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جداسازی و شناسایی میکروبیولوژیک جدایه های
پاستورلا مولتوسیدا  از گاو در کشتارگاه های البرز و تهران 

bb

چكيد ه 

این مطالعه کشتارگاهی با هدف بررسی حضور پاستورلا مولتوسیدا، جمع آوری جدایه های آن و همچنین تعیین تیپ کپسولی آن ها در یک 
واحد صنعتی کشتارگاهی در استان البرز )شهرستان کرج( و 5 واحد در استان تهران )رباط کریم ، شهر ری، شهریار، کهریزک و ورامین( و 
انجام پذیرفت. تعداد 89 نمونه ریه و 595 سواب از مجاری تنفسی گوساله های گاو در یک کشتارگاه در کرج و 5 کشتارگاه در تهران بر 
روی محیط های اختصاصی کشت گردیدند. در نتیجه از مجموع 339 جدایه رشد یافته در کشت تعداد 89 مورد در آزمون های متعارف 
بیوشیمیایی پاستورلا مولتوسیدا شناسایی شدند. اجرای آزمون PM-PCR هویت 64 جدایه از 89 جدایه را به عنوان پاستورلا مولتوسیدا 
مورد تایید قرار داد. با اجرای آزمون Cap-PCR 60 جدایه دارای تیپ کپسولی A و 1 جدایه نیز دارای تیپ کپسولی B نشان داده شدند 
در حالی که این آزمون نتوانست تیپ کپسولی 3 جدایه را تعیین نماید. نویسندگان معتقدند هنوز تا شناخت کامل اپیدمیولوژی پاستورلا 

مولتوسیدا در ایران باید تحقیقات بیشتری انجام پذیرد.
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This abattoir-based investigation was conducted in search for presence of Pasteurella multocida, collection of its iso-
lates, characterization of their biochemical profiles and also classification of their capsular types in Tehran and Alborz 
provinces. Swabs from 89 lungs and 595 nasal passages of bovine calves at a single slaughterhouse in Karaj (Karaj 
city) and 5 slaughterhouses in Tehran (Shahriar, Shahr-e-Ray, Robat Karim, Kahrizak and Varamin) were cultured 
on specific media. Among the 339 non-haemolitic individual colonies, 89 were proved P. multocida by conventional 
biochemical tests. The PM-PCR assay confirmed identity of 64 isolates as Pm where 60 were shown to belong to the 
capsular type A and a single one to capsular type B. The remaining 3 isolates were non-typeable. We believe still a lot 
needs to be done at the national level to fully acknowledge the epidemiology of Pm in Iran.
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مقدمه
در  باکتریایی  پاتوژن های  مهم ترین  از  یکی  مولتوسیدا  پاستورلا 
از جمله اعضای  دامپزشکی است که نشخوارکنندگان اهلی و وحشی و 
و  گوسفند  همچنین  و  آهو  گوزن،  گاومیش،  گاو،  نظیر  گاوها  خانواده 
دیگر گونه های جانوری نظیر سگ و گربه )15( و علاوه بر آن بسیاری از 
گونه های پرندگان )3( را آلوده و بیمار می نماید. در سال 2015 میلادی در 
جریان یک اپیدمی منتسب به این پاتوژن بیش از 200 هزار راس گوزن 
ظرف 3 هفته در مناطق مرکزی قزاقستان تلف گردیدند )10(. این باکتری 
توانایی ایجاد بیماری در انسان را نیز دارا می باشد )25(. دلپی و رستگار 
پاستورلا  بیماریزای  و  دهه 1310 وجود  نخستین  در سال های  رفیعی  و 
مولتوسیدا را در میان گله های گاو و گاومیش در خوزستان نشان دادند و 
موفق به جداسازی جدایه هایی از این باکتری گردیدند که یکی از آنها در 
حال حاضر به عنوان سویه واکسن در موسسه رازی مورد استفاده قرار 

می گیرد )18(.

علیرغم اعمال برنامه واکسیناسیون غیر اجباری گله های گاو در ایران 
ادامه یافته است به دلیل  بر علیه پاستورلوز که در هشت دهه گذشته 
فقدان برنامه ریزی و مدیریت متمرکز، این بیماری دربسیاری از مناطق 

دامپروری ایران مشاهده می گردد )9 , 15, 21, 24(.
در سال 1954 کارتر بر مبنای هماگلوتیناسیون غیر مستقیم و با استفاده 
اریتروسیت های  با  مولتوسیدا  پاستورلا  کپسولی  آنتی ژن های  مواجهه  از 
 A , B , D , انسان سویه های این باکتری را در چهار تیپ O گروه خونی
E طبقه بندی نمود )2(. در سال 1972 هدلستون روش ديگری را بر پايه 
آنتي ژن های پيكری پاستورلا مولتوسیدا طراحی و جدایه های باکتری را در 
16 گروه سرمی دسته بندی نمود. در حال حاضر اجرای تلفیقی از دو روش 
مولتوسیدا  پاستورلا  جدایه های  سرمی  دسته بندی  در  هلستون  و  کارتر 
بر اساس تیپ آنتی ژن های  مورد توجه قرار دارد و بصورت متعارف و 
کپسولی جدایه های پاستورلا مولتوسیدا در 5 گروه سرمی  A, B, D, E و 

F طبقه بندی می گردند )23(. 
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کپسولی  تیپ های  فراوان ترین  شناسایی  هدف  با  مطالعه  این  در 
پاستورلا مولتوسیدا نسبت به نمونه برداری از گوساله های گاو در کشتار 
استان تهران و البرز اقدام و نمونه های جمع آوری شده در آزمایشگاه مورد 
کشت باکتریایی بر روی محیط های اختصاصی و آزمون های بیوشیمیایی 

و مولکولی قرار گرفتند.

مواد و روش ها
نمونه برداری  

به  مراجعه  با  بهمن 1394  لغایت  آبان 1392  زمانی  در طول دوره 
شش واحد کشتارگاهی در استان های تهران و البرز اقدام به نمونه برداری 
از گوساله های زنده در سالن انتظار کشتار و همچنین لاشه دام های کشتار 
شده گردید. نمونه های اخذ شده پیش از کشتار شامل نمونه سواب بینی 
لاشه ها  مورد  در  و  ریه  التهاب  بالینی  تظاهرات  دارای  گوساله های  از 
مناطق دچار پرخونی شش ها و قلب و همچنین غدد لنفاوی مدیاستینال 
استفاده  یکبار مصرف  استریل  از سواب های  نمونه  تهیه  برای  می گردید. 
یک  در  نمونه برداری  انجام  از  پس  و  مجزا  بصورت  سواب  هر  گردید. 
انتقالی استوارت اصلاح شده  لوله آزمایش محتوی 10 میلی لیتر محیط 
با  همراه   Modified Stuart's transport medium (Highmedia, India)
ونکومایسین )mg/μl 6( و نیستاتین )mg/μl 12/5( قرار داده شد و سپس 
همه نمونه ها در کنار یخ به آزمایشگاه رفرانس پاستورلا در موسسه رازی 

کرج منتقل گردیدند.

کشت میکروبی 
در آزمایشگاه کلیه نمونه ها در همان روز دریافت بر روی پلیت های 
و  با ونکومایسین  )5 درصد خون دفيبرينه گوسفند همراه  آگار خوندار 
به مدت 24 ساعت  گراد  نیستاتین( کشت و در دمای 37 درجه سانتی 
در  و  بصورت چشمی  دقت  به  شده  کشت  پلیت های  گردیدند.  انکوبه 
خصوصیت  فاقد  رشد یافته  پرگنه های  تک  و  شدند  بازبینی  مناسب  نور 
همولیز و خاکستری رنگ کروی گرم منفی مجددا بر روی پلیت دیگری 
حاوی محیط آگار خوندار تجدید کشت گردیدند. علاوه بر این جدایه ها 
در لوله آزمایش محتوی 3 میلی لیتر محیط مایع BHI تلقیح و به مدت 18 
تا 24 ساعت در انکوباتور مجهز به تکانه در دمای 37 درجه سانتی گراد 

نگهداری شدند.

آزمایش های بیوشیمیائی 
اجرای  با  پاستورلا  به  مشکوک  جدایه های  بیوشیمیایی  خصوصیات 
جهت   (Kligler agar (Merck تفریقی  محيط های  در  رشد  آزمون های 
 2H، Ornithin  Sو گاز  ایجاد  لاکتوز,  و  گلوکز  قندهای  تخمیر  بررسی 
 decarboxilase broth  (Merck), Urease (Himedia), MR-VP broth
Merck)) و SIM medium (Merck) برای بررسی تحرک باکتری و همچنین 

آزمون Indol، مورد ارزیابی قرار گرفت.
علاوه بر این آزمون حساسيت جدایه ها نسبت به پني سيلين نیز اجرا 
گردید. بدین ترتیب که از کشت تازه )6 ساعت در 37 درجه سانتی گراد( 
با  و  گردید  تهیه  مك فارلن  نيمه  غلظت   BHI مایع  محيط  در  جدایه ها 
داده  کامل  آگار خوندار كشت  پلیت  روی  بر  استریل  از سوآب  استفاده 

داده  قرار  پلیت  مركز  در   (Himedia) پني سيلين  ديسك  عدد  یک  و  شد 
شد. قرائت نتیجه 24 ساعت پس از انکوباسیون در 37 درجه سانتی گراد 

صورت پذیرفت.
استخراج ژنوم باکتری  

 10( پلاستیکی  لوپ  يك  باکتری  ژنتیکی  ماده  به  دستیابی  برای 
دارای واشر ضد  ميكروتيوب  به یک  باكتری  از كشت   کامل  میکرولیتر( 
نشت (O-ring) محتوی μl 400 بافر  TB-lysis انتقال  و تیوب به مدت 
درجه   95( جوش  حال  در  آب  حاوی  ماری  بن  یک  کف  در  دقیقه   10
سانتی گراد( استقرار یافت. سوسپانسیون باکتری غیر فعال شده سانتریفوژ 
فيلتر  از  و  برداشت  شناور  بالایی  مایع  بخش  و   )g8700 در  دقیقه   10(
تا  باكتری ها  ژنوم  این محلول محتوی  داده شد.  عبور   µl سرسرنگی 0.2 

زمان مصرف در يخچال يا فريزر نگهداری شد.

PCR  آزمايش های
تجارتی  كيت  از  و  آلمان(  )منهایم،  اپندورف  ترموسايكلر  ماشین  از 
 PCR برای اجرای تمام آزمون های  (Ampliquor®, Denmark) آمپليكون
 µL 12 استفاده شد. برای دستیابی به حجم نهايی هر واكنش معادل با
از master mix برابر با 6 ميكروليتر استفاده شد. برای هر واکنش مقدار 
1 ميكروليتر از هر كدام از دو پرايمر )غلظت 5 پیکومول در میکرولیتر(، 
تقطير(  )دوبار  مقطر  از آب  ميكروليتر   3 و   DNA از نمونه  ميكروليتر   1
پروتکل  دو  از   PCR واكنش های  مراحل  اجرای  مورد  در  شد.  استفاده 
اوليه  مرحله  يك  از  متشکل   (PM-PCR) نخست  پروتکل  شد.  استفاده 
گرمايش به مدت 3 دقيقه در دمای 94 درجه سانتی گراد و بدنبال آن 35 
نوبت از يك چرخه سه مرحله ای مشتمل بر گرمايش در دمای 94 درجه 
سانتی گراد به مدت 60 ثانيه، گرمايش در دمای 51 درجه سانتی گراد به 
مدت 30 ثانيه و 72 درجه سانتی گراد به مدت 45 ثانيه و در نهايت يك 
مرحله گرمايش 72 درجه سانتی گراد به مدت 5 دقيقه، گرديد. پروتکل 
دوم (Cap-PCR) که به منظور شناسایی تیپ کپسولی جدایه های پاستورلا 
دقيقه   3 مدت  به  گرمايش  اوليه  مرحله  يك  پذیرفت  انجام  مولتوسیدا 
از يك چرخه سه  بدنبال آن 35 نوبت  در دمای 93 درجه سانتی گراد و 
مدت  به  سانتی گراد  درجه   93 دمای  در  گرمايش  بر  مشتمل  مرحله ای 
60 ثانيه، گرمايش در دمای 60 درجه سانتی گراد به مدت 30 ثانيه و 72 
درجه سانتی گراد به مدت 30 ثانيه و در نهايت يك مرحله گرمايش 72 
درجه سانتی گراد به مدت 5 دقيقه، گرديد. الکتروفورز محصولات PCR با 
استفاده از آگاروز )1/5 درصد( و با اعمال جریان الکتریکی بمدت 2 ساعت 

بر روی ژل )v/cm 2( انجام شد.
همه جدایه های جمع آوری شده پاستورلا مولتوسیدا در میکروفیوژهای 
با  همراه   Tryptose Phosphate Broth (TSB) محافظ محیط  محتوی 
رفرانس  آزمایشگاه  میکروبی  آرشیو  در  و  تلقیح  )40 درصد(  گلیسیرین 

موسسه رازی در فریزرهای 75 - درجه سانتی گراد نگهداری شدند.

نتايج
واحد  به یک  مراجعه  نوبت  نتیجه 36  در  و  تحقیق  در طول دوره 
کشتارگاه صنعتی در شهرستان کرج مرکز استان البرز و 5 واحد کشتارگاه 
و  کهریزک  شهریار،  ری،  شهر  کریم،  رباط  های  شهرستان  در  صنعتی 

جداسازی و شناسایی میکروبیولوژیک جدایه های ...



شماره 120، نشريه د امپزشكی، پاییز 1397

67

ورامین استان تهران در مجموع 681 نمونه شامل 421 مورد )62 درصد(  
از استان تهران و 260 مورد )38 درصد( از استان البرز جمع آوری گردید. 
از نظر نوع، 595 نمونه سوآب بینی )87 درصد( و 89 نمونه )13 درصد(، 
بافت ریه به آزمایشگاه انتقال و مورد بررسی قرار گرفت. در آزمایشگاه 
نتیجه  در  گردیدند.  آگار خوندار کشت  روی محیط  بر  همه 681 نمونه 
انجام کشت 623 مورد مثبت  مورد توجه قرار گرفت. انجام بررسی های 
مرفولوژی و اقدامات جداسازی پرگنه های انفرادی منجر به شناسایی 339 
جدایه گردید که هیچکدام دارای توانایی ایجاد همولیز نبودند. علاوه بر 
این هیچ یک از جدایه ها در محیط مک کانکی آگار قادر به رشد نبودند و 
بدین ترتیب احتمال وجود منهیمیا همولیتیکا در میان آنها منتفی گردید. 
از طرف دیگر از میان این مجموعه 89 جدایه در هر دو آزمون تعیین 
آزمون های  اجرای  نمودند.  ارائه  مثبت  پاسخ  اکسیداز  و  کاتالاز  کننده 
این جدایه ها نسبت به پنی سیلین حساس، فاقد  تکمیلی نشان داد همه 
قدرت حرکت، اوره آز و MR-VP منفی و همچنین دارای توان تخمیر 
را   بیوشیمیایی هویت 89 جدایه  یافته های شاخص  این  گلوکز می باشند. 
پاستورلا مولتوسیدا نشان داد. با این حال اجرای آزمون PM-PCR هویت 
64 جدایه از 89 جدابه را به عنوان پاستورلا مولتوسیدا مورد تایید قرار 

و 1   A تیپ کپسولی  دارای  Cap-PCR 60 جدایه  آزمون  اجرای  با  داد. 
جدایه نیز دارای تیپ کپسولی B نشان داده شدند در حالی که این آزمون 
نتوانست تیپ کپسولی 3 جدایه را تعیین نماید و در عین حال تیپ های 

کپسولی D یا E یا F در میان جدایه ها مشاهده نگردید.

بحث
عدم موفقیت در کشت و جداسازی میکروبی در 58 نمونه از مجموع 
681 نمونه اخذ شده علیرغم انتقال سریع آن ها در کنار یخ به آزمایشگاه 
می تواند ناشی از غیر فعال شدن احتمالی باکتری علیرغم حضور در نمونه 

پیش از مرحله کشت آزمایشگاهی باشد.
بررسی های همه گیر شناسی در مورد جدایه های پاستورلا مولتوسیدا 
 )7( مازندران  و   )22( گیلان  مناطق  در  ایران  پرندگان  جمعیت های  از 
کپسولی  تیپ  فراوان ترین  ایران  نقاط  دیگر  کنار  در   )5( خوزستان  و 
آلوده کننده پرندگان را A نشان داده اند. تیپ های B و D کپسولی نیز 
پیش از این بصورت محدود در میان جدایه های ایرانی پاستورلا مولتوسیدا  
این  بر  علاوه   .)17  ,16( گردیده اند  گزارش  پرندگان  از  جمع آوری شده 
موارد گزارش شناسایی جدایه های پرندگان غیر قابل دسته بندی بر اساس 

Reference (s)Target size (bp)Nucleotide sequence (3'→5')Target geneLocus/primer

(23)460

ATCCGCTATTTACCCAGTGG

KMT1

PmKMT1T7

GCCGTAAACGAACTCGCTAC (Townsend)
GCTGTAAACGAACTCGCCAC  (Pm70)

PmKMT1SP6

(23)

1044TGCCAAAATCGCAGTCAG
hyaD-hyaC

capAf

TTGCCATCATTGTCAGTGcapAr

760
CATTTATCCAAGCTCCACC

bcbD
capBf

GCCCGAGAGTTTCAATCCcapBr

657TTACAAAAGAAAGACTAGGAGCCC
dcbF

capDf

CATCTACCCACTCAACCATATCAGcapDr

511TCCGCAGAAAATTATTGACTC
ecbJ

capEf

GCTTGCTGCTTGATTTTGTCcapEr

851
AATCGGAGAACGCAGAAATCAG

fcbD
capFf

جدول2- جزئيات پرايمرهای مربوط به لوكوس ها و مناطق ژنتيكی مورد استفاده در تحقيق حاضر. اندازه محصولات PCR مربوط به هر لوكوس ذكر شده است. در مورد لوکوس KMT1 توالی 

نوکلئوتیدها در پرایمر  PmKMT1SP6 طراحی Townsend  و قطعه هم ارز در ژنوم سویه Pm 70 مشخص شده است.
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نقش  اگر چه   .)5( افزایش می باشد  به  رو  ایران  در   Townsend سیستم 
پاستورلا مولتوسیدا در وقوع بیماری وبا در میان پرندگان حیات وحش 
ایران پیش از این نشان داده شده است اما اطلاعی از تیپ یا تیپ های 

کپسولی این باکتری ها در اختیار نیست )4(. 
و  جداسازی  گزارشات  نخستین  ایران  نشخوارکنندگان  مورد  در 
باز   1310 دهه  نخست  نیمه  سال های  به  مولتوسیدا  پاستورلا  شناسایی 
می گردد هنگامی که در سال 1314 مطالعات جامعی در زمینه پاستورلوز 
در گله های گاو و گاومیش خوزستان توسط دلپی، رستگار و میرشمسی 
صورت پذیرفت )18(. بر اساس مطالعات انجام شده در سال های نزدیکتر 
 D و   B و همچنین   )  6(   Aکپسولی تیپ  به  متعلق  سویه های  فعالیت 
)6, 13( در میان گله های گاومیش خوزستان و همچنین گاو در استان 
های مازندران )8( و چهار محال و بختیاری )9( نشان داده شده است. 
آذربایجان  استان های  در  بز  های  گله  از   D و   A های  تیپ  های  جدایه 
جداسازی   )20  ,11( فارس  همچنین  و   )14( اردبیل  و  شرقی  و  غربی 
در  شناسایی شده  کپسولی  تیپ  فراوان ترین  مطالعه حاضر  در  شده اند. 
میان دام های تحت بررسی تیپ A )93 درصد( نشان داده شد. فراوانی، 
شدت و توان بیماریزایی جدایه های پاستورلا مولتوسیدا در تیپ کپسولی 
A در میزبان های مختلف اعم از پرندگان و نشخوارکنندگان در بسیاری 
از مناطق جهان پیش از این و از جمله در اروپا )12( و خاورمیانه )1( 
نشان داده شده است. تیپ کپسولی سویه های منفرد واکسن پاستورلوز 
گاو/گاومیش و پرندگان ساخت ایران بترتیب B و A معرفی شده است 
روی  بر  رازی  موسسه  در  انجام  حال  در  ژنتیکی  مطالعات   .)19  ,17(
با  همراه  توجه  قابل  ژنتیکی  تنوع  وجود  مولتوسیدا  پاستورلا  جمعیت 
فعالیت اپیدمیولوژیک و چرخش چندین کلون را در پهنه جغرافیایی ایران 
نشان می دهند. در حال حاضر در زمینه کنترل پاستورلوز در نشخوارکنندگان 
بر اساس  بازار موجود نمی باشد هرچند  ایران واکسن تجارتی در  کوچک 
اطلاعات شفاهی موجود مصرف واکسن گاو/گاومیش در گله های گوسفند 
با درجاتی از موفقیت همراه بوده است. یافته های مطالعه حاضر در کنار 
مشاهدات بدست امده در جریان دیگر تحقیقات در ایران نشان می دهند 
در بازنگری فرآیند تولید واکسن های پاستورلوز موسسه رازی ضمن رعایت 
ملاحظات فنی و تکنیکی انتخاب و افزودن سویه یا سویه های مناسب جدید 
ایمنی می تواند در  افزایش پوشش  اپیدمیولوژیک ضمن  در حال چرخش 
زمینه عرضه واکسن برای مصرف در میزبان های دیگر نظیر نشخوارکنندگان 

کوچک و همچنین پرندگان حیات وحش نقش سازنده داشته باشد.

تشکر و قدردانی
1( این تحقیق در زمینه تامین هزينه های مواد مصرفی و همچنین 
پشتیبانی لجستیکی در قالب پروژه تحقیقاتی به شماره ثبت 960487-

033-18-18-2 مورد حمایت موسسه تحقيقات واكسن و سرم سازی رازی 
قرار گرفته است.

2( در دی ماه 1396 و همزمان با سالگرد تاسیس موسسه رازی یک 
واحد جدید و مدرن فرمانتور جهت تولید واکسن پاستورلوز در تاسیسات 
مراتب  مایلند  نویسندگان  گردید.  اندازی  راه  کرج  در  موسسه  تولیدی 
خوشنودی خود را از بابت راه اندازی و آغاز تولید این واحد به هم میهنان 

گرامی اعلام نمایند.
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