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Extended Abstract 
Background: Clostridium novyi type B bacteria cause infectious gangrene in the liver (black 
disease) of sheep and goats. This bacterium produces a cytotoxin called alpha toxin. The spores 
of this bacterium enter the body of the animal through the digestive system and penetrate the liver. 
If the necessary conditions for bacterial growth are provided, including hypoxia and liver damage, 
such as the migration of parasite larvae, latent spores are activated, multiply, and secrete alpha 
and beta toxins. These toxins spread from the affected areas of the liver, are absorbed into the 
bloodstream, enter the vital organs of the body, and eventually lead to the death of the animal. 
Infectious gangrene in the liver is associated with economic losses, including the costs of sheep 
deaths, depreciation of affected farms, and health problems of infected carcasses. It is time-
consuming to diagnose and isolate the cause of the disease with conventional methods; thus, there 
is a need for a simple and fast method to isolate and diagnose C. novyi. Therefore, this study was 
conducted for the molecular identification of alpha toxin in Iranian isolates of C. novyi from sheep 
liver. 
Methods: In this study, 62 liver samples suspected of infectious liver gangrene (with necrotic and 
parasitic areas) were collected from Iranian slaughterhouses (Marand 5, Ahvaz 8, Shahryar 13, 
and Ilam 36 samples) during the last three months of 2018 and in the first three months of 2019. 
To isolate the bacteria, pieces from different parts of the liver were first separated and smeared, 
and the supernatant was collected as an extract by centrifugation. The pieces harvested from the 
livers were cultured in chopped liver broth and incubated under anaerobic conditions. For 
molecular confirmation, the DNA of the tissue extract samples was extracted using the  
phenol-chloroform method, and the DNA of the cultured samples was extracted using a kit. The 
isolates were investigated by the polymerase chain reaction (PCR) using alpha toxin-specific 
primers. 
Isolates in which the alpha toxin gene of Clostridium difficile was detected were amplified based 
on the 16S rDNA sequence using specific primers. To isolate bacteria, positive samples were 
cultured in liver broth and placed under anaerobic conditions. To destroy non-spored bacteria 
(cleaning bacteria), the medium was heated at 100 °C for 10 min. Then, the extract was cultured 
on a blood agar medium, and the hemolytic colonies were cultured in a rich fermenter medium to 
increase growth and toxin production. Bacteria were evaluated using Gram staining to control 
Gram-positive and Gram-negative bacteria and by malachite green staining to determine the shape 
and type of spores. The alpha toxin gene was sequenced in positive isolates, and the nucleotide 
sequences of the alpha toxin gene in these isolates were compared with the equivalent sequences 
of isolates and vaccine strains that were previously sequenced and registered in GenBank. 
Results: After cutting suspicious pieces of the liver with parasite contamination, parasite eggs 
were observed under a microscope. After incubation under anaerobic conditions, bacterial 
colonies with irregular shapes and unclear margins (polymorph) appeared on the agar medium 
and grew in the egg yolk agar medium, and Gram-positive, rod-shaped, endospore-forming 
bacteria were identified by staining. By performing PCR for the alpha toxin, a band was created 
in the range of 609 bp, and it was determined that seven samples belonged to C. novyi. PCR results 
using primers related to the alpha toxin gene present in type B C. novyi showed that out of 62 
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isolates suspected to be C. novyi, seven isolates contained the above gene. In addition, all liver 
extracts were negative, and the positive samples were all related to culture samples. The 
authenticity of the isolates in which the alpha toxin gene was detected was confirmed using PCR-
16S rDNA. Sequencing of some of the isolates in which the alpha toxin gene of C. novyi was 
detected revealed a high similarity with the alpha toxin genomic structure among the isolates and 
the vaccine strain. 
Conclusion: Isolation and identification of C. novyi are rarely successful because the samples 
must be transported to the laboratory under strict anaerobic conditions. In addition, because of the 
highly anaerobic nature of the bacteria, it is difficult to detect and isolate C. novyi. For this reason, 
reports of infectious gangrene in the liver are usually a possible diagnosis based on tissue 
pathology, fluorescent antibodies, or immunohistochemistry. C. novyi was difficult to determine. 
Considering that the most important pathogenic factor of C. novyi type B is alpha toxin, the alpha 
toxin gene primer was used to identify the isolate using molecular methods. The findings of the 
present study show that PCR can help in the diagnosis of C. novyi isolates by identifying alpha 
toxin. In summary, considering the limited information available in Iran about the contamination 
of sheep flocks with C. novyi and molecular confirmation and identification of local isolates, 
conducting research such as the present study in the future can help control the disease and reduce 
its possible losses in the Iranian animal husbandry industry. It is also useful for isolating Iranian 
isolates and storing them in the microbial collection in the country. 
 
Keywords: Clostridium novyi, Isolation, PCR, α-toxin 
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 140...........................................................  1404/ 2های تولیدات دامی سال شانزدهم/ شماره پژوهش
دانشگاه علوم كشاورزي و منابع طبيعي ساري

 
 مقاله پژوهشی 

 

 های کشتارگاهینمونه از  کلستریدیوم نووئی ایرانی های شناسایی توکسین آلفا در جدایه 
 

 1کیومرث امینی و1محمود جمشیدیان،        3نجفیمحسن فتحی ، 2بخشپور سید علی ، 1آناهیتا عمادی
 

 رانیتهران، ا ،یدانشگاه آزاد اسلام قات،یواحد علوم و تحق  ،یدانشکده علوم دامپزشک ،ی ولوژ یگروه پاتوب دکتری،   -1

 رانی(، کرج، اتات) ی کشاورز  جیآموزش و ترو قات،یسازمان تحق  ،ی راز یساز واکسن و سرم قاتی مؤسسه تحق دکتری،  -2
 ( najafi99@yahoo.com، )نویسنده مسوول: ران ی(، کرج، اتات) ی کشاورز  جیآموزش و ترو قات،یسازمان تحق  ،ی راز یساز واکسن و سرم قاتی مؤسسه تحق دکتری،  -3

 
 05/1403/ 12تاریخ پذیرش:                                  18/04/1403تاریخ ویرایش:                           29/01/1403تاریخ دریافت:  

   146تا   139 صفحه
 

 چکیده مبسوط 
نام به سم سلولی ( در گوسفند و بز است. این باکتری Black diseaseعامل بیماری قانقاریای عفونی کبد ) Bاکتری کلستریدیوم نووئی نوع بمقدمه و هدف: 

شرایط لازم رشد باکتری  در صورت فراهم شدن    وبه کبد  پس از نفوذ    ، کند. اسپور این باکتری از طریق دستگاه گوارش وارد بدن دام شده آلفا توکسین تولید می
ها  د. این توکسیننکنتوکسین آلفا و بتا را ترشح مییابند و  تکثیر می  ، شده  های نهفته فعالها، اسپور، آسیب کبدی مانند مهاجرت لارو انگلاکسیژنیکمو از جمله  

داشت. بیماری    دنبال خواهده و در نهایت مرگ دام را ب  ، های حیاتی بدن وارد شدهبه اندام   جریان خوناز طریق    یابند،میدیده گسترش  از نواحی از کبد آسیب
های آلوده همراه است  های مرگ و میر گوسفندان، استهلاک مزارع درگیر و مشکلات بهداشتی لاشهقانقاریای عفونی کبد با خسارات اقتصادی شامل هزینه

نووئی   کلستریدیومشخیص  گیر است، لذا نیاز به یک روش ساده و سریع برای جداسازی و تهای مرسوم وقتکه تشخیص و جداسازی عامل بیماری با روش
 گرفت. از کبد گوسفند انجامکلستریدیوم نووئی های ایرانی . بنابراین، این مطالعه با هدف شناسایی مولکولی آلفا توکسین در جدایهوجود دارد

،  5های ایران )مرند  نکروزه و انگلی( از کشتارگاهکبد مشکوک به بیماری قانقاریای عفونی کبد )دارای مناطق    نمونه  62در این مطالعه، تعداد   ها: مواد و روش
هایی از  ابتدا تکه  ، . برای جداسازی باکتریندآوری شدجمع  1399و سه ماه ابتدایی سال    1398نمونه( طی سه ماه پایانی سال    36و ایلام    13، شهریار  8اهواز  

های برداشت شده از کبد در محیط  آوری شد. تکهعنوان عصاره جمعرویی بهمایع   و با انجام سانتریفیوژ،   ندو سلایه گردید  ندهای مختلف کبد جدا شدقسمت
های عصاره  نمونه  DNA. برای تایید مولکولی،  ندگردید  گذاری  خانهگرمهوازی،  و در شرایط بی   ند( کشت داده شدchopped liver brothکشت مایع جگر )
( و با استفاده  PCRای پلیمراز )ها با واکنش زنجیره. جدایهندداده شده با استفاده از کیت، استخراج گردیدهای کشتنمونه DNAکلروفرم و -بافت با روش فنل

یید بر اساس  أدر آنها تشخیص داده شد، جهت تکلستریدیدم نووئی  هایی که وجود ژن آلفا توکسین  جدایهتوکسین، بررسی شدند.  آلفا  از آغازگرهای اختصاصی  
محیط بویون جگر انجام و در   های مثبت بر رویجهت جداسازی باکتری، کشت نمونه  گردید.اختصاصی تکثیر  آغازگرهای  با استفاده از    16S rDNA  توالی

حرارت داده شد.   C 100°دقیقه در   10مدت  بهکشت کردن باکتری(، محیط    های غیر اسپوردار )خالصز بین بردن باکتریگرفت. جهت ا  قرار هوازیبی شرایط
زایی کشت داده  که همولیز دادند، در محیط فرمانتور غنی جهت افزایش رشد و توکسین  یهایپرگنهکشت داده شد و  دارآگار خونعصاره بر روی محیط  ، سپس

جهت بررسی شکل و نوع اسپور مورد  و رنگ آمیزی مالاشیت گرین  مثبت و منفی بودن باکتریم آمیزی گرم جهت کنترل گراز رنگ باکتری با استفاده. ندشد
ها  جدایهارز های همها با توالیهای نوکلئوتید ژن توکسین آلفا در این جدایهای مثبت تعیین توالی گردید و ردیفهژن توکسین آلفا در جدایه ارزیابی قرار گرفت.

 . نداند، مقایسه شدهای واکسن که پیش از این تعیین توالی ژنومی شده و در بانک ژن ثبت گردیدهو سویه
هوازی،  در شرایط بی گذاری    خانهگرمپس از    دارای آلودگی انگلی در زیر میکروسکوپ مشاهده شد.های کبد مشکوک و  تخم انگل، پس از برش  تکه  ها: یافته

آگار ظاهر شدند و     egg yolk( بر روی محیط آگار و رشد در محیطرف و مپلیهای نامشخص )های باکتری با اشکال نامنظم با حاشیهبا رشد باکتری، کلنی
جفت باز ایجاد   609برای توکسین آلفا، باندی در محدوده  PCRبا انجام شدند. آمیزی شناسایی دهنده اندوسپور در رنگ ای، شکلهای گرم مثبت، میلهباکتری

و مشخص شد که   دا   نمونه  هفتگردید  تعلق  نووئی  نتایج شتبه کلستریدیوم  از     PCRند.  استفاده  تیپآغازگرهای  با  در  آلفا که  توکسین  به ژن   B  مربوط 
های کبد  همه عصاره  ، جدایه واجد ژن فوق بودند. در ضمن  هفتجدایه مشکوک به کلستریدیوم نووئی،    62که از    ندکلستریدیوم نووئی وجود دارد، نشان داد

 PCR-16Sها تشخیص داده شد، با  هایی که وجود ژن توکسین آلفا در آن دند. صحت جدایه های کشت بوهای مثبت همگی مربوط به نمونهمنفی بودند و نمونه 

rDNA  .ها تشخیص داده شده بود، شباهت بالایی با در آن  هایی که وجود ژن آلفا توکسین کلستریدیدم نووئیبا انجام تعیین توالی برخی از جدایه  تایید شد
 ها و سویه واکسن وجود داشت. جدایهتوکسین در میان ساختار ژنومی آلفا

هوازی سریع به آزمایشگاه منتقل شوند.  آمیز است زیرا باید نمونه تحت شرایط سخت بیندرت موفقیتجداسازی و شناسایی کلستریدیوم نووئی به   گیری: نتیجه
گزارشات بیماری قانقاریای    ، همین دلیلپذیر است. بهسختی امکانکلستریدیوم نووئی بههوازی باکتری، تشخیص و جداسازی  علت ماهیت بیبه  ، بر این  علاوه

ایمنوهیستوشیمی  شناسی بافتی، آنتیبر آسیبعفونی کبد معمولاً تشخیص احتمالی مبتنی سختی تعیین . تیپ کلستریدیوم نووئی بههستندبادی فلورسنت یا 
ژن  آغازگر  لکولی از  وروش مجهت شناسایی جدایه به ، لذا  استتوکسین آلفا    Bترین فاکتور بیماریزایی کلستریدیوم نووئی تیپ  که مهمبا توجه به این  شود.می

ها  تواند با شناسایی توکسین آلفا در تشخیص کلستریدیوم نووئی جدایهمی  PCRکه روش    دهندمیهای مطالعه حاضر نشان  یافته  توکسین آلفا استفاده شد.
لکولی و  ویید مأهای گوسفند نسبت به کلستریدیوم نووئی و تایران از آلودگی گلهمحدودبودن اطلاعات موجود در  با توجه    ، هابندی یافتهدر جمعکمک کند.  

های احتمالی آن در صنعت دامپروری ایران  تواند به کنترل بیماری و کاهش خسارتمطالعه حاضر در آینده می، انجام تحقیقاتی نظیر های بومیشناسایی جدایه
 . استکمک کند و همچنین جداسازی جدایه ایرانی و ذخیره در مجموعه میکروبی کشور مفید  

 
 PCR ،نووئیکلستریدیوم ،  جداسازی ، توکسین- α های کلیدی: واژه 

 
 مقدمه 
بی   ینووئ  ومیدی کلستر هاگباسیلی  مثبت    و  دار،هوازی،  گرم 
خاک، کبد گوسفند و دستگاه گوارش برخی  و فلور آن در    است

.  (2021et al Feng ,.)وجود دارد  از حیوانات خشکی و آبزی  
  نوع   سهدر  براساس نوع توکسین تولیدشده    ی نووئ  ومیدی کلستر

میتقسیم   نوع و    A  ،Bزای  بیماری  نوع  ،شودبندی 
توکسینC  زایبیماریغیر توکسین  های.  جزء  بتا  و  های  آلفا 

باکتری عامل بیماری قانقاریای   B  نوع.  باکتری هستنداصلی  
اسپور این    .در گوسفند و بز است(  Black diseaseد )عفونی کب

به کبد    شود و می باکتری از طریق دستگاه گوارش وارد بدن دام  
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 141 ........................................................................................................ های کشتارگاهینمونهاز  کلستریدیوم نووئی ایرانیهای شناسایی توکسین آلفا در جدایه

می  فراهم  .( 2018et al Uzal ,.)  کندنفوذ  صورت  شدن  در 
باکتری،  شرایط لازم   ، آسیب کبدی اکسیژنیکماز جمله  رشد 

تکثیر    ،های نهفته فعال شدهاسپور   و  هاانگل   ،مانند مهاجرت لارو
توکسینمی و  وآ  هاییابند  می را  بتا    لفا  این ترشح  کنند. 

جذب جریان خون    ،یافتهدیده گسترشها از کبد آسیبتوکسین
در  و    شوندمیهای حیاتی بدن وارد  به اندام   آن   از طریق  ،شده

et al Amimoto ,.) دنبال خواهد داشته دام را ب نهایت مرگ

., et al Saejung, 2018; Kazanjian & Aronoff1998; 
2011 .) 

به واردات دام از کشورهای دیگر  اعمال سیاست  با توجه به       
مبانی   موثر  اجرای  در  ضعف  امکان  ایران،  و    ورودقرنطینه 

دام سویه  با  همراه  باکتری  غیربومی  دقیق های  تشخیص   ،  
و  ،  بیماری عامل  جداسازی  از  و    آن شناسایی  میزان  آگاهی 

های ارتقاء سیاست کشور در  های  استاندر  فراوانی موارد بیماری  
و   کنترل  بمدیریت  نقش  بیماری  از  دارد.  ه پیشگیری  سزایی 

عفونیقانقاریا بیماری  ی  دامپروری  از  در  مطرح  و  مهم  های 
وقوع    است کنندگان    نشخوار صورت  در  خسارات    تواندمیو 

گسترده   دامداران  اقتصادی  کندبه  تشخیص   .تحمیل 
با بیماری بیماری  عامل  جداسازی  و  کلستریدیایی  های 

پرگنه    شناسیریخت ،  بالینیاساس علایم    های مرسوم برروش
توکسین و روش تولید  این است   شناسیسرمهای  کشت،  اما   ،

برای تشخیص و جداسازی  بنابراین    ،هستندگیر  ها وقتروش
 PCRمانند  به یک روش ساده و سریع    زابیماریکلستریدیاهای  

 16Sژن توکسین و ژن    ،های کلستریدیوم. در گونه نیاز است

rRNA   به برای  اغلب  هدف  کاربرد   PCRعنوان  تشخیصی 
  (.Sasaki et al., 2000) نداداشته 

  نوع که    است  نوع  سهدارای    ینووئ  ومیدیکلستر که  جاییاز آن     
C  همچنین    نیستزا  بیماری فاقد ،  NT  ی نووئ  ومیدیکلسترو 

است، تست   توکسین  انجام  برهای  لذا  ژن    مولکولی  اساس 
تفریقی ضروری    توکسین جهت آلفا   .استتشخیص  توکسین 

  شناسی ریخت کشنده و نکروتیک است و باعث ایجاد تغییرات  
سلول انواع  روی  ببر  سلوله ها  شدهخصوص  اندوتلیال    ، های 

 Melnyk &Orrell, )  گرددباعث شکستن ساختار اسکلتی می 

2021 .) 
و    است کیلودالتون    220لکولی بزرگ پروتئین حدود  ووزن م    

کدکننده    6000حدود   طرفی  د؛دارباز  سوم    ،از  ساختار  دارای 
ی یشناسا  ، دلیل طول بزرگ آن. به استحساس با ناپایداری زیاد  

و نیاز به هزینه بالا برای تشخیص دارد.   استکل ژنوم سخت  
گزارشات   براساس  ژن اما  می   ،بانک  شناسایی  برای  این  تواند 

شده براساس منابع بانک ژنی باشد  های مشترک گزارشبخش 
تا در زمان مقایسه امکان بررسی تغییرات ژنومی وجود داشته  

 Zahmatkesh &Abdolmohammadi Khiav ,)  باشد

م  ،بنابراین.  (2021 جدایهوارزیابی  بهلکولی  و ها  دقت  علت 
این موضوع که با وجود به  . با توجه  استحساسیت بالا ضروری  

ژنومی  شباهت میزان  ها  جدایه   میان های  در  است  ممکن 
بیماریتوکسین و  جدایهزایی  تفاوت زایی  باشدها  لذا    ،هایی 

و د  نشوشناسایی  های موجود در کشور  سویه  ضروری است که
 ,.Ardehali et al)  دنگرد  مقایسه  یبا سویه واکسن  هااین سویه 

 ومیدیکلسترجداسازی و شناسایی  هدف از این مطالعه،    . (1984

  انجام   اهای مشکوک کشتارگاهی بتوکسین از نمونه -αو    ینووئ
PCR  بود. ها دارای ژن توکسین آلفا تعیین توالی جدایه و 

 

 ها روشمواد و 
 هانمونه و کشتآوری جمع 

مشکوک به بیماری قانقاریای گوسفندان  کبد    نمونه   62تعداد      
نکروزه  مناطق  )دارای  کبد  انگلی  عفونی  کشتارگاهو  از  های  ( 

سه  ( طی  نمونه  36و ایلام    13شهریار  ،  8اهواز  ،  5مرند  ایران )
آوری جمع  1399  و سه ماه ابتدایی سال  1398  سال  ماه پایانی

. برای  ندنگهداری شد   -C  20°و تا زمان انجام آزمایشات در  
های مختلف کبد جدا  هایی از قسمتابتدا تکه   ،جداسازی باکتری

 و سپس در  ندگردید  سلایهبا سرم فیزیولوژی    در هاون  ند،شد
شد   10مدت  به   g  4000  دور سانتریفیوژ  رویی   مایع.  نددقیقه 
  - C  20°آوری شد و تا انجام آزمایشات در  عنوان عصاره جمع به 

 نگهداری گردید.  
 chopped)  محیط کشت مایع جگربرای انجام کشت، ابتدا       

liver broth; HiMedia, USA  ) مدت نیم ساعت بر روی  به
  C°تا  محیط  دمای  در  سپس    ،قرار گرفت  C  80°  شعله در دمای

 های برداشتتکه   .گردیدبرای مرحله بعد آماده    وسرد شد    25
 جار)هوازی  و در شرایط بی   ند شد  کشت  وارد محیط   شده از کبد

با  بی  همراه  پکهوازی(    ساعت   48الی    24مدت  به در    گاز 
حاصل از کشت   سوسپانسیونمقداری از    .گردید  گذاریخانهگرم

 نگهداری شد.   -C  20°های بعدی در میکروتیوب در  برای تست 
   PCR توسط ینووئ ومیدی کلسترتشخیص 

DNA       کلروفرم و  های عصاره بافت با روش فنلنمونهDNA 
،  (، ایرانسینا ژن) داده شده با استفاده از کیت های کشتنمونه 

et al Jeong;2020 ,. )  ند استخراج گردید  دستورالعملبراساس  

., 2002et al Sasaki., 2011; et al Saejung)  و . کمیت 
توسط  ها  گیری جذب آنبا اندازه  یهای استخراج DNAکیفیت

( Vis, Thermo -1000 UV-ND ®NanoDropنانودراپ 

Scientific  )  مدت یک ساعت  به   80در ولتاژ  و ژل الکتروفورز
 .  ندبررسی گردید 

روش این  -'F7  (5  پیشروآغازگر    ،در 

AATGGAGAGCTTCATTACAAAAAT-3'  )  و
 R7  (5'-TTCTTCCCAATTTCCATT  معکوسآغازگر  

TATATT-3'  )های واجد  شوند که در جدایهکار گرفته میهب
شود  می تکثیر  جفت باز    609طول  این ژن، یک قطعه ژنتیکی به 

(Gord-noshahri et al., 2016).  وجود ژن  جدایه که  هایی 
توکسین   آن  ی نووئ  دمیدی کلسترآلفا  شد،  در  داده  تشخیص  ها 

بر تایید  توالی    جهت  از    16S rDNAاساس  استفاده  با 
اختصاصی  آغازگر -'5)های 

3'-CAGGAGGAAGCCACTAC    5-و'

GTTCTTCCTAATCTCTACGCAT-3'  )  گردیدتکثیر. 
واکنش      هر  انجام  واکنش  PCRبرای  مخلوط  ابتدا   ،

(Master mix; Ampicon  )  میکرولیتر تهیه شد.    20در حجم
  ش میکرولیتر از مخلوط واکن 10به این صورت که مقادیر لازم 

 6الگو و    DNAمیکرولیتر از    2و  آغازگر  میکرولیتر از هر    1و  
نمونه  تعداد  در  واکنش  هر  برای  آب  از  آماده  میکرولیتر  ها 

  2lCgMمیکرولیتر    5/0از    واکنشکردن    . برای بهینهندگردید
  ی نووئ  ومیدیکلستر استفاده شد و نمونه کنترل مثبت )یک مولار  
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CN804( و کنترل منفی )به جایDNA   )حجم معادل آن آب ،
 تهیه گردید. 

سازی طبق شرایط دمایی شامل واسرشت   PCRهای  چرخه     
چرخه متوالی    36، سپس انجام  C° 94دقیقه در    5مدت  اولیه به 

واسرشت  به شامل  در    30مدت  سازی  اتصال  C° 95ثانیه   ،
ثانیه در    30مدت  سازی به و طویل   C° 52ثانیه در    30مدت  به 
C° 72  10مدت  سازی نهایی به طویل   ،انجام گرفت. در پایان  

 گرفت.انجام  C° 72دقیقه در 
 جداسازی باکتری 

  میکروتیوب بر روی های مثبت داخل  از نمونه   لیترمیلی یک    
جگر بویون  برای کشت  محیط  محیط  این  و  شد    مدت داده 

از بین   قرار هوازیبی  در شرایط  ساعت 24-48 گرفت. جهت 
های غیر اسپوردار )خالص کردن باکتری( محیط بردن باکتری

حرارت داده شد. سپس    C  100°  دقیقه در  10مدت  بهکشت  
 هاییپرگنه کشت داده شد و    دارآگار خون عصاره بر روی محیط  

)شامل پپتون پروتئاز    که همولیز دادند، در محیط فرمانتور غنی
،  %2، گلیسرول  %1/0سیستئین  -L،  %5/0، عصاره مخمر  4-3%
تویین  %    2/0مالتوز   و    %(  02/0،  80و  رشد  افزایش  جهت 

وجود آمده بههای  پرگنه  از تک.  ندزایی کشت داده شدتوکسین
آمیزی از رنگ  آمیزی استفاده شد. باکتری با استفادهبرای رنگ 

گر کنترل  جهت  باکتریم  گرم  بودن  منفی  و  رنگ    مثبت  و 
جهت بررسی شکل و نوع اسپور مورد    آمیزی مالاشیت گرین

  ارزیابی قرارگرفت.
 تعیین توالی 

)نیاژن نور،  توالی  تعیین  های مثبت  جدایهدر  ژن توکسین آلفا      
نوکلئوتید ژن  ردیفو  گردید  ایران(   در  های  آلفا  این توکسین 
توالیجدایه با  که    نواکسهای  ها و سویه جدایهارز  های همها 

شده ژنومی  توالی  تعیین  این  از  ژن  و    پیش  بانک  ثبت  در 
 . ند، مقایسه شداندگردیده

 

 و بحث  نتایج 
 ی نووئ ومیدیکلسترجداسازی  

مشکوک و دارای آلودگی انگلی  کبد  های  تکه پس از برش      
(  ؛ ب1در زیر میکروسکوپ )شکل    تخم انگل(،  ؛ الف1  )شکل

از   پس  شد.  شرایط  گذاری  خانهگرمساعت    72مشاهده  در 
باکتری با اشکال نامنظم های  پرگنه هوازی، با رشد باکتری،  بی 

و رشد    آگار( بر روی محیط  مرفپلیهای نامشخص )با حاشیه 
های گرم مثبت، ظاهر شدند و باکتریآگار     egg yolkدر محیط

شناسایی شدند    آمیزیرنگ  دهنده اندوسپور درشکل  و  ای،میله
 (.؛ ج و د1)شکل 

 
 

     
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

آگار  )ج: محیط   هوازیکلستریدیا در شرایط کشت بی  ؛در زیر میکروسکوپ )ب(  تخم انگل ؛)الف( برش کبد و مشاهده کبد انگلی  -1شکل  
 ( Egg youlk agarد: محیط  ؛دارخون

Figure 1. A section of the liver and parasites of the liver (a); Parasite eggs under the microscope (b); Clostridia in 
anaerobic culture conditions (c): blood agar medium; (d): egg yolk agar medium 

 
PCR

  609برای توکسین آلفا، باندی در محدوده    PCRبا انجام       
که  جفت شد  مشخص  و  گردید  ایجاد  به    نمونه   هفت باز 

دا  ینووئ  ومیدی کلستر نتایج  شتتعلق  از    PCRند.  استفاده  با 
تیپآغازگر در  که  آلفا  توکسین  ژن  به  مربوط   B  های 

داد نشان  دارد،  وجود  نووئی  از    ندکلستریدیوم  جدایه    62که 

به   واجد    هفت،  ینووئ  ومیدیکلسترمشکوک  آلفا جدایه  ژن 
های کبد منفی همه عصاره  ،(. در ضمن2بودند )شکل    توکسین

نمونه  و  نمونه بودند  به  مربوط  همگی  مثبت  کشت های    های 
 بودند. 
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نشانگر  : 5ها؛ : جدایه 9-6،  4، 3؛ (CN804 ینووئ  ومیدیکلستر) : کنترل مثبت2: کنترل منفی؛ 1های کلستریدیوم. برای جدایه  PCR -2شکل  
DNA (100  جفت)بازی 

Figure 2. PCR for Clostridium isolates. 1: Negative control; 2: Positive control (Clostridium novyi CN804); 3, 4, 6-9: 
Isolates; 5: DNA size marker (100 base pairs) 

 
آنجدایه صحت       در  آلفا  توکسین  ژن  وجود  که  ها هایی 

 (. 3)شکل  یید شدأت PCR-16S rDNAبا تشخیص داده شد،  
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 

 

نشانگر  : Mها؛ : جدایه 9تا  3؛ (CN804 کلستریدیوم نووئی) : کنترل مثبت2 .یئنوو  ومیدیکلسترهای  برای جدایه PCR-16S rDNA -3  شکل
DNA (100  جفت)بازی 

Figure 3. PCR-16S rDNA for Clostridium novyi isolates. 2: positive control (Clostridium novyi CN804); 3 to 9: 
isolates; M: DNA size marker (100 base pairs) 

 

 تعیین توالی 
توالی  تعیین  انجام  از  با  آلفا  جدایه   برخی  ژن  وجود  که  هایی 

ها تشخیص داده شده بود،  در آن  ینووئ  دمیدیکلسترتوکسین  

ها  جدایهساختار ژنومی توکسین آلفا در میان  شباهت بالایی با  
 (.4)شکل وجود داشت  نو سویه واکس
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 های کلستریدیدم نووئی تعیین توالی جدایه  -4شکل  
Figure 4. Sequencing of Clostridium novyi isolates 

 
باکتریبیماری      از  ناشی  بی های  نههای  به هوازی  طور تنها 

شوند، بلکه  مستقیم و غیرمستقیم باعث مرگ و میر در دام می
گردند. این  های دامی نیز می باعث کاهش رشد و تولید فراورده

دامداریبیماری در  اغلب  دارها  وجود  تلفات  نها  موجب  و  د 
گله  در  می سنگین  بز  و  گوسفند  بر نگردهای  اساس  د. 

پیشگیری برای  واکسیناسیون  موجود،  از    استانداردهای 
واکسن بیماری از  استفاده  و  است  کلستریدیایی ضروری  های 

بیماری با  مقابله  راه  کلستریدیایی  بهترین    است های 
(Zahmatkesh, 2021 &Abdolmohammadi Khiav  .) 

شناسایی       و  ندرت به   ی نووئ  ومیدیکلسترجداسازی 
هوازی آمیز است زیرا باید نمونه تحت شرایط سخت بی موفقیت

علت ماهیت به   ،بر این  سریع به آزمایشگاه منتقل شود. علاوه
بی  جداسازی  بسیار  و  تشخیص  باکتری،   ومیدیکلسترهوازی 

امکان   ینووئ سختی  بهبه  است.  دلیلپذیر  گزارشات   ،همین 
  معمولاً تشخیص احتمالی مبتنی   قانقاریای عفونی کبدبیماری  

بادی فلورسنت یا ایمنوهیستوشیمی  ، آنتی شناسی بافتیآسیب بر  
تیپ  است میبه  ینووئ  ومیدیکلستر.  تعیین  شود  سختی 

(., 2018et alNyaoke  .) 
با کشت    ،در مطالعه حاضر     اولیه باکتریایی  در محیط تأیید 

  نمونه کبد   62گرفت که از    و روش مولکولی انجام اختصاصی  
و  PCR جدایه در  هفت  )کشتارگاهی( از ایران،  مشکوک گوسفند

 ومیدیکلسترعنوان  ها به این جدایه  ،یابیبا توجه به نتایج توالی 
 . ندتشخیص داده شد Bتیپ  ی نووئ
  ثر بر تولید آلفا ؤعوامل مبا شناسایی آلفا توکسین و بررسی       

بهترین ، مشخص شد  Bنوع    یینوو  ومیدیکلستر  توکسین که 
محیط مورد استفاده برای تولید آلفا توکسین، محیطی بود که  

های  درصد با عدم وجود تکه   5/0حاوی عصاره مخمر در غلظت  
  24مدت  به   گذاریخانهگرمو    8تا    5/7بین    pHگوشت و تنظیم  

به رشد بالای باکتری و تولید    منجر   این حالت  ساعت بود.  48تا  
 Marwaگذاری شد )خانهگرمدر شرایط بهینه در دوره    توکسین

et al., 2022 .) 

  وم یدیکلسترزایی بیماری عامل ترین که مهم با توجه به این      
آلفا    Bتیپ    ی نووئ لذا  است توکسین  جدایه  ،  شناسایی  جهت 
مبه  از  وروش  که   آغازگرلکولی  شد  استفاده  آلفا  توکسین  ژن 

Nyaoke    فوق جهت  آغازگر  نیز از    2018و همکاران در سال
کردند    Bتیپ    ینووئ  ومید یکلسترتشخیص   استفاده  اسب  در 

(., 2018et alNyaoke  .) 
ساساکی و همکاران برای تشخیص سریع و  ،  2000در سال      

کلستریدیوم بین  از  افتراقی  گنگرن  گاز  در  دخیل  پاتوژن  های 
استفاده کردند.    16S-23S rDNAبراساس نواحی    PCRروش  

-16Sنواحی    PCRکه الگوهای    ند مشاهدات محققان نشان داد

23S rDNA  عنوان نشانگر شناسایی  د که به ناین پتانسیل را دار
 Sasakiد )نزا در گانگرن گاز استفاده شوکلستریدیای بیماری

et al., 2000.)  تحقیق این  ت  ، در  پرایمر أجهت  از     یید 
16S rDNA    .گردید همکاران نتایج  استفاده  و    ساساکی 

(Sasaki et al., 2000 )    نتایج تحقیق    16SrDNAتوالی  با 
 . رندخوانی داحاضر هم

    ( و همکاران  به   (Jeong et al., 2020جونگ  کارگیری  با 
مولکولی و بررسی اثر توکسین -های بیوشیمیاییزمان روشهم

 ینووئ  ومیدیکلستر، یک مورد  VEROها بر روی سلول  جدایه
در تحقیق حاضر نیز .  را در خوک در کره جنوبی شناسایی کردند

نووئی   ومیدیکلستر ییشناسادر های مولکولی کارگیری تستبه 
 گردید. ییدأت

بودن اطلاعات موجود    محدودبا توجه    ،هابندی یافته جمعدر      
به  گله   آلودگی از    ایران در   نسبت  گوسفند    وم یدیکلسترهای 
مو    ی نووئ جدایه و    لکولیوتایید  بومیشناسایی  انجام  ،  های 

د به کنترل بیماری  توانمیتحقیقاتی نظیر مطالعه حاضر در آینده  
 های احتمالی آن در صنعت دامپروری ایرانو کاهش خسارت

همچنین   و  کند  جدایه  کمک  در    ایرانی جداسازی  ذخیره  و 
 . است میکروبی کشور مفید  مجموعه
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