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م شناسایی مولکولی وارزیابی دز کشنده جدایه های سم زایی کلستریدیو

 موجود در گنجينه ميکروبی موسسه رازی Cپرفرینجنز تيپ 

 1، علی حق روستا1، علیرضا پردیس *1لیدا عبدالمحمدی خیاو

 

 چکیده
یا پرخوری یا  انتروتوکسمی های متعدد از جمله عامل بيماری کلستریدیوم پرفرینجنز

تکثير باکتری و توليد مقادیر زیاد ، این بيماری با تغيير رژیم غذاییمی باشد .  نرمی قلوه

توکسين بروز می نماید. بنابراین تشخيص توکسين در محتویات روده  جهت 

 انتروتوکسمی پيشگيری ازبه منظور تشخيص این بيماری استفاده می شود. 

توکسيژنيک  مطالعه انتخاب می باشد. هدف از اینواکسيناسيون به موقع ضروری 

به منظور استفاده در توليد واکسن می  Cتيپ  کلستریدیوم پرفرینجنز توکسيژنيک ترین

مورد آزمایشات ميکروبيولوژی و بيوشيميایی  Cتيپ  جدایه ۲۱ باشد. در این تحقيق،

 ،که به روش روتين باکتریولوژیک تعيين هویت گردیدندیی نمونه هاقرار گرفته، سپس 

  MLDبه وسيله  جدایه نهایتا توکسيژنيک ترین. ندشد تأیيد PCR توسط آزمون

این از نمونه سویه واکسينال و  آناکالچر تتراوالان انتروتوکسمی و واکسنگشته انتخاب 

 آزمونسپس  هشدسردخانه گذاری روز  ۴۵برای  آزمایشی . واکسن گردیدتهيه  جدایه

که ميزان آنتی نشان داد این بررسی . نتایج  فتپذیرانجام ها پتنسی بر روی نمونه 

توکسين  بتا جدایه موسسه رازی چهار برابر ضعيف تر از نمونه واکسن تهيه شده از 

 سوش واکسينال می باشد. 

 واکسن ، PCR، MLD ، Potencyپرفرینجنز، کلستریدیوم :واژگان کلیدی

 تتراوالان آناکالچر

 ۱8/9/۱398 رش: تاریخ پذی  ۱0/3/۱398تاریخ دریافت:
 

 مقدمه

 Clostridium perfringens زکلستتتتتریدیوم پرفرینجنتتتت

انتروتوکستتمی،  در دام شتتاملعامتل بيمتتاری هتتای مختلتف 

استتتراو و  قلتتوه نرمی،استتهال عفتتونی بتتره هتتای نتتوزاد،

 آنتریتتتت هموراژیتتتک متتتی باشتتتد. همچنتتتين در انستتتان

و گتتاز گتتانگرن را ایجتتاد متتی  pigbel مستتموميت غتتذایی

توکستتتين هتتتای متنتتتوعی را  ایتتتن بتتتاکتری  .(۱۴نمایتتتد  

بتتتا   مهتتمتوکستتين هتتای توليتتد متتی نمایتتد. یکتتی از 

 (. ۱۷) توکسين می باشد

 

در  NCTC853تتتوالی نوکلتوتيتتدی توکستتين بتتتا ستتویه 

ایتتن توکستتين .  cpb)گردیتتد  ژن مشتتخص  ۱993ستتال 

ایجتتاد  Cو  Bتيتتپ هتتای  زکلستتتریدیوم پرفرینجنتتکتته در 

 تتتا ۶۵بتر روی پسستميدهایی بتا وزن   متی نمایتدبيمتاری 

پروتوکستتتين  cpbژن ( ۱8 کيلتتتو بتتتاز قتتترار دارد  ۱۱0

 پپتيتتد دارای ستتيگنال کتترده کتتهآمينتتو استتيدی را کتتد  33۶

 ختتروا از ستتلول حتتين کتته در ای بتتوده هآمينتتاستتيد  ۲۷

یتتک پتتروتتين بتتا وزن مولکتتولی  او نهایتتت دهحتتذف شتت

م ستتمکانيمتتی شتتود. ایجتتاد کيلتتو دالتتتون  3۵حتتدود 

 بته پروتتينهتای متلتل بتهعملکرد این توکستين بتا اتلتال 

د ایجتتاد منفتتذ ميکننتتد و بتتا ایجتتا هبتتوده کتتگانگليوزیتتدها 

 .(20 کانال باعث تورم و ليز سلول می شود 

 تيتپ زکلستریدیوم پرفرینجنت اولين مورد جداسازیدر ایران 

C گزارش  ۱9۷۱انتریت نکروتيک در بچه خوو در سال  از

بچته ختوو  ۱300تا از  900که عامل مرگ و مير شدیدشد  

 کلستتریدیوم شخيصت جداسازی و(. ۵در حين اپيدمی بود  

نيتز انجتام  ۱988های پاتوژنيک از حيوانات بيمتار در ستال 

کلستتریدیوم ستویه  ۲۲نمونه  ۲۲۱گرفت. نتایج نشان داد از 

تيتپ  کلستریدیوم پرفرینجنتزسویه  ۱8و   Bتيپ  پرفرینجنز

C  ستویه هفتده ،نيز ۱99۷ سال در (.۲ جداسازی گردیدند 

بتز جتدا  و وستفندگ مترگ از پتس زکلستتریدیوم پرفرینجنت

 و آنتتزیم بيوشتتيميایی هتتای تستتت از استتتفاده گردیتتده و بتتا

 متورد هفت که( EIA)گرفتند  قرار بررسی مورد ایمونواسی

  Bتيتپ  کلستتریدیوم پرفرینجنتزمتعلق بته  ها جدایه این از
ایرانتتی   آرشتتيو هتتای جدایتتهمطالعتته ایتتن در  (.۱0  بودنتتد

 و واکسن تتحقيقا موسسه کلستریدیا، تحقيقاتی آزمایشگاه هوازی، بی باکتریایی های واکسن توليد و تحقيق بخش۱
 ایتتتتتران تهتتتتتران، کشتتتتتاورزی، توستتتتتعه آمتتتتتوزش تتتتتترویج ستتتتتازمان رازی، ستتتتتازی ستتتتترم

 mohammadimail1396@gmail.com) 
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موسسته ی بختش بتی هتواز Cتيتپ کلستریدیوم پرفرینجنز

خلوصتتتيات بيوشتتتيميایی هموليتيتتتک رازی از لحتتتا  

مناست  تترین و ستپس مقایسته پتنستی بررسی  سيتیسيتوک

انجتتام  (CN301)بتتا ستتویه واکستتينال جدایتته توکستتيژنيک 

  .پذیرفت

 

 کارمواد و روش
ستتویه  ۱و  Cستتویه تيتتپ  ۲۱هتتای باکتریتتایی : از جدایتته

استتفاده  ررسیببرای  Cتيپ کلستریدیوم پرفرینجنزواکسينال 

 . گردید

از يتد به منظور تائ مطالعهاین ها: درجدایه های تایيدی آزمون

، ستتاکارز ، گلتوکز، متتالتوز، متتانيتول تخميتتر قنتتدهایتستت 

 ،انتدلساليسين و لاکتوز و تستت هتای ژلاتينتاز، ليستيتيناز، 

خلوصتيت هموليتيتک بتر روی ختون  ،تخمير طوفانی شير

ستپس  .گردیتدز استتفاده و تستت کاتتالاموتيليتی  ،گوسفند

بتا  پرفرینجنتز کلستریدیوم تيپبه منظور تایيد  PCR آزمون

 بتر رویاستفاده از پرایمر طراحی شده از قسمتی از توکسين 

 . پذیرفتها انجام  جدایه

  DNAتخلیص 

در تلقتتيو و در محتتيط کشتتت علتتاره جگتتر هتتا نمونتته  

ستتپس پاستتاژ آن در . گردیتتد انکوبتتهشتترایط بيهتتوازی 

پتس از رشتد بتاکتری نمونته يط کشتت انجتام و همين محت

گردیتتد. دقيقتته ستتانتریفوژ  ۱۵بمتتدت  rpm ۴000در دور 

ميکروليتتتر آب  800رستتوب آن بتتا متتایع رویتتی تخليتته و 

انجتام دقيقته  ۵بمتدت  مجتددا ستانتریفوژو  گشتتهمخلوط 

 300رستتوب متتایع رویتتی تخليتته بتته  ستتپس گردیتتد 

وسپانستتيون گردیتتد.این ساضتتافه  TE 1xميکروليتتتر بتتافر 

دقيقتته ستتانتریفوژ گردیتتد  ۱0بمتتدت  rpm ۴۵00در دور 

 ۵0ستتتپس  و مجتتتددا مرحلتتته قاتتتل تکتتترار گردیتتتد.

درجتتتته  3۷ دمتتتتای درو  اضتتتتافهميکروليترليتتتتزوزیم 

 ۵گردیتتد. ستتپس  انکوبتتهدقيقتته  30متتدت بتته ستتانتيگراد 

 و پتتس ازبتته نمونتته اضتتافه گردیتتد  RNase Aميکروليتتتر 

اضتتافه  Kيتتتر پروتتينتتاز ميکرول 8 انکوباستتيوندقيقتته  30

 انکوباستتتيون مخلتتتوط فنتتتل  دقيقتتته ۶0. پتتتس از گردیتتتد

متتایع رویتتی را  اضتتافه و ستتانتریفوژ گردیتتد.کلروفتترم 

بته ستپس  ،مجددا  همتين مرحلته تکترار گردیتدبرداشته و 

نمونتته در  نمتتوده وفتتاز رویتتی  ایزوپروپانتتل ستترد اضتتافه 

پتتتس از  ه شتتتد.دقيقتتته قتتترار داد 30فریتتتزر بتتته متتتدت 

 300بتته رستتوب حاصتتله  rpm۱۲000دور  در فوژستتانتری

اضتتتتتافه و ستتتتتپس در دور  ٪۷۵ميکروليتتتتتتر اتانتتتتتل 

rpm۱۵000 دقيقتته ستتانتریفوژ گردیتتد. مجتتددا  ۵بتته متتدت

مرحله قالی تکرار شتده ستپس متایع روئتی تخليته گردیتد 

در . قتترار گرفتتتدقيقتته  ۶0درجتته بتته متتدت  ۴۵و در 

  به آن اضافه گردید.ميکروليتر آب  30نهایت 

 آلفا برای تعیین هویت توکسین PCRزمون آ

بتتتافر  ،   DNA template ميکروليتتتتر  PCR ،۱بتتترای  

PCR X۱ ، dNTP  M۱۵0µ ،Mm ۵/۱ 2Mgcl، 

DNA U Taq  ۲ پرایمتتر ميکروليتتتر ۱ ،پلتتی متتراز F  ۱0 

و  پيکتتو متتول( R  ۱0 پرایمتتر ميکروليتتتر ۱،  پيکتتو متتول(

 برستد. وليتترميکر ۲۵نموده تتا بته حجتم نهتایی آب اضافه 

( ۶و۱9آورده شتتده استتت.  ۱در جتتدول  PCRپرایمرهتتای 

 DNA templateبجتتای  ژنوميتتک  DNA در کنتتترل منفتتی

ستتپس نمونتته را در دستتتگاه ترموستتایکلر  ریختتتهآب   

(Thermocycler)  گذاشتتته تتتاPCR  . برنامتته انجتتام شتتود

PCR  درجتته ستانتی گتتراد  9۵شتامل دناتوراستتيون اوليته در

 ۱درجتته،  9۵دقيقتته ای در  ۱ستتيکل  3۵ه، دقيقتت ۵بتترای 

 ۷۲دقيقتته در  30/۱ و درجتته ستتانتی گتتراد ۵3دقيقتته در 

 ۱۵درجه ستانتی گتراد و متعاقت  آن پلتی مریزیشتن بترای 

ستتپس  درجتته ستتانتی گتتراد بتتود. ۷۲دقيقتته در دمتتای 

 (Loading buffer)را بتتا لودینتتف بتتافر  PCRمحلتتول 

و  ریختتته ٪۱مخلتتوط و درون چاهتتک هتتای ژل آگتتاروز 
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ميکروگتترم  ۵/0پتتس از الکتروفتتورز بتتا اتيتتدیوم برومایتتد  

در ميلتتی ليتتتر( رنتتف آميتتزی نمتتوده در نهایتتت توستتط 

 عکس برداری شد. (Gel Doc)دستگاه ژل داو 

 برای تعیین هویت توکسین بتا PCRآزمون 

 ،   DNA template ميکروليتتتتر  PCR ،۱بتتترای   

 PCR X۱ ، dNTP  M۱۵0µ ،Mm ۵/۱بتتتتتتتتتتتتافر 

2Mgcl ، DNA  Taq U ۲ ميکروليتتتتر ۱  ،پلتتتی متتتراز 

 R  ۱0پرایمتتر  ميکروليتتتر ۱، پيکتتو متتول( F  ۱0 پرایمتتر

 ۲۵نمتتوده تتتا بتته حجتتم نهتتایی و آب اضتتافه  پيکتتو متتول(

 ژنوميتتتک  DNA در کنتتتترل منفتتتی برستتتد. ميکروليتتتتر

ستتپس نمونتته را  ریختتتهآب   DNA templateبجتتای  

نجتتام شتتود . ا PCRدر دستتتگاه ترموستتایکلر گذاشتتته تتتا 

 تيتپ کلستتریدیوم پرفرینجنتزهمچنين بته عنتوان کنتترل از 

D  CN409)  بتترای توکستتين اپستتيلون استتتفاده گردیتتد

شتتامل دناتوراستتيون اوليتته  PCRبرنامتته  کنتتترل منفتتی(. 

 ۱ستتيکل  3۵دقيقتته،  ۵درجتته ستتانتی گتتراد بتترای  9۵در 

درجتته ستتانتی  ۵۲دقيقتته در  ۱درجتته،  9۵دقيقتته ای در 

درجتته ستتانتی گتتراد و متعاقتت   ۷۲قيقتته در د 30/۱ ،گتتراد

ستتپس محلتتول  .ودبتتدقيقتته  ۱0آن پلتتی مریزیشتتن بتترای 

PCR  ریختتتته و  ٪۱را درون چاهتتتک هتتتای ژل آگتتتاروز

ط پتس از الکتروفتتورز بتتا اتيتدیوم برومایتتد در نهایتتت توستت

 ،پتتس از تایيتتد دستتتگاه ژل داو عکتتس بتترداری شتتد.

  ستتيتیسيفعاليتتت توکمناستتاترین محتتيط کشتتت جهتتت 

 .گردیدانتخاب 

: ستيتیسيفعاليتت توکانتخاب مناساترین محيط کشت جهت 

 گردیتد.محيط کشت به صورت زیتر تهيته  ۴در این مطالعه 

 Tryptic soy broth  حتاوی  TYG کشتت اول محتيط

 محتتيط (، %۱و سيستتتيين %۱، علتتاره مخمتتر %۲، گلتتوکز3%

، پپتتتون  %۵ حتتاوی پپتتتون گوشتتت  TPYG کشتتت دوم

، سدیم تتایو  ٪۵/0 ،گلوکز ٪۵/0 ، علاره مخمر %۵/0پرتتوز

 ستومحتيط کشتت م ،( %0۵/0 و سيستتيين %۱/0 گليکولات

 %۱، دی ستتدیم فستتفات %۲۵/0 ، نمتتک %3 حتتاوی پپتتتون

 چهتارمو محتيط کشتت  (%۷۵/0، تریس ویتامين  %۱،گلوکز

، علتتاره  %۲،پپتتتون پرتتتتوز %3 حتتاوی پپتتتون گوشتتت 

،  %۱/0 ، سيستتيين %۷۵/0، پتودر جگتر %۱، گلوکز%۱مخمر

 ، نمک %۷۵/0 ، تریس ویتامين %۱0گوشت قطعه قطعه شده 

در   PH(. پتتس از تنظتتيم %۱ و دی ستتدیم فستتفات ۲۵/0%

 ۱۵درجته ستانتيگراد بترای  ۱۲۱داخل لوله ها تقستيم و در 

محتيط  ۴. پس از کشت سویه واکسينال در دقيقه اتوکسو شد

کستين زایتی به منظور مقایسته تو MLD،  تست فوق الذکر

محتيط  و زمان انجتام گردیتد. نهایتتا مناساترین محيط کشت

 MLDجهتت انجتام تستت ساعت  ۵و زمان  هارمچکشت 

 .گردیدانتخاب 

را داخل لوله جگر تلقتيو نمتوده  نمونه های مشکوو: کشت

 درجه سانتی گراد شترایط 3۷دمای ساعت در  ۲۴و به مدت 

منفی از محيط کشت ، به عنوان کنترل هوازی انکوبه کرده بی

و بته عنتوان کنتترل در شرایط هوازی تریپتيکيز سوی براس 

استفاده  Cتيپ  کلستریدیوم پرفرینجنزمثات از سویه واکسن 

 کشتتستاعت سوسپانستيون در محتيط  ۲۴. پتس از گردید

ستاعت انکوبته  ۵هتوازی بته متدت  بتی شرایطتلقيو و در 

. یتدگردانجتام  ها بر روی نمونه MLDتست سپس  .گردید

: دو ميلتی ليتتر ازهتر  (MLD  حتداقل دز کشتندگی تست

درجه  ۲۵در دمای دقيقه  ۱۵به مدت  ۴۵00نمونه را در دور 

رقتهتای  از ستوپرناتانتسانتریفوژ نموده ستپس سانتی گراد 

 التی ۱0/۱از رقتت   Cنمتوده   بترای تيتپ تهيهمختلف را 

هتتر رقتتت  بتته دو متتوش از ميلتتی ليتتتر  ۵/0( و  3000/۱

N.M.R.I ۲۲-۱۷  گرمی به صورت داختل وریتدی تزریتق

بته عنتوان نتيجته تستت  مرگ و ميتر  . آخرین رقت گردید

پتتس از انتختتاب . گردیتتدگتتزارش  حتتداقل دز کشتتندگی

و  مناست  تترین جدایته آرشيو،  از توکسيژنيک ترین جدایه

با  آناکالچر آزمایشی سویه واکسينال، دو واکسن یک همچنين
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کلستتریدیوم ،  D ۶0%تيتپ رینجنز کلستریدیوم پرفنساتهای 
 C تيتپکلستتریدیوم پرفرینجنتز  ، B ۱0% تيتپپرفرینجنتز 

، پتتس از  نمتتودهتهيتته  %۱۵کلستتتریدیوم ستتپتيکوم  ،  ۱۵%

هتای فيزیکوشتيمی  انتدازه  تست( ٪۶/0افزودن فرمالدئيد  

، بتتی  آزمتتون ميکروبيولتتوژی  ،و فرمالدئيتتد(   PHگيتتری 

 .گردیدام انج Residual toxicityضرری و 

: دو نمونته واکستن در محتيط کشتت  آزمون ميکروبيولوژی

و بسد آگار  TSB و هوازیدر شرایط بیتایوگليکولات مایع 

. بسد آگار بته متدت ندشد انکوبهکشت و در شرایط هوازی 

روز  ۱۴بته متدت  TSBساعت و تایوگليکولات مایع و  ۷۲

 (.9  بررسی و نتایج کشت گزارش گردید

 

 PCR کلتوتيد استفاده شده، سکانس پرایمر و طول محلولپرایمرهای اوليگونو. 1جدول 

 منابع آمپلیکون ('3-'5)توالی  پرایمرها ژن توکسین

Cpa 

 

CPA5L 

CPA5R 

AGTCTACGCTTGGGATGGAA 

TTTCCTGGGTTGTCCATTTC 

900 (۶) 

 

Cpb 

 

CPBL 

CPBR 

TCCTTTCTTGAGGGAGGATAAA 

TGAACCTCCTATTTTGTATCCCA 

611 (۶) 

 

Etx 

 

ETXII-F 

ETXII-R 

5-TAC TCA TAC TGT GGGAAC TTC GAT ACA 

AGC-3 

CTCATCTCCCATAACTGCACTATAATT5 

TCC-3 

402 (19) 

تست بی ضرری : دو نمونه واکسن به صورت زیر جلدی به 

 درميلی ليتر  ۱0و ۵کيلوگرمی به ميزان  ۴0دو راس گوسفند 

روزتحتت  ۱۴ناحيه بالای کتف تزریق وگوسفندان به متدت 

 (.۹) رفتندنظرقرار گ

Residual toxicity دو نمونه واکستن بته صتورت زیتر :

 ميلی ليتر در ناحيته پتا ۵/0 به ميزان NIHموش  ۵جلدی به 

 (.9 روز تحت نظرقرار گرفتند ۷ها به مدت  تزریق و موش

 ستترم  تستتت پتنستتیستتردخانه گتتذاری روز  ۴۵پتتس از 

. گردیتددر مقایسه با ستویه واکستينال انجتام  نوتراليزاسيون(

 ۱۲ميلتتی ليتتتر نمونتته دو واکستتن بتته  3 منظتتور بتترای ایتتن

به صورت زیر جلدی در ناحيه پشتت  یکيلوگرم 3خرگوش 

روز  ۱۴و یادآور تزریق  ،روز ۲8. پس از گردیدگردن تزریق 

انجتام هتا ختونگيری از قلت  خرگتوش از تزریتق دوم بعد 

و مراحل اندازه گيری ميتزان سرم جدا سازی . سپس  گردید

 . گردیدانجام به ترتي  زیر  اآنتی توکسين بت

ميلتی گترم توکستين بتتا  ۱0محلتول توکستين:  ماده سازیآ. ۱

حتل  PBSیا  سرم فيزیولوژیميلی ليتر  ۱0تخليص شده در 

 حاصل گردید. mg/ml ۱گردید به این صورت محلول 

متتاده ستتازی آنتتتی توکستتين استتتاندارد : آنتتتی توکستتين آ. ۲

 فيزیولتوژی مخلتوط سترممخلتوط گليسترول و استاندارد با 

بطوریکته رقيتق گردیتد سترم فيزیولتوژی بافر  سپس توسط 

 .تهيه گردید IU/ml ۵/۲محلول 

 آماده سازی آنتی سرم خرگوش واکسينال و آنتی سرم فيلدی. 3

 گردید. تهيه ۲/۱رقت های واکسينه  سرم خرگوشاز : 

 ،3/0، ۱/0 آماده ستازی محلولهتا بترای تزریتق : نستاتهای. ۴

 ميلی ليتتر از ۱آنتی توکسين استاندارد با  از 9/0 و ۷/0 ،۵/0
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ميلتی  ۲به حجتم سرم فيزیولوژی  مخلوط و توسطتوکسين 

همين عمل برای آنتی سرم فيلتدی و آنتتی  ليتر رسانده شد.

محتویات نمودن مخلوط از . پس گردیدسرم واکسينال انجام 

تتا  انکوبته گردیتددقيقه در دمای اتاق  ۴۵،  به مدت لوله ها

 وتراليزاسيون بين توکسين و آنتی سرم انجام شود. ن

-N.M.R.I ۲۲هررقت به دو متوش  از ميلی ليتر ۵/0 سپس

دم تزریتق  ناحيته به صتورت داختل وریتدی بته یگرم ۱۷

در نهایتتت ميتتزان آنتتتی توکستتين بتتا مقایستته آنتتتی  .گردیتتد

يلتدی توکسين استاندارد و آنتی سرم واکسينال یا آنتی سرم ف

 . (9گردید  بر حس  واحد بين الملل محاساه 

 

 نتایج
 قتادر بته تخميتر قنتدهای  گلتوکز ، متالتوز ،جدایه ها م اتم

و  لاکتوز و سوکروز بودند. ولی توانایی تخمير قند ساليستين

 قادر به و ليسيتيناز مثات و همگی ژلاتيناز. مانيتول را نداشتند

الاز منفتی کاتتحرکتت و  ،انتدل تخمير طوفانی بودنتد ولتی

ید و دراستس نمتودهها هموليز بتا ایجتاد جدایه بودند. تمامی 

 . باسيل گرم مثات مشاهده شد ،رنف آميزی گرم

 .نشتتان داده شتتد ۱ ژنتتومی در نگتتاره DNAنتتتایج تخلتتيص 

 900کيلتو بتاز ، توکستين آلفتا در  ۴00توکسين اپسيلون در 

 نفتیل منتترکدر کيلتو بتاز و  ۶۱۱در کيلو باز و توکسين بتا 

 . نشان داده شد ۲ نگارهدر  PCR. نتيجه نشد مشاهدهباندی 

 بتالاترین ميتزانC314  سویه فيلتدی  MLDبا توجه به نتایج 

 آزمتون ميکروبيولتوژی  .(۲توکسين زایی را داشت  جدول 

ا دو واکسن نشان داد که آلودگی به ستایر باکتریهتا و قارچهت

  ند.خالص دار را به صورتندارند و همگی باکتری 

 راواکسن عارضه ای  Residual toxicityنتایج بی ضرری و 

 
و  Cتيپ  کلستریدیوم پرفرینجنزسویه واکسن  DNAاستخراا . ۱نگاره 

 نمونه های مشکوو

 
 ۶۱۱ ، دومين چاهک توکسين بتاladder. اولين چاهک مربوط به ۲نگاره 

چاهک جفت باز، چهارمين  900جفت باز، سومين چاهک توکسين آلفا 

 کنترل منفی  چاهک جفت باز، پنجمين  ۴0۲کسين اپسيلون تو

 

 و واکسن تهيه شده بی ننمودها ایجاد  در گوسفندان و موش

ه نشان داد کتسرم نوتراليزاسيون باشد .نتایج می Safeو ضرر 

 رقتت  متوش دو بتتاآنتی توکستين استتاندارد  3/0در رقت 

(  ۶/0متتوش   رقتتت  آنتتتی ستترم دو ۵/0و در رقتتت  (۴/0

و  واحد بتين الملتل ۲0لذا مقدار آنتی سرم واکسينال  .مردند

 .احد بين الملل در ميلی ليتر بودو ۵آنتی سرم فيلدی 
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 C تيپکلستریدیوم پرفرینجنزو واکسينال  آرشيوسویه های  MLD .۲جدول 

 رقت

 سویه

 سویه نتيجه ۱/۳۰۰۰ ۱/۲۵۰۰ ۱/۲۰۰۰ ۱/۱۵۰۰ ۱۰۰۰/۱ ۱۰۰/۱ ۱۰/۱

3۲۴ ++ ++ ++     ۱/۲۵۰۰ 
آفریقای 

 جنوبی

 انستيتوپاستور ۱۰۰۰/۱     + ++ ++ 3۲۵

 تاریز ۱/۵00      ++ ++ 3۲0

 انگلستان ۵00/۱      ++ ++ 3۲۱

 انستيتو فایزر ۱/۱۵۰۰      ++ ++ 30۱

 قزوین ۵00/۱      ++ ++ 30۴

3۲۷ ++ ++ ++ + +   ۱/۱۷۵0 
شرق 

 آذربایجان

30۲ ++ ++      ۵00/۱  انگلستان 

333 ++ ++ +     ۱۰۰۰/۱ 

دانشکده 

دامپزشکی 

 تهران

 انگلستان ۱/۱۵۰۰    + ++ ++ ++ 3۱8

 نامشخص ۱/۱۵۰۰    + ++ ++ ++ 3۱۲

 نامشخص 1/۲۲۵۰  + + ++ ++ ++ ++ 3۱۴

 موسسه رازی ۵00/۱      ++ ++ 3۱۶

 نامشخص ۵00/۱      ++ ++ 3۲۶

 نامشخص ۱۰۰۰/۱     + ++ ++ 3۲۷/۲

 نامشخص ۱/۱۲۵0     ++ ++ ++ 33۲

 نامشخص ۵00/۱      ++ ++ 3۲۴/3

 نامشخص ۵00/۱      ++ ++ 33۵

 نامشخص ۱/۱۵۰۰    + ++ ++ ++ 33۶
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 نامشخص ۵00/۱      ++ ++ 33۷

 انگلستان ۵00/۱      ++ ++ 3۲3

 واکسينال ۱/۲۷۵0 + + ++ ++ ++ ++ ++ واکسينال

 

کسن نتایج این تست نشان داد که ميزان آنتی توکسين  بتا وا 

تهيه شده از جدایه آرشيو چهار برابتر ضتعيف تتر از نمونته 

 ال می باشد.واکسن تهيه شده از سوش واکسين

 بحث 

ها عامل بيماری هتای متعتددی در دام و انستان  کلستریدیوم

می باشند و با درگير نمودن شدید دام ها خستارات ستنگين 

اقتلتتادی را  بتته صتتنعت دامپتتروری وارد متتی نماینتتد. 

هتا بته دليتل ایجتاد استپور از اهميتت خاصتی  کلستریدیوم

ه عوامتل شتدیدا مقتاوم بتبرخوردار می باشند. زیترا استپور 

ویتا  گوارشتیمی تواند از طریتق  فيزیکی و شيميایی بوده و 

بيمتتاریزایی گتتردد .  در انستتان عامتتلتمتتاس بتتا زختتم بتتاز 

های مختلفتی که عامل بيماری  Cتيپ  زکلستریدیوم پرفرنجن

دارای فاکتورهای ویترولانس متعتددی متی می باشد در دام 

ژنيک توستط توکسين بتا به عنوان مهمترین فاکتور پاتوباشد. 

شتده استت. مکتانيزم دقيتق  ساییباکتری شنااین سویه های 

  .بيماریزایی این توکسين به طور کامل شناسایی نشتده استت

ها ذکر شده  لستریدیومکآزمون های متفاوتی برای تشخيص 

 ،که از جملته آن هتا متی تتوان بته آزمتون هتای باکتریتایی

خميتر طوفتانی ، تخمير قندها، تبيوشيميایی  هيروليز ليسيتين

. همچنتين از آزمتون (۱۴شير تورنسل و اندل اشتاره نمتود  

خنثی سازی در موش آزمایشگاهی بترای تشتخيص استتفاده 

می گردید که الاته در  مورد بتا توکسين بته دليتل حساستيت 

توکسين باعث نتتایج منفتی کتاذب در متواردی متی گردیتد 

شتخيص امروزه بيشتر از تکنيک های اینتویترو بترای ت(.۱۱ 

استفاده می نماینتد  با روش های متنوع توکسين های باکتری

و همکتتاران از آنتتزیم   Aschfalk ۲00۲در ستتال  (.۱۵ 

و همکتتاران و در  Gokce ۲00۷( و در ستتال ۴ایمونواستتی  

و همکتتاران از الایتتزا  بتترای   Hadimli( ۱۱  ۲0۱۲ستتال 

(. در ستال ۱۲تشخيص توکسين این باکتری استفاده نمودند  

۲008  Albini  و همکارانPCR  را بته عنتوان روشتی قابتل

 (. ۱اطمينان برای تشخيص گزارش نمودند  

از جملته  امروزه با توجه به مزایتای تکنيتک هتای مولکتولی

استتفاده از آن هتا بترای  ،، ویژگی، دقت و سرعتحساسيت

 .(۷و  8تشخيص روز به روز در حال افزایش می باشد  

ی بيوشيميایی و ميکروبيولتوژی ها در مطالعه حاضر از تست

توکستين  .ها استفاده شد کلستریدیومبرای شناسایی  PCRو 

و  کيلتو بتاز 900کيلو باز ، توکسين آلفا در  ۴00اپسيلون در 

ده رل منفی بانتدی دیتتکندر و  کيلو باز ۶۱۱در  توکسين بتا 

نيتز مشتخص  Meerو  Songerنشد . همين نتایج در مطالعه 

 (.۶و ۱9 شد 

در نقتاط مختلتف  پرفرینجنتز کلستتریدیومتيپ های  یعتوز

در بعضی از مناطق جغرافيتایی  .متفاوت می باشد جغرافيایی

هم یک تيپ به عنوان تيپ غال  ذکر شده است. بته عنتوان 

و  ، ترکيته، ایتران، هنتدکره، بلژیک، مثال در آمریکای شمالی

ممکتن (. 3و  ۱۱و ۱۵گزارش گردید   Aنيجریه تيپ غال  

در بعضی از مناطق جغرافيایی یک تيپ وجتود نداشتته است 

در قتاره آمریکتای  Bتيپ  کلستریدیوم پرفرینجنز باشد. مثس

در حاليکه در انگلستان و آفریقتای  .شمالی یافت نشده است

جنوبی عامل اسهال خونی در بره می باشد که ضترر و زیتان 

کلستتتریدیوم در ایتتران . (۱3  ستتنگينی را بتته بتتار متتی آورد
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( کته در ۱0وجتود دارد   یایرانت واریانت Bتيپ  فرینجنزپر

 بعضی مناطق جغرافيایی مشاهده نمی شود.

و  Bتيتپ  کلستتریدیوم پرفرینجنتز MLDدر ایران در زمينه  

Potency  به روش خنثی سازی در موش آزمایشتگاهی مقالته

توستتط اردهتتالی و  ۱3۶۵. بررستتی در ستتال ای چتتان نشتتد

از خاو  کلستریدیوم پرفرینجنز یهمکاران در زمينه جداساز

صتتورت گرفتتت. در آن بررستتی هتتي  متتورد   مراتتتع کتترا

جداستتازی  Eو  B ،C تيتتپ هتتای  کلستتتریدیوم پرفرینجنتتز

ایزولته  Dتيپ  کلستریدیوم پرفرینجنزنگردید. از سوی دیگر 

پایينی نسات بته ستویه  (MLD شده از حداقل دز کشندگی 

بررستی در زمينته    Nillo(. 3های واکسينال برخوردار بتود  

MLD تيپ  کلستریدیوم پرفرینجنزC  انجام و گزارش نمتود

متی  ۱۵00/۱تتا  ۵00/۱نتيجه آن محدوده وستيعی از رقتت 

مکتن مباشد. الاته در ادامه اشاره نمود که بعضی از جدایه ها 

( در ۱۶استتت ميتتزان پتتایينی از توکستتين را ترشتتو نماینتتد  

 ایزوله شتده وم پرفرینجنزکلستریدیبررسی اردهالی بر روی  

در ایتن بررستی محتدوده  (.3نيز این نتيجه مشاهده گردید  

MLD  بتود کته بتا نتيجته  ۲۲۵0/۱تا  ۵00/۱از رقتNillo   

مطابقت دارد. پتنستی ستوش آرشتيو ضتعيف تتر از ستوش 

ه واکسينال بود. بنابراین سوش واکسينال مناس  تتر از جدایت

 های آرشيو می باشد. 
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