضافى مايع و وارد باكتريايى سوسپانسيون اين درون به
گرفته باكتريايى سوسپانسيون حاوى لوله داخلى جداره به چرخاندن و
روى بر كشت خطوط بين فاصله بدون و خطى صورت به سواپ شد؛
ميلى متر 4 فوق كشت محيط (ضخامت آگار مولرهينتون محيط سطح
بود، كشت گرديده خارج يخچال از استفاده از قبل دقيقه 20 كه بود)
شد. انجام مرتبه سه خطى كشت نواخت، يك تلقيح منظور به شد. داده
درجه 60 ميزان به كشت محيط حاوى پليت مرتبه هر كه نحو بدين
صورت به آن روى بر سواپ مجددا و شده چرخانده قبل دفعه به نسبت
تماس با در و پليت خلفى لبه به سواپ سر نهايت در شد. كشيده خطى
هاى پليت شد. چرخانده كامل دور يك و چسبانده كشت محيط سطح
رطوبت تا ماندند باقى حال همان به دقيقه 5 تا 3 مدت به شده تلقيح
جذب آگار توسط بيوگرام آنتى هاى ديسك ازگذاشتن قبل اضافى
منظور به قبل، 1ساعت كه آزمايش مورد هاى ديسك سپس شود؛
توسط بودند شده خارج يخچال از آزمايشگاه حرارت درجه به رسيدن
قرارداده شده تلقيح آگار مولرهينتون محيط سطح روى بر استريل پنس
محيط كشت روى بر ها ديسك بين فاصله رعايت منظور به شدند.
6 فقط پليت جدار از متر ميلى 15 و يكديگر از متر ميلى 24 ميزان به
15 مدت ظرف شد. گذاشته مترى ميلى 90 پليت يك روى بر ديسك
وضعيت در و شده آورى جمع هاى پليت گذارى، ديسك از پس دقيقه
شرايط در و گراد سانتى درجه 37 در ساعت 18 تا 16 مدت به وارونه
آزمايش با نتيجه قرائت براى مدت اين از بعد شدند؛ آنكوبه هوازى بى
از ممانعت هاله قطر متمركز، نور حضور ودر مسلح غير چشم از استفاده
اندازه كوليس توسط متر ميلى حسب بر باكتريايى ضد ديسك هر رشد
مقاوم و حساس براساس ممانعت هاله قطر تفسير جدول با و شد گيرى
;1983 Jung ; Devriese1981 و Dutta) شدند بندى طبقه
بررسى، به از حاصل نتايج ادامه در .(2002 همكاران، و Quinn
گرفت. قرار (T. test ) آمارى ارزيابى SPSS17مورد افزار نرم وسيله

نتايج
به نسبت  بررسى اين در پرفرينجنز كلستريديوم جدايه 22 تمامى
81,3 حدود از حساسيتى وكلرامفنيكل ونكومايسين سيلين، پنى
باكتريايى ضد تركيبات به كه درحالى داشتند؛ را درصد 88,2 تا درصد
71 از دارويى مقاومت سولفات، نئومايسين لينكومايسين، تتراسايكلين،
گرديد تمامى مشخص همچنين دادند. نشان را درصد 85 تا درصد
مى نشان مقاومت باكتريايى ضد تركيب يك از بيش به ها جدايه
هاى جدايه درصد 100 كه شد مشخص همچنين .(1 (جدول دهند
مقاومت باكتريايى ضد تركيب يك از بيش به پرفرينجنز كلستريديوم
با مقاوم هاى جدايه درمورد آمارى لحاظ از (جدول2). دادند نشان
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مقاوم های جدايه تعداد ترکيبات ضد باکتريايیدرصد

۱۰۰۱

۱۰۰۱<

۹۵۲<

جدول 2. مقاومت چندگانه جدايه هاى كلستريديوم پرفرينجنز جدا شده از مرغ گوشتى نسبت به تركيبات ضدباكتريايى از مجموع 6 تركيب

Kجدايه هاى حساس% جدايه هاى نيمه حساس%جدايه هاى مقاومتركيبات ضد باكتريايى

18.7081.3پنى سيلين
9.8288.2ونكومايسين
71524لينكومايسين
01882كلرامفنيكل

8569نئومايسين سولفات

81109تتراسايكلين

22 جدايه كلستريديوم پرفرينجنز از مرغ گوشتى نسبت به 6 تركيب ضد باكتريايى جدول 1. درصد مقاومت دارويى

آنتى  تمامى خصوص در حساس نيمه و حساس هاى جدايه
وجود معنادارى آمارى اختلاف بررسى، مورد هاى بيوتيك
نيمه با  حساس هاى جدايه بين درضمن .(P≤0.05) دارد
ها بيوتيك  آنتى ديگر خصوص در تتراساكلين بجز حساس
.( تصوير1 ) (P≤0.05) دارد وجود معنادارى آمارى اختلاف

بحث
كلستريديوم  باكترى تكثير وسيله به نكروتيك روده ورم بيمارى
از شود، مى ايجاد ماكيان كوچك روده در C يا A تيپ پرفرينجنز
لذا به شوند، مى انتروتوكسين سبب نيز انسان در مذكور تيپ دو طرفى
ميان از كه ذكراست به لازم باشد. مى مطرح زئونوز بيمارى يك عنوان
رنجبرى، (قربانى باشند مى زئونوز عامل 832 زا، بيمارى 1709عامل
حال در شمالى آمريكاى و آسيا اروپا، در نكروتيك روده ورم .(1390
ورم بيمارى ،1995 سال در است. عمومى بيمارى يك به شدن تبديل
را فرانسه در شده گزارش هاى بيمارى از 4درصد نكروتيك روده
يافت افزايش درصد 12/4 به رقم 1999اين سال در و شد مى شامل
1991 هاى سال طى همكاران و Devriese .(1999 ،Drouin)

رشد عليه محرك بيوتيك آنتى 7 مهارى غلظت حداقل 1992 و
وگوساله خوك طيور، از شده جدا پرفرينجنز كلستريديوم جدايه 95
هاى بيوتيك آنتى به ها سويه اين همه قراردادند. ارزيابى مورد را
مقاومتنشاندادندولى فلاوومايسين(فلاووفسفوليپول) بامبرمايسين،
مقاومت بودند. حساس سالينومايسين و آويلامايسين آووپارسين، به
تمام از حاصل هاى جدايه بعضى در ويرجينيامايسين و تايلوزين به
همكاران، و Devriese) گرديد شناسايى شده، بررسى هاى گونه
،(2005) Sang توسطTansuphasiriuو كه دربررسى .(1993
انسان، مدفوع از شده جدا پرفرينجنز كلستريديوم جدايه 201 روى
شده تاييد PCR وسيله به (كه محيطى منابع وساير وغذا خوك
گرديد كه مشخص شد، انجام ضدباكتريايى تركيب 7 به نسبت بود)
56/2) تتراساكلين برابر در ترتيب به ها جدايه اين مقاومت بيشترين
پنى سيلين درصد)، 9/5) مترونيدازول (24/9درصد)، ايميپنوم درصد)،
و كلرامفنيكل(3درصد) درصد)، ونكومايسين(4/5 و (9درصد) G
ميزانمقاومت مطالعهحاضرطيفو در مىباشد. سفتراكسون(1درصد)
بهطورىكهجدايه وبالابود تركيباتضدباكتريايىگسترده به ها جدايه
3 به نسبت را مقاومت بيشترين بررسى، مورد پرفرينجنز كلستريديوم
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مقاومت به كه دريافتند ،(2004) همكاران و Johansson حال اين
دانمارك تتراسايكليندرسويههاىجداشدهاز3كشورسوئدبا76درصد،
مقاوم به هاى جدايه درصد 80 در و درصد 29 با نروژ و درصد 10 با
(tetB(p) و (tetA(p) مقاومت ژن 2 (PCRروش (با تتراسايكلين
تتراسايكلين به مقاوم هاى جدايه درصد در20 وتنها گرديد شناسايى
در تتراسايكلين به مقاومت درجات اين داشت. وجود (tetA(p) ژن
بود درحالى درسوئد، طيورگوشتى پرفرينجنز كلستريديوم هاى جدايه
مقداربود. كمترين در كشور اين طيور در تتراسايكلين مصرف ميزان كه
كلستريديوم بالاى داروئى مقاومت به توجه با رسد مى نظر به انتها در
بيوگرام آنتى آزمايش انجام بيوتيك، تجويزآنتى از قبل پرفرينجنز،
دارو تجويز در بيوگرام آنتى انجام با است اميد باشد. مى الزامى
به درمان  با و شود جلوگيرى دارويى ازمقاومت دامپزشكى در
يابد. كاهش زئونوز هاى بيمارى انتقال از ناشى خطرات موقع

تتراسايكيلين با درصد، 85 با سولفات نئومايسين باكتريايى ضد تركيب
همچنين كمترين دادند. نشان درصد 71 با لينكومايسين و درصد 81
با صفر كلرامفنيكل به نسبت پرفرينجنز كلستريديوم جدايه مقاومت
بود. با 18/7درصد سيلين پنى و درصد با 9/8 ونكوماييسين درصد،
هاى جدايه حساسيت خود بررسى در (2004 ) همكاران و Martel
مزرعه مختلف 31 از گوشتى طيور روده از كه پرفرينجنز كلستريديوم
آنتى تركيب 12 به نسبت را بودند شده جدا بلژيك در طيورگوشتى
كار به كوكسيديوز از پيشگرى يا رشد تحريك درمان، براى كه بيوتيك
يكسانى به طور به ها جدايه كه دادند ونشان نموده ارزيابى رفت، مى
سالينومايسين، قبيلموننسين،لازولاسيد، از آنتىبيوتيكهاىيونوفوره
.(2004 همكاران، و Martel) بودند حساس وناراسين مادورامايسين
آنتى بيوتيك بالايىازمقاومتنسبتبهبعضىاز نيزدرصد اينمطالعه در
شد. با ديده سولفات نئومايسين و لينكومايسين تتراسايكلين، مانند: ها
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Abstract
Clostridium perfringens is a thick, gram positive and long bacteria (basil) that is seen in single or double.

It is rarely like chain. Type C and D toxins of Clostridium cause necrotic enteritis in broiler. It is also cause

enteric toxin in human. The aim of this study was to determine drug resistance patterns of separated Clos-

tridium perfringens in broiler. Antibiogram test was performed after separation of 22 strains of Clostridium
perfringens from broiler of Fars province and sensitivity to penicillin, chloramphenicol and vancomycin

was recorded. Results were analyzed by using statistical software SPSS17. In this research, sensitivity in

all 22 isolates of Clostridium perfringens to penicillin, vancomycin and chloramphenicol was 81.3 percent

to 88.2 percent, while in the other antibacterial compounds such as tetracycline, lincomycin, neomycin

sulfate resistance showed a 71% to 85%. Furthermore, all isolates showed resistance to more than one anti-

bacterial compound. Also there was statistically significant difference (P ≤ 0.05) between susceptible iso-

lates and resistant isolates. According to drug resistance of Clostridium perfringens isolates to antibiotics

tetracycline, lincomycin, neomycin sulfate before antibiotic prescription, antibiogram tests are required.

Key words: Clostridium perfringens, antibiotic resistance, antibiotics, broiler
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