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  نجنزیپرفر ومیدیکلستر یهاهیجدا کیژنیو توکس یمولکول یهایژگیو یبررس
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 رانیتهران، ا ،یآموزش توسعه کشاورز جیسازمان ترو 

 

 1400فروردین ماه  22. :تاریخ پذیرش، 1399بهمن ماه 5.تاریخ دریافت: 
 

                                                                                                                 چکیده

 

 این سازد. بنابراین تشخیصدامپروری و طیور وارد میباشد که خسارات سنگینی را به صنعت یک پاتوژن مهم در حیوانات می کلستریدیوم پرفرینجنز :زمینۀ مطالعه

 باشد.باکتری از اهمیت برخوردار می

 .های ایرانیزایی جدایههای مرسوم و مولکولی جهت شناسایی و بررسی میزان توکسیناستفاده از روش: هدف

. سپس جهت تأیید نهایی مورد ندبررسی شدمیکروبیولوژی و بیوشیمیایی های توسط آزمون Bتیپ  کلستریدیوم پرفرینجنز جدایه 23 در مطالعه حاضر،: کارروش

 ، واکسنرفرنسجدایه ایرانی و سویه  ترینانجام گردید. از توکسیژنیک حداقل دز کشندگی، تست ها در محیط مخصوصکشت جدایهپس از قرار گرفتند.  PCR آزمون

 گرفت.انجام  سازی سرمخنثی آزمون، آزمایشی غیرفعالهای واکسنبر روی . گردیدتهیه  آناکالچر انتروتوکسمی

نمایند. حداقل میزان دز کشندگی برای را حمل می cpb2ها ژن جدایه درصد 2/65را حمل نموده ولی  cpbو  etxها ژن نشان داد تمام جدایه مطالعه حاضر :نتایج

 لیترواحد بین الملل در میلی 10و  5 به ترتیبرفرنس سرم نوترالیزاسیون در جدایه ایرانی و سویه نتایج بود.  900/1تا بیشتر از  10/1این باکتری محدوده کمتر از 

 بود.

امکان استفاده در تولید واکسن دارد. البته برای استفاده در تولید نیازمند  ،زایی بالابا قدرت توکسین 1۷95جدایه  که حاضر نشان داد مطالعهنتایج : نهایی گیرینتیجه

  تحقیقات بیشتر بر روی حیوانات هدف است.

 توکسین استانداردآنتی حداقل دز کشندگی، سرم نوترالیزاسیون، ،PCR ،کلستریدیوم پرفرینجنز :کلیدی کلمات
 .است آزاد منبع ذکر با کامل استفاده یبرا نشر و عیتوز ،یبرداریکپ آزاد؛ یدسترس: یدامپزشک قاتیتحق © تیرایکپ

واکسن و سرم  قاتیموسسه تحق ا،یدیکلستر یقاتیتحق شگاهیآزما ،یهواز یب ییایباکتر یهاواکسن دیو تول قیبخش تحق ،اویخ یعبدالمحمد دایل: مسئول سندهینو
 رانیتهران، ا ،یآموزش توسعه کشاورز جیسازمان ترو ،یراز یساز

 mohammadimail1396@gmail.com : یکیپست الکترون

مقدمه

ای های باکتریایی سالانه باعث تلف شدن تعداد قابل ملاحظهبیماری

آورند دام و طیور می شوند و خسارات جانی و مالی فراوانی به بار می

نماید. که نیاز به مواد غذایی به خصوص مواد پروتئینی را دو چندان می

هوازی اسپوردار بوده که های بیترین باکترییکی از مهمکلستریدیوم 

 200نقش مهمی در بیماریزایی انسان و حیوانات دارند. تاکنون بیش از 

 باشندمیگونه آن بیماریزا  30گونه از این جنس شناسایی شده که 

 پرفرینجنز کلستریدیومهای بیماریزا . از بین گونه(24)

(Clostridium perfringens )در دام های مختلف عامل بیماری

استراک  های نوزاد،اسهال عفونی بره می،انتروتوکسمی، قلوه نر شامل

 مسمومیت غذایی باشد. همچنین در انسانو آنتریت هموراژیک می

بر  پرفرینجنز کلستریدیومنماید. و گاز گانگرن را ایجاد می پیگ بل

شود. تقسیم می Eتا  Aهای اصلی کشنده به پنج تیپ اساس توکسین

های اصلی آلفا، بتا و توکسین Bتیپ  پرفرینجنز کلستریدیوم (11)

آلفا توکسین خاصیت کشندگی نکروتیک  نماید.تولید میاپسیلون را 
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توکسین نیز خاصیت کشندگی . بتا(32)همولیتیک و لیسیتیناز دارد 

بر روی پلاسمیدهایی با وزن  (cpbتوکسین )و نکروتیک دارد. ژن بتا

آمینو  336وکسین ژن پروتاین  (31کیلو باز قرار دارد ) 110تا  65

که  ای بودههآمیناسید 2۷ پپتید دارای سیگنال کرده کهاسیدی را کد 

یک پروتئین با وزن  ا  و نهایت دهحذف ش خروج از سلول حین در

اپسیلون توکسین (. 34) شودمیایجاد کیلو دالتون  35مولکولی حدود 

هایی و توسط آنزیم (8)به صورت پروتوتوکسین غیر فعال ترشح شده 

آمینه از اسید 20آمینه و اسید 13تریپسین و کموتریپسین با حذف 

. (26)آید قسمت انتهای آمینی و کربوکسیل به صورت فعال در می

در این توکسین خاصیت درمونکروتیک و انتروتوکسیک دارد. 

 دیپلاسم یبر رو cpb2ژن  B تیپ پرفرینجنز ومیدیکلستر هاییهجدا

 توکسین 2بتا  نیپروتئ .قرار گرفته است etxژن  حاوی تیلوبایک 65

 30که پس از ترشح  بوده ایآمینهاسید 265پپتید پلی کیمتشکل از 

 یک پروتئین با وزن مولکولی ا  دهد و نهایتآمینه را از دست میاسید

 .(12) شودمیایجاد دالتون  لویک 6/2۷

گوسفند و بز عامل انتروتوکسمی Bتیپ  پرفرینجنز کلستریدیوم

باشد. باکتری از طریق مدفوع دام آلوده دفع و اسهال عفونی بره می

سازد و از راه دستگاه گوارش وارد بدن گردیده و خاک را آلوده می

در شرایط مناسب تحت اثر تغییرات ناگهانی جیره  (15،16)گردد می

ظاهر توکسین بیماری  غذایی باکتری به سرعت تکثیر یافته و با تولید

 ،شوند و به سرعتمی پروار ظاهر . بیماری عموما  در حیواناتگرددمی

دهد. اولین مورد بدون هیچ علائم بالینی خاص مرگ رخ می

در گوسفندان مرینو حوالی تهران  1936انتروتوکسمی در سال 

بیشتر موید عفونت وسیع و گسترده  مطالعات .مشاهده و گزارش شد

 کلستریدیوم. اولین مورد واریانت ایرانی (4)کشور بود  در سراسر

از روده گوسفندان و بزهای مبتلا به  1954در سال  Bتیپ  پرفرینجنز

انجام شده بر روی واریانت  مطالعات. (5)انتروتوکسمی جدا گردید 

نشان داد که با تیپ کلاسیک آن  پرفرینجنز کلستریدیومایرانی 

 باشد و در کتاب میکروبیولوژی دامپزشکی به این مطلبمتفاوت می

های پاتوژنیک کلستریدیوم تشخیص . جداسازی و(3)اشاره شده است 

 221. نتایج نشان داد از شدانجام  1988از حیوانات بیمار در سال 

تیپ  پرفرینجنزکلستریدیوم درصد( متعلق به  95/9سویه ) 22نمونه، 

B  دیگر که توسط  ایمطالعه. در (5)بودArdehali  1994در سال 

تیپ  زکلستریدیوم پرفرینجنخاک انجام شد  هایکلستریدیومبر روی 

B  (6)را در هیچ موردی جداسازی و گزارش ننمود .Ghazi سال در 

 گوسفند مرگ از پس زکلستریدیوم پرفرینجن سویه هفده نیز، 199۷

 ایمونواسی و آنزیم بیوشیمیاییهای ایزوله گردیده و توسط آزمونبز  و

 این درصد( از1/41مورد ) هفت که( EIA)گرفتند  قرار بررسی مورد

. (18)بودند  Bتیپ  کلستریدیوم پرفرینجنزمتعلق به  هاجدایه

دیگری نیز در این زمینه به صورت پراکنده در کشور انجام  مطالعات

کلستریدیوم های های اقتصادی ناشی از بیماریبا توجه به خسارت .شد
های در صنعت دامپروری و طیور، شناسایی و بررسی ویژگی زپرفرینجن

های ایرانی از اهمیت خاصی برخوردار است. همچنین از دقیق جدایه

د. این کرهای مؤثر استفاده توان در تولید واکسنهای بومی میجدایه

 وهای ایرانی زمینه تایپینگ جدایه بیشتر در طالعاتمامر ضرورت 

را سازی سرم آزمون خنثی سنجش حداقل دز کشندگی و آزمون

دانش بیشتر در زمینه تایپینگ  مطالعهلذا هدف از این  نماید.مطرح می

  باشد.های ایرانی میجدایه تهیسیژنیتوکسو بررسی 

 مواد و روش کار

جدایه  23از  های رفرنس:و سویه های باکتریاییجدایه

های کلکسیون بخش واکسن Bتیپ  کلستریدیوم پرفرینجنز لیوفیلیزه

درجه  -20هوازی موسسه رازی استفاده گردید که در دمای بی

 کلستریدیوم پرفرینجنزهای نگهداری شدند. اطلاعات مربوط به جدایه

ت. از سویه استاندارد رفرنس آورده شده اس 1جدول در  Bتیپ 

CN228 ،CN301 ،CN409  وCN913 برای  به عنوان کنترل

  .گردیداستفاده  پژوهش

های جگر را در تکه تهیه محیط کشت مایع جگر و کشت:

لیتر از عصاره جگر گوسفند به آن اضافه میلی 25لوله آزمایش ریخته و 

هوازی به مدت بیدر آن تلقیح شده و در شرایط  شد. سپس جدایه

های میکروبیولوژیک همولیز ساعت انکوبه گردید و توسط آزمون 24

های و آزمون (23)رنگ آمیزی گرم و حرکت  ،بر روی خون گوسفند

لیسیتیناز  ،هضم شیر ،اندول ،بیوشیمیایی تخمیر قند، آزمون ژلاتیناز

. سپس آزمون واکنش (33)و کاتالاز مورد بررسی قرار گرفتند 

به منظور تأیید نهایی با استفاده از  (PCR)ای پلیمراز هزنجیر

های رفرنس انجام ها و سویهپرایمرهای توکسین باکتری بر روی جدایه

 . شد

کلستریدیوم های رفرنس ها و سویهجدایه: DNAتخلیص 
هوازی به تلقیح و در شرایط بیجگر  مایعدر محیط کشت  پرفرینجنز

سانتریفوژ در و  پس از رشد باکتری. ساعت انکوبه گردیدند 24مدت 

میکرولیتر  300 آن رسوبدقیقه، به  15مدت ه ب 4000دور 

 25پس از سانتریفوژ، این سوسپانسیون به  گردید.اضافه   TE1Xبافر

درجه  3۷ یاضافه و در دما لیترگرم/ میلیمیلی 10) میکرولیترلیزوزیم

 (وبیکروتیادامه به مدقیقه انکوبه گردید در  30گراد به مدت سانتی

اضافه لیتر( گرم/ میلیمیلی 10درصد ) SDS  10میکرولیتر  300
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 K (50 میکرولیتر پروتئیناز 5 انکوباسیوندقیقه  30 و پس ازگردید 

. سپس طی گردید دقیقه انکوبه 60و برای  اضافهلیتر( گرم/ میلیمیلی

به نسبت فاز رویی به  استخراج گردید. کلروفرم دو بار با مخلوط فنل

ایزوپروپانل سرد مولار و یک حجم  3یک دهم حجم استات سدیم 

پس از  ه شد.نمونه در فریزر قرار دادبه منظور ترسیب،  نموده واضافه 

اضافه و  درصد ۷5میکرولیتر اتانل  300به رسوب حاصله  سانتریفوژ

قرار درجه  45در دقیقه  60به مدت رسوب سانتریفوژ گردید. سپس 

 . (29)د شبه آن اضافه  دو بار تقطیر میکرولیتر آب 30رفت و گ

: جهت بررسی تخلیص شده DNAبررسی کیفیت و کمیت 

استخراج شده از دستگاه نانودراپ بر اساس  DNAکیفیت و کمیت 

نانومتر استفاده  280و  260های روش اسپکتروفوتومتری در طول موج

 شد. 

و  بتا لون،یاپسبرای تعیین هویت توکسین  PCRآزمون 

گرم/ نانو 100(الگو  DNAمیکرولیتر  PCR  ،1برای  :2بتا

(، X 1 )غلظت نهایی PCR X 10میکرولیتر بافر  5/2، )لیترمیکرو

مول(، میلی 2/0 مول )غلظت نهاییمیلی dNTP 10میکرولیتر  5/0

مول میلی 5/1  مول )غلظت نهاییمیلی 2MgCl 50میکرولیتر  ۷5/0

لیتر )غلظت واحد در میکرو 5پلی مراز  Taq DNAمیکرولیتر  4/0 (،

پیکو مول  10رفت و برگشت  میکرولیتر از هر پرایمر 1واحد(،  2نهایی 

پیکومول( )سیناژن( و آب دو بار تقطیر  10در میکرولیتر )غلظت نهایی 

میکرولیتر برسد.  25اضافه نموده تا حجم نهایی مخلوط واکنش به 

 آورده شده که از ژن توکسین اپسیلون 2جدول در  PCRپرایمرهای 

etx توکسینبتا cpb 2(توکسین  2و بتاcpb(  گرفته شد. در کنترل

و برای  CN228از سویه رفرنس  Bتیپ  کلستریدیوم پرفرینجنزمثبت 

و در  CN409و  CN301از  کلستریدیوم پرفرینجنزکنترل مثبت 

و در کنترل منفی  CN913از  کلستریدیوم پرفرینجنزکنترل منفی 

الگو آب دو بار تقطیر ریخته شد. نمونه در دستگاه  DNAدوم بجای 

انجام شود. برنامه  PCRترموسایکلر )شرکت اپندورف( قرار گرفت تا 

PCR  دقیقه،  5گراد برای درجه سانتی 95شامل دناتوراسیون اولیه

گراد، درجه سانتی 52ثانیه در  60درجه،  95ثانیه در  60سیکل  35

 10گراد و متعاقب آن گسترش برای درجه سانتی ۷2ثانیه در  90

 PCRگراد انجام شد. سپس محصول درجه سانتی ۷2دقیقه در دمای 

درصد  1های ژل آگاروز مخلوط و درون چاهک X 5با لودینگ بافر 

ز با آمریکا( ریخته شد و پس از الکتروفور Invitrogen®)شرکت 

( ، ایرانلیتر( )شرکت سیناژنمیکروگرم در میلی 5/0اتیدیوم بروماید )

رنگ آمیزی گردید. در نهایت توسط دستگاه ژل داک )شرکت 
®BioRad .آمریکا( عکس برداری شد 

 ییترین محیط کشت جهت توکسین زاانتخاب مناسب

 اختصاصی و کشت:  هایمحیط کشتتهیه 

، درصد soy tryptic broth 3حاوی  TYGکشت  محیط .1

 درصد 1 و سیستیین درصد 1 ، عصاره مخمردرصد 2 گلوکز

، درصد 5حاوی پپتون گوشت  TPYGکشت  محیط  .2

، درصد 5/0 گلوکز ،درصد 5/0 ، عصاره مخمردرصد 5/0 پپتون پرتئوز

  درصد 05/0 و سیستیین درصد 1/0 سدیم تایوگلیکولات

درصد، دی  25/0درصد، نمک  3پپتونمحیط کشت حاوی  .3

 درصد۷5/0درصد، تریس ویتامین  1گلوکز درصد، 1 سدیم فسفات

 پپتون پرتئوز ،درصد 3محیط کشت حاوی پپتون گوشت   .4

 ۷5/0 ، پودر جگردرصد 1 ، گلوکزدرصد 1 ، عصاره مخمردرصد 2

ها ویتامین، درصد 10، گوشت قطعه شده درصد 1/0 ، سیستییندرصد

و دی سدیم  درصد 25/0 نمک، درصد ۷5/0و عناصر معدنی کمیاب 

 درصد 1 فسفات

حداقل محیط فوق الذکر، تست  4در  رفرنسپس از کشت سویه 

ترین مناسب درزایی به منظور مقایسه توکسین( (MLD دز کشندگی

ترین مناسبانجام گردید. نتایج بررسی نشان داد که  محیط کشت

ها و کشت حاوی ویتامین، محیط زاییتوکسینمحیط کشت جهت 

 عناصر معدنی کمیاب بود. 

تلقیح نموده  محیط کشت مایع جگر را داخلها جدایه :کشت

هوازی بی گراد و شرایطدرجه سانتی 3۷دمای ساعت در  24و به مدت 

منفی از محیط کشت تریپتیکیز سوی انکوبه کرده، به عنوان کنترل 

ثبت از سویه رفرنس و به عنوان کنترل مدر شرایط هوازی براس 

ساعت  24. پس از استفاده گردید Bتیپ  کلستریدیوم پرفرینجنز

ها و عناصر کشت اختصاصی حاوی ویتامینسوسپانسیون در محیط 

ساعت انکوبه  5هوازی به مدت بی شرایطتلقیح و در  معدنی کمیاب

 .گردیدانجام  هابر روی نمونه MLDتست گردید. سپس 

هر  از لیتردو میلی (:MLD) حداقل دز کشندگی تست

درجه  25در دمای دقیقه  15به مدت  4500نمونه را در دور 

های مختلف رقت از سوپرناتانتسانتریفوژ نموده سپس گراد سانتی

(  900/1 الی 10/1رقت از نموده ) ( تهیهpH=۷توسط نرمال سالین )

گرمی به  N.M.R.I 22-1۷هر رقت به دو موش از  لیترمیلی 5/0و 

 مرگ و میر. آخرین رقت دشتزریق در ناحیه دم صورت داخل وریدی 

 .(2۷)د شگزارش  MLDبه عنوان نتیجه 
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 واکسنو د، رفرنسو سویه  آرشیو ترین جدایهتوکسیژنیکاز 

یه )سو Dتیپ کلستریدیوم پرفرینجنز های با نسبت آناکالچر آزمایشی

)جدایه  B تیپکلستریدیوم پرفرینجنز ، درصد 60رفرنس(

)سویه  C تیپکلستریدیوم پرفرینجنز  ،درصد 10توکسیژنیک(

درصد  10 )سویه رفرنس( کلستریدیوم سپتیکوم، درصد 10 رفرنس(

و  PHتنظیم ، پس از نمودهتهیه  درصد آب مقطر 10و 

درصد( 6/0دتوکسیفیکاسیون سوسپانسیون با افزودن فرمالدئید )

 شد.نجام ا باقیمانده سمیتضرری و بیهای آزمون

به صورت زیر جلدی آزمایشی  هایواکسن ضرری:بی آزمون

 لیترمیلی 5و 5/2کیلوگرمی به میزان  40راس گوسفند  هشتبه 

روز حیوانات مورد تزریق مجدد به همان شیوه  14شد. پس از تزریق 

 .(14) قرار گرفتند تحت نظر روز ۷به مدت  و قرار گرفتند

موش به  5به  آزمایشیواکسن  :باقیمانده سمیت آزمون

 ۷ها به مدت تزریق و موش لیترمیلی 5/0 صورت زیر جلدی به میزان

 .(14) قرار گرفتند روز تحت نظر

انجام  سازی سرمسردخانه گذاری آزمون خنثیروز  45پس از 

 12به ها نمونه واکسن لیترمیلی 3د. برای تهیه سرم خرگوش ش

روز  28. پس از دشزریق به صورت زیر جلدی ت یکیلوگرم 3خرگوش 

ها خونگیری از قلب خرگوشاز تزریق دوم روز بعد  14و یادآور تزریق 

 توکسین بتاها و میزان آنتیسرمجدا سازی . سپس دشانجام 

 گیری شد.اندازه

 .Bتیپ  کلستریدیوم پرفرینجنزهای اطلاعات مربوط به جدایه. 1جدول 

 MLD  نتیجه آزمون محل جداسازی گونه حیوان سوش

 100/1 خرم آباد روده گوسفند 219

 <10/1 انستیتو پاستور روده گوسفند 238

 10/1 کرج گوسفند 216

 ۷00/1 نامشخص روده گوسفند 220

 ۷00/1 نامشخص روده بره 213

 ۷00/1 نامشخص روده گوسفند 333

 400/1 نامشخص روده بره 22۷

 500/1 اسفراین روده گوسفند 214

 500/1 نامشخص روده گوسفند 221

 900/1 نامشخص روده گوسفند 1۷95

 10/1 نامشخص روده گوسفند 236

 ۷00/1 بروجرد روده گوسفند 222

 ۷00/1 نامشخص روده گوسفند 80۷1

 300/1 نامشخص روده گوسفند 239

 50/1 نامشخص روده گوسفند 234

 <10/1 حیدرآباد روده گوسفند 23۷

 50/1 اسفراین روده گوسفند 215

 500/1 نامشخص روده گوسفند 210

 600/1 نامشخص روده گوسفند 228

 300/1 نامشخص روده گوسفند 233

 <10/1 نظرآباد روده گوسفند 231

 300/1 نامشخص روده گوسفند 20۷

 ۷00/1 نامشخص روده گوسفند 240
 

 .PCRهای پرایمرهای اولیگونوکلئوتید، نام ژن و طول محصول توالی .2جدول 
 منبع آمپلیکون (5'-3'توالی نوکلئوتیدی ) پرایمر نام ژن

etx etxF GCGGTGATATCCATCTATTC 655  (22) جفت باز 

etx etxR CCACTTACTTGTCCTACTAAC 655  (22) جفت باز 

cpb cpbR GCAGGAACATTAGTATATCTTC 196 (21) جفت باز 

cpb cpbF GCGAATATGCTGAATCATCTA 196 (21) جفت باز 

cpb2 cpb2R CAATACCCTTCACCAAATACTC 56۷ (1۷) جفت باز 

cpb2 cpb2F AGATTTTAAATATGATCCTAACC 56۷ (1۷) جفت باز 
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 جفت باز اپسیلون توکسین. 655تکثیر قطعه . 1 تصویر 

 

 
 توکسین.جفت باز بتا 196تکثیر قطعه . 2 تصویر

 

 
 توکسین. 2جفت باز بتا 56۷تکثیر قطعه . ۳ تصویر

 

 ،800،۷00 ،600 ،500 ،400 ،300 ،200 ،100به مقادیر 

میکرولیتر  1000 ،توکسینمیکرولیتر از بتا 1000و  900

لیتر( اضافه میلی /بین المللواحد  5/2توکسین استاندارد بتا )آنتی

میکرولیتر رسانده شد.  2000نموده و با سرم فیزیولوژی به حجم 

 هر از لیترمیلی 5/0 در دمای اتاق، دقیقه انکوباسیون 45پس از 

به صورت داخل وریدی  یگرم N.M.R.I 1۷-22رقت به دو موش 

ها زنده ماندند به ین رقتی که موشتربالا .دشدم تزریق  در ناحیه

سازی سرم بتا برای آزمون خنثی عنوان نتیجه تست دز توکسین

 ،300 ،100سازی سرم به مقادیر استفاده شد.  جهت آزمون خنثی

 5/2توکسین استاندارد بتا )میکرولیتر از آنتی 900و ۷00 ،500

توکسین )رقت میکرولیتر بتا 1000 ،لیتر(میلی /بین المللواحد 

حاصل از تست دز توکسین بتا( اضافه نموده و با سرم فیزیولوژی 

 ،300 ،100میکرولیتر رسانده شد. سپس مقادیر  2000به حجم 

میکرولیتر  1000به ، خرگوشسرم میکرولیتر از  900و ۷00 ،500

 2000اضافه نموده و با سرم فیزیولوژی به حجم  توکسینبتا

 لیترمیلی 5/0 ،انکوباسیون دقیقه 45از پس کرولیتر رسانده شد. می

در  .گردیدهررقت به دو موش به صورت داخل وریدی تزریق  از

 سرم خرگوش جدایه و سویه واکسینالتوکسین نهایت میزان آنتی

توکسین استاندارد بر حسب واحد بین الملل محاسبه با مقایسه آنتی

 .(14)گردید 

 نتایج 

قادر به تخمیر قندهای گلوکز، مالتوز، لاکتوز و ها جدایه

سوکروز بودند. ولی توانایی تخمیر قند سالیسین و مانیتول را 

 قادر به تخمیر طوفانی و و لیسیتیناز مثبت همگی ژلاتیناز. نداشتند

ها جدایهکاتالاز منفی بودند. تمامی حرکت و  ،اندل بودند ولی شیر

تیک همولیفعالیت  وسفندبر روی محیط کشت حاوی خون گ

در محیط کشت اختصاصی رشد مناسبی داشتند. در رنگ و  داشته

 DNA باسیل گرم مثبت مشاهده شد.ها آمیزی گرم جدایه

ژنومیک تخلیص شده از کیفیت و کمیت مناسبی برخوردار بود. در 

 655ای به طول های تحت آزمون، قطعههمه جدایه PCR آزمون

توکسین جفت باز بتا 196( 1تصویر توکسین )جفت باز اپسیلون 

ها به ( تکثیر نمودند و بدین ترتیب تعلق همه آن2تصویر )

درصد  2/65آشکار گردید. ولی  Bتیپ  کلستریدیوم پرفرینجنز

( 3تصویر توکسین ) 2جفت باز بتا  56۷ای به طول ها قطعهجدایه

منفی باندی های رفرنس با سویهل نترکتکثیر نمودند. همچنین در 

. نتایج حداقل میزان دز کشندگی برای این باکتری نشد مشاهده

  1۷95B بود. جدایه 900/1تا بیشتر از  10/1محدوده کمتر از 

 .(1جدول ) زایی را داشتبالاترین میزان توکسین

در را ای واکسن عارضه باقیمانده سمیتضرری و تایج بین

و ضرر و واکسن تهیه شده بی ننمودها ایجاد گوسفندان و موش

توکسین آنتی 4/0 رقت سرم نوترالیزاسیوننتایج  .سالم بود
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سرم آنتی 2/0و رقت رفرنس سرم آنتی 1/0رقت  ،بتااستاندارد 

رفرنس سرم جدایه و آنتیسرم لذا مقدار آنتی. نشان دادرا  جدایه

 .بود لیترواحد بین الملل در میلی 10و  5 به ترتیب

X5=5/2×2  لیترمیلی /بین المللواحد 

X10=5/2×4  لیترمیلی /بین المللواحد 

 بحث

های متعددی مانند ها عامل بیماریکلستریدیوم

انتریت نکروتیک و استراک در  ،اسهال خونی بره ،انتروتوکسمی

حیوانات بوده و از عوامل مهم خسارات اقتصادی به صنعت 

کلستریدیوم های مهم آن باشند. یکی از گونهدامپروری می
ای در سطح جهان به آن بوده که همواره توجه ویژه زنجنیپرفر

 لستریدیومکهای متعددی برای تشخیص آزمون شود.می

های میکروبی و بیوشیمیایی ذکر گردیده نمنجمله آزمو پرفرینجنز

باشند ها دارای معایبی میآن ،. لیکن در کنار محاسن(23)است 

 ،بر بودنزمان ،هاها به عدم تمایز و تفکیک تیپکه از جمله آن

میزان نسبتا  زیاد باکتری جهت حصول  ،هاحساسیت پایین آزمون

توان اشاره میهای متعدد نتیجه در محیط کشت و نیاز به محیط

نتایج مشابهی به دست آمد. این باکتری به  مطالعه حاضرد. در کر

نماید. های متعددی را تولید میسرعت تکثیر شده و توکسین

ها جهت تشخیص به وفور مورد استفاده قرار ارزیابی توکسین

های مبتنی بر ایمنودیفیوژن و ایمونوبلاتینگ در این روش گیرد.می

از آنزیم  2002و همکاران در سال  Aschfalkگیرند. راستا قرار می

و  Gokce ،200۷و همکاران در سال  Gokceو  (۷)ایمونواسی 

Hadimli  از الایزا برای تشخیص  2012و همکاران در سال

. همچنین سنجش (20)دند کرتوکسین این باکتری استفاده 

ن این شود. لیکهای مهم اشاره میبیولوژیک به عنوان یکی از روش

ساعت زمان نیاز دارد. علاوه بر  48تا  24روش طولانی بوده و به 

زایی نداشته یا قدرت ها توانایی توکسیناین بعضی جدایه

زایی به قدری پایین بوده که امکان سنجش آن وجود توکسین

های پلی کلونال باعث واکنش غیر ندارد. مضافا  وجود آنتی بادی

ی پلی کلونال شده لذا تایپینگ را اختصاصی توکسین و آنتی باد

از  2004و همکاران در سال  Al-Khaldiنمایند. دچار اختلال می

 Multiple oligonucleotide microarrayروش 

hybridization  و بررسی  کلستریدیوم پرفرینجنزجهت تشخیص

دند. نتایج حاصله از کراستفاده  ههای مربوطها و ژنمیزان توکسین

از حساسیت و ویژگی بالایی جهت  این روش نشان داد مطالعه

 .(1)باشد تشخیص برخوردار می

های این باکتری از روش مولکولی امروزه جهت تایپینگ جدایه

PCR در این تکنیک وجود ژن خاص (10،13)گردد استفاده می .

شود. این تکنیک از حساسیت بالایی برخوردار بوده باکتری بررسی می

بوده که گاهی در  DNAبه طوری که قادر به تشخیص مقادیر کم 

شود. از سویی دیگر استفاده از آزمون کشت منفی گزارش می

های اختصاصی ژنوم اختصاصیت آن را افزایش داده است. از توالی

زایای دیگر این تکنیک زمان کوتاه جهت تشخیص قابل اطمینان م

جهت تأیید تایپینگ از این تکنیک استفاده  حاضر در مطالعهباشد. می

در سال  و همکاران Albini بخشی حاصل شد.گردید که نتایج رضایت

2008 PCR  را به عنوان تکنیکی قابل اطمینان جهت تشخیص

جهت  2008کاران در سال و هم Gurjar. (2)دند کرگزارش 

گاوهای  Real-time multiplex PCRیپینگ از اجداسازی سریع و ت

کلستریدیوم  MLDدر ایران در زمینه . (19) کردندشیری استفاده 
به روش خنثی سازی در موش آزمایشگاهی  Bتیپ  پرفرینجنز

و همکاران   Ardehaliباشد. در بررسیاطلاعات چندانی موجود نمی

از خاک  کلستریدیوم پرفرینجنز در زمینه جداسازی 1994در سال 

جداسازی  B تیپ کلستریدیوم پرفرینجنزمراتع کرج هیچ موردی از 

ایزوله شده از  Dتیپ  کلستریدیوم پرفرینجنزنگردید. از سوی دیگر 

MLD (6)های رفرنس برخوردار بود پایینی نسبت به سویه .Nillo 

تیپ  کلستریدیوم پرفرینجنز MLDبررسی در زمینه  1963در سال 

C  بود.  1500/1تا  500/1ای از رقت محدوده مطالعهانجام داد. نتیجه

ها ممکن است میزان البته در ادامه اشاره نمود که بعضی از جدایه

و  Ardehali مطالعه . در(28)پایینی از توکسین را ترشح نمایند 

ایزوله شده  کلستریدیوم پرفرینجنز بر روی 1994همکاران در سال 

برای  MLDمحدوده  مطالعهدر این  (6)نیز این نتیجه مشاهده گردید 

و  Nilloبود که با نتیجه  900/1تا  10/1ها از رقت کمتر از جدایه

Ardehali نتایج سرم  مطالعه. در این (6،28) شتمطابقت دا

بخش و با رضایترفرنس نوترالیزاسیون واکسن آزمایشی سویه 

های دیگر نتایج . در بررسی(14) شتاستاندارد بین المللی مطابقت دا

های مطالعات سرم نوترالیزاسیون بر روی واکسن نوترکیب حاوی ژن

و بر روی واکسن بتا توکسوئید نوترکیب  E.coli (29)اپسیلون و بتا در 

ملل در واحد بین ال 10توکسین بتا خرگوش را تیتر آنتی E.coliدر 

مطابقت  مطالعهاین رفرنس که با سویه  (25)لیتر تعیین نمود هر میلی

نتایج مطالعات سرم  2013در سال  Salvarani مطالعه. در شتدا

بر روی واکسن نوترکیب دو ظرفیتی حاوی  نوترالیزاسیون

لیتر تعیین واحد بین الملل در هر میلی 20توکسوئیدهای آلفا و بتا 
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 Das مطالعهکه تیتر آن بالاتر از مطالعات فوق الذکر بود. در  (30)شد 

در  یساز منیابر روی واکسن دو ظرفیتی بتا و یوتا  2016در سال 

سازی خنثی قدرت و مناسب بوده های بتا و یوتاتوکسینها با موش

 .(9) شتتنی را دابرونو درون  طیسموم فوق در هر دو شرا

جدایه  که حاضر نشان داد مطالعهنتایج گیری نهایی: نتیجه

امکان استفاده در تولید واکسن  ،زایی بالابا قدرت توکسین 1۷95

دارد. البته این مسئله نیازمند تحقیقات بیشتر است. همچنین سویه 

با استاندارد بین که  بودزایی بالایی برخوردار از قدرت ایمنرفرنس 

 .تشالمللی مطابقت دا

 یسپاسگزار

از پرسنل بخش تحقیق و تولید واکسن های نویسندگان 

اند هوازی که در مراحل مختلف پروژه همکاری نمودهباکتریایی بی

 کنند.تشکر می

 تعارض منافع

.تعارض در منافع گزارش نشده است سندگانینو نیب
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Abstract 
BACKGROUND: Clostridium perfringens is an important animal pathogen that causes severe loses to the livestock and 

poultry industries. Therefore, bacterial detection is believed to be of particular importance. 

OBJECTIVES: The present study aimed to identify Iranian isolates using conventional and molecular methods and to 

evaluate their toxicity. 

METHODS: In this work, 23 Clostridium perfringens type B isolates were examined via microbiological and 

biochemical tests. Subsequently, they were subjected to PCR technique for the final confirmation. After culturing of 

the isolates in specific medium, the minimum lethal dose test was performed. The most toxigenic isolate and reference 

strain was prepared the enterotoxaemia anaculture vaccine. Serum neutralization test was performed on the 

experimental inactive vaccines. 

RESULTS: The results revealed that etx and cpb gene could be found in all of the isolates, yet cpb2 gene was found in 

65.2 % of the isolates. The minimum lethal dose ranges for these bacteria was less than 1/10 to more than 1/900. The 

results of serum neutralization in Iranian isolate and reference strains were 5 and 10 IU / ml, respectively. 

CONCLUSIONS: The findings herein implied that strain 1795 with high toxicity could be used in vaccine production. 

Of course, for use in production, further research on target animals is needed. 
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Figure Legends and Table Captions 

Table 1. Information of Clostridium perfringens type B isolates 

Table 2. Oligonucleotide primer sequences, name of the gene, and the length of amplification products 

Figure 1. PCR amplification of 566 base pair fragment Epsilon toxins. 

Figure 2. PCR amplification of 196 base pair fragment beta toxins.  

Figure 3. PCR amplification of 567 base pair fragment beta2 toxins. 
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