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 یشمقاله پژوه

در کشتارگاه های استان بررسی آلودگی کبدهای گوسفند و گاو کشتار شده 

  PCRبه روش های کشت بیوشیمیایی و کلستریدیوم نوای به  البرز
 

 3علی حق روستا ، *2 لیدا عبدالمحمدی خیاو ،1 علی رضایی کلوانی

هوازی، آزمایشگاه تحقیقاتی کلستریدیا، موسسه کارشناس ارشد بخش بخش تحقیق و تولید واکسن های باکتریایی بی -1

 تحقیقات واکسن و سرم سازی رازی، سازمان ترویج آموزش توسعه کشاورزی، تهران، ایران

، آزمایشگاه تحقیقاتی کلستریدیا، هوازیمسئول فرمولاسیون واکسن های بی  ،شناسیباکتریآموخته دکتری تخصصی دانش -2

 موسسه تحقیقات واکسن و سرم سازی رازی، سازمان ترویج آموزش توسعه کشاورزی، تهران، ایران

هوازی، آزمایشگاه تحقیقاتی ، بخش تحقیق و تولید واکسن های باکتریایی بیشناسیباکتریآموخته دکتری تخصصی دانش -3

 واکسن و سرم سازی رازی، سازمان ترویج آموزش توسعه کشاورزی، تهران، ایرانکلستریدیا، موسسه تحقیقات 

 11/11/1318تاریخ پذیرش:    33/32/1318تاریخ دریافت: 

 چکیده

عامل بیماری قانقاریای عفونی کبد می باشد. اسپور باکتری همراه غذا وارد بدن شده و از طریق سیستم لنفاوی وارد  Bتیپ  کلستریدیوم نوای

 کبد می شود. به دلیل شرایط هیپوکسیک کبد زمینه برای تبدیل به فرم رویشی و تکثیر باکتری فراهم شده باکتری مقدار زیادی توکسین تولید

شود. بنابراین تشخیص توکسین و جداسازی باکتری از دستگاه گوارش دام  به خصوص کبد جهت ه مرگ دام مینموده که در نهایت منجر ب

می باشد. هدف از این مطالعه بررسی ضروری بررسی فراوانی میزان آلودگی  بیماری کنترلبه منظور شود. تشخیص این بیماری استفاده می

از پس نمونه کبد از کشتارگاه ها اخذ و  38۳باشد. در این تحقیق تعداد های استان البرز میدر کشتارگاه کلستریدیوم نوای تعیین شیوع 

 و آمیزی گرم(تست حرکت و رنگ ،مایع  محیط کشت اختصاصی محیط اختصاصی حاوی خون اسب و آزمایشات باکتریولوژی )کشت در

برای این منظور از  ند.شد تأیید نهایی PCRتوسط  نمونه هاشیر و کاتالاز(  هضم ،اندل ،ژلاتیناز ،لیپاز ،لیسیتیناز ،بیوشیمیایی )تخمیر قندها

 3۳ها  که میزان آلودگی به این باکتری در کشتارگاه نشان داداین بررسی  نتایج آلفا این باکتری استفاده گردید. پرایمر طراحی شده از توکسین

مورد بدون آلودگی به  ۴فاسیولا داشتند و تنها در کلستریدیوم نوای و ( آن آلودگی همزمان  به ٪18/81مورد ) 33که ( بود ٪1/1مورد )

با توجه به خسارات اقتصادی ناشی از این بیماری به صنعت دامپروی لازم است  این باکتری جداسازی و تشخیص داده شد. فاسیولا

 واکسیناسیون به موقع صورت گیرد. 

 

 یناسیونواکس ،توکسین آلفا  ،تشخیص،  B ، PCRتیپ کلستریدیوم نوای کلیدی:  کلمات

 لیدا عبدالمحمدی خیاومسئول:  نویسنده *
هوازی، آزمایشگاه تحقیقاتی کلستریدیا، موسسه تحقیقات واکسن و سرم سازی رازی، سازمان ترویج آموزش توسعه : بخش تحقیق و تولید واکسن های باکتریایی بیآدرس: 

 32۳-3۴1۳3338کشاورزی، تهران، ایران. تلفن 

 mohammadimail1396@gmail.com پست الکترونیک:
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 مقدمه

 کلستریدیایی بیماریهای اثر در دام زیادی تعداد هرساله

 برار  را بره  جبرران ناپرذیری   مالی خسارات از بین رفته و

هررای مهررم ایررن برراکتری   آورنررد. یکرری از جررنس  مرری

یررررررا ( novyi Clostridium) کلسررررررتریدیوم نرررررروای

 (Clostridium oedematiens)  ادماسرین  کلسرتریدیوم 

 ،A،B ها شامل تیپ های می باشد که براساس توکسین

C وD تیپ  کلستریدیوم نوایشود. میB    عامرل بیمراری

قانقاریای عفرونی کبرد گوسرفند اسرت کره بره آن سریاه        

گویند. این بیماری یرک توکسرمی حراد و    مرض نیز می

کشنده بروده کره پراکنردگی جهرانی دارد. ایرن بیمراری       

خاص گوسفند است ولی تا اندازه ای گاو را هم درگیرر  

کلسرتریدیوم  اولین مرورد جداسرازی   نماید. در ایران می

گرزارش   11۳1از ضایعات کبدی در سرال   B تیپ نوای

تکنیک جداسرازی برر پایره آنتری برادی لیبرل شرده          .شد

فعالیررت  ،فلورسررنت بررود. هم نررین از تولیررد لیسرریتیناز   

همولیتیک و نکروز و کشندگی بررای تایپینرگ اسرتفاده    

از  نروای  کلسرتریدیوم جدایره    33گردید. در مجموع از 

ی گردید. تعدادی شناسای Bنمونه تیپ  2۳سراسر کشور 

از جدایرره هررای شرردیدا توکسرریک برررای تولیررد واکسررن 

در  (.1)قانقاریای عفونی کبد گوسفند استفاده گردیدند 

نمونرره دو کبررد گوسررفند در سرریرجان کرره    11۳۴سررال 

مشکوک به بیماری فوق بودند به موسسه رازی ارسال و 

سررم لیبرل شرده  فلورسرنت و     آنتری با استفاده از تکنیک 

الیزاسرریون مررورد بررسرری قرررار گرفتنررد. نتررایج سرررم نوتر

در مطالعره دیگرری    (.2)وجود این باکتری را تائید نمود 

در حیوانرات   کلسرتریدیوم نروای  براکتری   11۳1در سال 

(. 3مرده بدون هیچ علامت واضر  تشرخیص داده شرد )   

مطالعرات بیشرتر مویرد عفونررت در سراسرر کشرور برررای      

 . (۴) بود ی متمادیهاسال

 تولیررد فاکتورهررای ویرررولانس متنرروعی را ایررن برراکتری 

 باشرد توکسین میآلفا مهم این عوامل نماید. یکی از می

کیلررو دالتررون  233-213وزن مولکررولی در حرردود  کرره

 111دارد.  فعالیت آنزیمری توکسرین مربروه بره بخرش      

ترمینرال بروده کره بره عنروان حروزه        Nاسید آمینه ای در 

. حوزه اتصال بره گیرنرده   (1) ودشکاتالیتیک شناخته می

در ناحیه مرکزی بررای انتقرال توکسرین بره     ترمینال  Cدر

 (. 13باشد )داخل سیتوزول الزامی می

در زمینه میرزان شریوع ایرن براکتری در ایرران اطلاعرات       

خیلرری محرردود مرری باشررد، نظررر برره خسررارات اقتصررادی  

صررنعت دامپررروری ناشرری از ایررن بیمرراری لازم اسررت     

ی به این باکتری در ایران مشخص شرود.   وضعیت آلودگ

کبدهای گوسفند و گراو   لذا هدف از این تحقیق بررسی

کلستریدیوم به  های استان البرزدر کشتارگاهکشتار شده 

 باشد. می PCRبه روش های کشت بیوشیمیایی و نوای 

 مواد و روش کار
 جمع آوری جدایه ها 

 38۳تعرداد   131۳در این تحقیق از بهار تا آذر مراه سرال   

نمونه کبد مشکوک به قانقاریا )ضایعات نکروزه رنگی( 

راس گوسفند از کشتارگاه هرای   33۳راس گاو و  83از 

راک کرررو و دشررت بررره اخررذ و در  ررروف و  ،زیرراران

آوری شده و بره آزمایشرگاه منتقرل    شرایط استریل جمع

و نمونه  1گردید.اطلاعات مربوه به نمونه ها در جدول 

آورده شرده اسرت.    1به بیماری در شکل کبد مشکوک 

سپس در زیر هود ایمنی با سوآب استریل از عمق نمونره  

هررای میکروبیولرروژی  تکرره ای برداشررت شررد و تسررت   

بیوشیمیایی و مولکولی برای جداسازی و شناسایی انجام 

 پذیرفت.

 

 

 



 3 ...نوای کلستریدیوم به البرز استان های کشتارگاه در شده کشتار گاو و گوسفند کبدهای آلودگی بررسی

 

 اطلاعات مربوط به نمونه های اخذ شده از کشتارگاه های استان البرز .1جدول 

 تظاهرات بالینی سن )ماه( جنس تعداد کل نام کشتارگاه

 ماده نر

 نمونه با لکه های تیره 1  >  12 2۴ ۳1 81 زیاران

 نمونه ملتهب با لکه های تیره 1 12>سن>2۴ 32 1۴ 12۳ راک کرج

 نمونه با لبه های گرد 2 2۴> 3۳ 138 1۳1 دشت بره

 - - 13 213 38۳ مجموع

 

 
 کبد مشکوک به قانقاریای عفونی اخذ شده از کشتارگاه .1شکل 

 تهیه محیط های کشت اختصاصی

 الف: تهیه محیط کشت مایع جگر

سراعت در   ۴8جگر گوسفند را چرخ کرده و بره مردت   

فریررزر گذاشررته سررپس آن را جوشررانده تررا مررایع غلیظرری 

 حاصل گردد. تکه های جگر را در لوله آزمایش ریختره 

میلری لیترر اضرافه     21الذکر به میزان و به آن از مایع فوق

 نماییم.می

 ب: تهیه محیط کشت جامد اختصاصی

عصراره   ،محیط کشت شامل میرت پپترون عصراره جگرر    

آن  pHسیستئین و آگار تهیه و  ،گلوکز ، NaCl  ،مخمر

تنظرریم گردیررد. پررس از اسررتریل نمررودن     2/۳بررر روی 

یاب و خرون اسرب بره آن    ها و عناصر معدنی کمویتامین

اضافه و در پلیت تقسیم گردید. هم نرین محریط کشرت    

اختصاصرری حرراوی تمررام اجررزاا بجررز آگررار و خررون برره  

 صورت مایع تهیه شد.

 الذکرکشت نمونه های مشکوک در محیط های فوق

دقیقره جوشرانده ترا     11محیط کشت مایع جگر به مدت 

شرایط بی هوازی فرراهم شرود سرپس نمونره هرا بره ایرن        

محریط   درهرا  محیط کشت تلقی  گردید. هم نین نمونه

 کشررت جامررد و مررایع اختصاصرری تلقرری  و در شرررایط   

درجره   3۳سراعت در دمرای    2۴-۴8هوازی به مردت  بی

ی و کردورت در  داری گردیدند تا کلرون گراد نگهسانتی

 محرریط کشررت  رراهر شرروند. سررپس برره منظررور تائیررد     

 ،مرالتوز  ،های بیوشریمیایی تخمیرر قنردهای گلروکز    تست

 ،مررانیتول و سالیسرین تسرت ژلاتینرراز   ،سروکروز  ،لاکتروز 

( و 11کاترالاز و لیسریتیناز )   ،( 18لیپاز، هضم شیر ) ،اندل

های میکروبیولوژی کشت در محیط بلاد آگرار برا   تست

رنررگ آمیررزی گرررم و حرکررت انجررام   ،فندخررون گوسرر

 گردید.

 تست تخمیر قند

میلی لیتر از محیط های کشت پایره   1/۴شش لوله حاوی 

 133دقیقرره جوشررانده شررد. سررپس   11قنرردی برره مرردت 

مررالتوز  ،13۱میکرولیتررر از هریررک از قنرردهای گلرروکز  

و  13۱مررررانیتول  ،13۱سرررروکروز  ،13۱لاکترررروز  ،13۱

در هر لوله اضرافه شرده و از سوسپانسریون     13۱سالیسین 

 برراکتری دو قطررره تلقرری  گردیررد. لولرره هررا در شرررایط   
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داری شررد. سررپس برره سرراعت نگرره ۴8برری هرروازی برررای 

های کشت رنگ برموتیمرول بلرو افرزوده شرد. در     محیط

صورت تغییر رنگ به زرد تست تخمیر قنرد مثبرت و در   

 (. 18منفی گزارش گردید )صورت سبز شدن 

 تست ژلاتیناز

 11میلری لیترر محریط ژلاتینراز بره مردت        13لوله حراوی  

دقیقه جوشانده شرد. سرپس از سوسپانسریون براکتری دو     

هروازی  قطره به آن تلقی  گردید. لوله ها در شررایط بری  

ساعت نگه داری شد. برای قرائت نتیجره تسرت    ۴8برای 

دقیقره در   11ه مردت  ژلاتیناز محیط کشرت ژلاترین را بر   

اگرر پرس از زمران    گراد قرار داده درجه سانتی ۴یخ ال 

ذکر شده محتویات  لوله حالت مایع داشته باشرند تسرت   

و در غیرر اینصرورت منفری گرزارش شرد      ژلاتیناز مثبرت  

(18.) 

 تست اندول و حرکت

ی یک کلونی از باکتری توسط آنس برداشته و در لولره 

 Sulphide Indole Motilityحرراوی محرریط کشررت  

(SIM)      به صورت خط مستقیم تلقری  گردیرد. لولره در

سراعت   ۴8هروازی بررای   درجره و شررایط بری    3۳دمای 

داری شد. برای قرائت نتیجه تست انردل چنرد قطرره    نگه

ریخته شد.  SIMمعرف کواکس در سط  محیط کشت 

در صرورت ایجراد رنرگ قرمرز تسرت انردل مثبرت و در        

(. در 18ی گرزارش شرد )  صورت ایجراد رنرگ زرد منفر   

صورت متحرک بودن باکتری کدورت در تمام محریط  

کشت ایجاد شده و در غیر این صورت، کردورت فقرط   

 گردد.در اطراف محل تلقی  باکتری مشاهده می

 تست لیسیتیناز و لیپاز

توسط پیپت یک قطره از سوسپانسیون باکتری برداشته و 

تلقری    egg yolk agarدر پلیرت حراوی محریط کشرت     

گردید. سپس توسط لوپ به صورت استریک در محیط 

درجه و شرایط  3۳کشت پخش نموده و پلیت در دمای 

داری شرد. در صرورت    سراعت نگره   ۴8هوازی بررای  بی

هرا تسرت   مشاهده کدورت شیری رنگ اطرراف کلرونی  

لیسیتیناز مثبت و در غیر این صورت منفری گرزارش شرد    

برر روی ایرن محریط     (. در مورد قرائرت تسرت لیپراز   11)

کشت، در صورت وجود هاله  شفاف در اطراف کلونی 

باکتری تست مثبت و در غیر این صورت منفی گرزارش  

 (.18شد )

 تست هضم شیر

میلی لیتر محیط لیتموس میلک بره مردت    13لوله حاوی 

دقیقه جوشانده شرد. سرپس از سوسپانسریون براکتری      11

سراعت   ۴8برای هوازی تلقی  گردید. لوله در شرایط بی

داری شد. در صورت شفاف شدن محیط کشرت در  نگه

اثر هضم، ایجاد لخته و وجرود گراز،  تسرت هضرم شریر      

 (. 18مثبت گزارش  شد )

 تست کاتالاز 

یک کلونی باکتری توسط آنس برر روی سرط  اسرلاید    

روی آن  3۱گذاشته شد. سپس یک قطره آب اکسریننه  

، حبراب در  اضافه گردید. در صورت مثبت برودن تسرت  

 (. 11سط  اسلاید مشاهده گردید )

برره  (PCR) ای پلیمررراز آزمررون واکررنش زنجیرررهسررپس 

   . گرفتها انجام جدایهمنظور تایید نهایی بر روی 

 DNAتخلیص 

 21در دمرای   12333دقیقه در دور  13به مدت ها نمونه  

سرانتریفوژ نمروده سرپس مرایع رویری      درجه سانتی گراد 

شرد.  شستشو داده  آب دو بار تقطیربا  رسوب.  شد تخلیه

دقیقرره سررانتریفوژ  13برره مرردت  12333مجررددا در دور 

داده شستشرو   آب دو بار تقطیرر با  رسوبو دوباره  کرده

و نهایتررا بررر روی  در همرران دور سررپس سررانتریفوژ شررد.

در دقیقره   23و بره مردت    ریختره  1Xبافر  PCR رسوب،

.  دگرررراد جوشرررانده شررردرجررره سرررانتی 13-11دمرررای 

دقیقرره در دور  1برره مرردت  میکروتیرروب حرراوی نمونرره 
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 PCRبرررای  و از سرروپرناتانت  شرردهسررانتریفوژ  13333

 گردید.استفاده 

 آلفا برای تعیین هویت توکسین PCRآزمون 

 1/2 ،الگرررو  DNA میکرولیترررر  PCR ، 1/3بررررای  

  dNTP میکرولیترر  PCR (X 13 (، 1/3میکرولیترر برافر   

(Mm 13 (، ۳1/3   میکرولیترر Mm) MgCl2 13)، ۴/3 

 U/ µl1 (، 1/3مرررراز)پلررری Taq DNAمیکرولیترررر 

 پیکرو مرول در میکرولیترر(    13رفرت )  پرایمرر  میکرولیتر

پیکو مول  13) برگشت پرایمر  میکرولیتر 1/3، )سیناژن(

نموده اضافه  دو بار تقطیر و آب در میکرولیتر( )سیناژن(

 برسد. میکرولیتر 1/2۴ تا حجم نهایی مخلوه واکنش به

آورده شررده کرره از ژن   2در جرردول  PCRپرایمرهررای 

 :Accession number (tcnα)  آلفرررا توکسرررین 

Z48636.1))   .در کنترررررلگرفترررره و طراحرررری شررررد

و   CN 804 کلسرتریدیوم نروای   رفررانس مثبت از سویه  

 دو برار تقطیرر  آب الگرو      DNAمنفی بجرای در کنترل 

 کلسرتریدیوم پرفرینجنرز  و در کنترل منفی دوم از  ریخته

سپس نمونه در دستگاه ترموسرایکلر  استفاده شد.  Dتیپ 

شررامل  PCRبرنامرره انجررام شررود.  PCRتررا  قرررار گرفررت

دقیقره،   1گرراد بررای   درجه سرانتی  11دناتوراسیون اولیه 

درجره   13ثانیره در   ۴1درجره،   1۴ثانیه در  33سیکل  33

گرراد و متعاقرب   درجه سانتی ۳8در  دقیقه 3گراد، سانتی

 درجررره  ۳2دقیقررره در دمرررای   13آن گسرررترش بررررای  

برا لودینرگ برافر      PCRسپس محصرول   گراد بود.سانتی

ریخته شرد   ٪1های ژل آگاروز مخلوه و درون چاهک

میکروگرم  1/3و پس از الکتروفورز با اتیدیوم بروماید )

توسررط آمیررزی گردیررد در نهایررت لیتررر( رنررگدر میلرری

 برداری شد. دستگاه ژل داک عکس
 توالی پرایمرهای اولیگونوکلئوتید استفاده شده جهت تشخیص آلفا توکسین .2جدول شماره 

 پرایمر توالی نوکلئوتیدی منبع

 

 نام ژن

(11) 

 

CGCTCCTAGCAGTCCCGAAAT 

 
CnR 

 
tcnα 

(11) GGTGCGATTCAAGAGGCCACA CnF tcnα 

 نتایج

(  ٪1/1مرررورد )  3۳نمونررره کبرررد در   38۳در بررسررری 

 33جداسازی و تشخیص داده شد که کلستریدیوم نوای 

کلسرتریدیوم  ( آن آلودگی همزمران  بره   ٪18/81مورد )

مرورد   ۴( داشرتند و تنهرا در   Fasciola)نوای و فاسریولا  

جداسررازی و  ایررن برراکتری فاسرریولابرردون آلررودگی برره 

مرورد در   1تشخیص داده شرد . در تمرامی مروارد )بجرز     

 بیماری از گوسفند جداسازی گردید. عامل (گاو

مالتوز  بودند.  وقادر به تخمیر قندهای  گلوکز جدایه ها 

لاکتوز، سروکروز، سالیسرین    هایولی توانایی تخمیر قند

و لیسررریتیناز  و مررانیتول را نداشرررتند. همگررری ژلاتینررراز،  

و هضرم   کاترالاز  ،لیپراز  ،انردل  بودند ولری  مثبت حرکت

 بر روی محیط کشت  هاجدایه بودند. تمامی  منفی شیر

 

در و  تیررک داشررتههمولیفعالیررت  حرراوی خررون گوسررفند

محیط کشت اختصاصی خون اسب رشد مناسبی داشتند 

باسریل گررم    ،هرا آمیزی گرم جدایره (. در رنگ2)شکل 

هرای  همره جدایره    PCR در آزمرون  مثبت مشاهده شرد. 

مربروه بره آلفرا    bp  2۳1تحت آزمون، قطعه ای به طول 

توکسین تکثیر نمودند و بدین ترتیب تعلق همره آنهرا بره     

 آشکار گردید. کلستریدیوم نوای
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 خون اسب در محیط کشت اختصاصی کلستریدیوم نوایکلونی های  . 2شکل 

 

 
 در نمونه های مشکوک به قانقاریا PCRل الکتروفورز محصو .3شکل 

کنترل منفری )آب دو   2، ستون   bp 133مارکر  1ستون 

کلسرتریدیوم   DNAکنتررل منفری )    3بار تقطیر(، ستون 

 11ها و سرتون  نمونه 13الی  ۴(، ستون Dتیپ  پرفرینجنز

 (.کلستریدیوم نوای رفرانسکنترل مثبت )سویه 

 گیریبحث و نتیجه 

قانقاریای عفونی کبد گوسفند و بز سالیان مدیدی اسرت  

های زیرادی از  که در ایران وجود داشته و تاکنون جدایه

های آلوده بررسری و مرورد مطالعره قررار گرفتره      کبد دام

 33۳تایپینرگ   1188و همکاران  در سال  است. اردهالی

هرای کلسرتریدیایی بره    های آلوده به عفونتنمونه از دام

سرم اختصاصی لیبل شده  فلورسنت را انجرام  آنتیروش 

نمونرره آلرروده برره    11نمونرره  33۳دادنررد. در مجمرروع از 

گراو و برز جداسرازی و     ،از گوسرفند کلستریدیوم نروای  

 .(1) شناسایی شد

از کبرد   را هرا جدایره  1181اردهالی و همکاران در سرال  

 ،اصررفهان ،هررای کررروهررای مبررتلا کرره از دامررداری دام

بروجررد و   ،چالوس ،قزوین ،طالقان ،سیرجان ،حیدرآباد

سررازی رازی زنجرران اخررذ و برره موسسرره واکسررن و سرررم

ارسال شده بودند جدا کرده و مورد مطالعه قررار دادنرد.   

جدایره   ۴۴نتایج آزمایشات نشران داد کره از ایرن تعرداد     

جدایه متعلرق بره    B، ۴تیپ کلستریدیوم نوای مربوه به  

 کلستریدیوم نروای جدایه  3 و Aتیپ کلستریدیوم نوای 

عامررل اصررلی  Bتیررپ کلسررتریدیوم نرروای بررود.  Dتیررپ 

تیرپ   کلسرتریدیوم نروای  باشد. هرچند قانقاریای کبد می

D     نرردرتا از مرروارد  نکررروز کبررد گوسررفند جداسررازی

250bp 
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هرا را  زایری جدایره  همکاران توکسرین گردید. اردهالی و 

مررورد بررسرری قرررار دادنررد. نتررایج بررسرری نشرران داد     

  B 13333-133 MLD/mlتیرررپ  کلسرررتریدیوم نررروای 

 کلستریدیوم نروای لیتر( و )حداقل دز کشنده در هر میلی

نمایرررد و ایجررراد مررری A 12333-133 MLD/mlتیرررپ 

هریچ توکسرینی تولیرد نکررد.      Dتیپ   کلستریدیوم نوای

تیرپ  کلستریدیوم نروای  ایج این بررسی اهمیت وجود نت

B (۳)  نمایدرا در ایجاد بیماری اثبات می. 

، سی و هشت نمونه مشکوک 1112-1113در سال های 

به ادم بدخیم گراو شرامل ماهی ره، اسرتخوان و خرون از      

های مختلرف ایرران توسرط تکنیرک آنتری برادی       قسمت

فلورسررنت، فعالیررت توکسیسرریتیک، پاتوژنیسرریته مررورد   

نمونرره آلرروده برره  1بررسرری قرررار گرفررت از ایررن تعررداد  

 (. 11شناسایی گردید ) کلستریدیوم نوای

ها ذکرر   لستریدیومکهای متفاوتی برای تشخیص آزمون

هررای ترروان برره آزمررون هررا مرری شررده کرره از جملرره آن 

، تخمیررر قنرردها، تخمیررر وشرریمیایی )هیرردرولیز لیسرریتینبی

در  همتی (.1۴) طوفانی شیر تورنسل و اندل( اشاره نمود

هرررررای برررررا اسرررررتفاده از تکنیرررررک   233۳سرررررال  

، لیپرراز، احیرراا نیترررات و  لیسرریتیناز، بیوشرریمیایی)ژلاتیناز

تخمیررر قنرردها( ، تسررت میکروبیولرروژی  و آمرریلاز، انرردل

)حرکت( ، تست آنتری برادی فلورسرنت غیرر مسرتقیم و      

PCR   جدایره   ۴از گوسفندان مشکوک در ناحیه ارومیره

 (.12این باکتری را شناسایی و تعیین هویت نمود )

را بررای   سرلولی  کشت از استفاده با سازی نثیخ بورمن 

 بمناسرر کلسررتریدیوم نرروای تشررخیص آلفررا توکسررین   

، تکنیرک  PCRهم نین استفاده از  .(۳,8) گزارش نمود

دانشررمندان شررده اسررت.  DNAتشررخیص جهررترایررج 

از فررن  یامجموعرره را در  PCRبررر اسرراس   صیتشررخ

 quantitative real-time PCR ،Multiplex شاملها یآور

PCR ،isothermal PCR  و microfluidic PCR   توسرعه

از  2332همکررراران در سرررال و ساسررراکی  .(13دادنررد ) 

Multiplex-PCR   کلسررتریدیوم برررای تشررخیص سررریع

گرزارش نمرود    ساسراکی  استفاده نمودنرد.   Bتیپ نوای 

 سررررریع شناسررررایی برررررای Multiplex-PCR سیسررررتم

نیروک از   231۳(. در سرال  1۳) باشدکلستریدیا مفید می

PCR    برای تشخیص قانقاریای عفونی در اسب اسرتفاده

 برا  شرده  آزمرایش  کبرد  هرای  بررسری نمونره  نمود. نتایج 

 توکسرین  آلفرا  فلاژلرین و  های ژن برای  PCRاز استفاده
بررررای  امرررا برررود، مثبرررت Bکلسرررتریدیوم نررروای تیرررپ 

 Clostridium کلسرررررررتریدیوم همولیتیکررررررروم 

haemolyticum (1۳بررود ) منفرری کلسررتریدیاها سررایر و.  

-LAMP (Loopبررا توجرره بره مزایررای تکنیررک   هم نرین 

mediated isothermal amplification )جملررررره  از

تروان  ، وینگری و سررعت بررای تشرخیص مری     حساسیت

مبتنرری بررر  ییایمیروش الکتروشرراسررتفاده نمررود. لیررو از  

LAMP (. 13)نموداستفاده  برای تشخیص این باکتری 

از جمله  های مولکولیامروزه با توجه به مزایای تکنیک 

ها برای از آن، وینگی، دقت و سرعت استفاده حساسیت

 (.23باشد )تشخیص در حال افزایش می

هم نررین بررا توجرره برره القرراا سیسررتم ایمنرری توسررط ژن    

های نوترکیرب برا کلرون    توان از واکسنآلفاتوکسین می

قطعه ایمونوژن آلفا توکسین جهت تحریک ایمنی مروثر  

بر علیه بیمراری اسرتفاده نمرود. در ایرن زمینره، پنوهشری       

روی قطعه ای از آلفاتوکسین این توسط گردنوشهری بر 

باکتری با ایمونوژنیسیته بالا و کلون آن در وکتور بیرانی  

انجررام شررد، و پررروتئین نوترکیررب حاصررل شررده ایمنرری  

 .  (10)بالاتری نسبت به توکسین طبیعی نشان داد

 نتیجه گیری قطعی
با توجه به اینکه این بیماری در مناطقی کره انگرل هرای     

و  (Fasciola hepatica)فاسریولا هپاتیکرا   کبدی ماننرد  

شرایع اسرت،    (Fasciola gigantica) فاسیولا ژیگانتیکا
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نماید لذا علاوه بر واکسیناسریون بایرد اقردام بره     بروز می

شرود  درمان دام با داروهای ضد انگل نمود. پیشنهاد مری 

طراحرررری شررررده برررررای قطعرررره ژن  PCRاز تکنیررررک 

جهرت تشرخیص سرریع     کلستریدیوم نروای آلفاتوکسین 

ماننرد نروار    فاسیولابیماری مخصوصا در مناطق آلوده به 

در زمینره   یمطالعاتهم نین  شمالی کشور استفاده گردد.

جداسازی سویه های توکسیننیک و فاکتورهای موثر بر 

گیرد تا در صورت امکران بتروان بره    زایی انجام توکسین

 . نمودعنوان جایگزین از آن در تولید واکسن استفاده 
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Abstract 

Clostridium novyi type B is the causative agent of liver infectious diseases. Bacterial spores 

enter the body along with food and through the lymph system get into the liver. Due to the 

hypoxic condition of the liver, bacteria converts to the vegetative form and replicates and 

produces a large amount of toxin, which ultimately leads to death. Therefore, the detection of 

toxin and bacterial isolation from animal gastrointestinal contents especially the liver are 

used to diagnose of disease. In order to control the disease, the frequency of Clostridium 

novyi isolates from infected animals in Alborz province is essential to be known. The aim of 

this study was to determine the prevalence of Clostridium novyi in slaughterhouses in Alborz 

province. In this study, 386 liver samples were collected from the slaughterhouses, then the 

bacteriological (culture in selective horse blood medium and specific liquid medium, motility 

test and gram staining) and biochemical tests (fermentation of sugars, lecithinase, lipase, 

gelatinase, Indol, milk digestion and catalase) were done, and the samples were finally 

confirmed using PCR. For this purpose, the primers were designed using alpha toxin DNA 

sequence. Results showed that the infection rate in the slaughterhouses was 37 (9.5%) in 

which 33 cases (89.18%) had concurrent contamination with Clostridium novyi and only 4 

cases without Fasciola infection were detected. Due to the highly economic losses, 

vaccination is very urgent. 
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