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چکیده

 و  (α)توکسین هاي آلفا    .   است کلستریدیومیکی از مهمترین گونه هاي بیماري زا در جنس           کلستریدیوم پرفرنجنس     :سابقه و هدف  

این مطالعه با هدف بررسی بیان ژن هاي کد کننده و سمیت توکسین             .   از توکسین هاي اصلی این باکتري به شمار می آید           (ε)اپسیلون

.  در دو محیط کشت پایه و محیط کشت پایه حاوي پودر جگر انجام شدDتایپ کلستریدیوم پرفرنجنس هاي 

. در ابتدا سویه استاندارد بر روي محیط کشت هاي پایه که نیمی از آنها حاوي پودر جگر بود کشت داده شد                         :  مواد و روش ها   

، با واکنش زنجیره اي پلی مراز دوگانه، توکسین ها از نظر بیان ژن مورد                  cDNA استخراج و پس از تبدیل شدن به           RNAسپس  

و میزان پروتئین با دستگاه اسپکتروفتومتري       )  MLD(میزان سمیت با استفاده از آزمون میزان حداقل کشندگی           .  بررسی قرار گرفتند  

 .بررسی شدند

 جفت بازي به ترتیب بیان موفقیت آمیز ژن هاي کد کننده               625 و   324 با ایجاد باندهاي      PCRالکتروفورز محصولات   :  یافته ها 

در این مطالعه میانگین حداقل میزان کشندگی توکسین در گروه هاي            .  توکسین هاي آلفا و اپسیلون را در دو محیط کشت نشان داد            

میانگین میزان پروتئین در    .   بود 1/4333 و   1/4000محیط کشت پایه رایج و محیط کشت پایه حاوي پودر جگر به ترتیب معادل                  

. میلی گرم بر میلی لیتر محاسبه گردید48/01 و 94/39محیط کشت پایه رایج و محیط کشت پایه حاوي پودر جگر به ترتیب معادل 

 MLDهمچنین با ارزیابی آزمون     .  نتایج این پژوهش نشان داد که ژن هاي کد کننده در حضور پودر جگر بیان می شوند                :  نتیجه گیري 

در دو محیط کشت مشخص شد که اگرچه توکسین توانایی کشندگی خود را حفظ کرده است اما افزودن پودر جگر تاثیر بسزایی بر                       

. میزان کشندگی توکسین ندارد

.پودر جگر، ، محیط کشت، بیان ژن، توکسینکلستریدیوم پرفرنجنس: واژگان کلیدي

92دي ماه : پذیرش براي چاپ 92مهرماه : دریافت مقاله

جوپار موسسه تحـقـیـقـات واکسـن            – جاده کرمان    17کرمان، کیلومتر   :   آدرس براي مکاتبه  * )   

و سرم سازي رازي، شعبه کرمان، بخش تحقیق و تولید فرآورده هاي بیولوژیک

m.shamsaddini@rvsri.ac.ir: پست الکترونیک09133980638: تلفن

مقدمه     

به    .        گونه دارد              80، بیش از                )   Clostridium(   کلستریدیوم                  جنس           

طوري که گروه متنوعی از باکتري هاي گرم مثبت میلـه اي بـا                                                                           

این ارگانیسم، اصـولالا                       ً      .       توانایی تشکیل اسپور را تشکیل می دهد                                               

اما برخی از گونه ها، توانایی بقـا در                                                        .       بی هوازي اجباري است                         

کلستریدیوم پرفرنـجـنـس                                .       حضور مقدار کمی اکسیژن را دارند                                        

   )Clostridium perfringens   (                                               یکی از بیشتریـن گـونـه هـاي ،

 این باکتري میله                        . می باشد            کلستریدیوم          بیماري زا در جنس هاي                                

اي، گرم مثبت، اسپورزا، بی حرکت و بی هوازي است و باعث                                                                            

همچنین این باکتري بـه                               .       ایجاد بیماري در انسان و دام می شود                                                
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طور فراوان در خاك، آب، غذا، مـدفـوع و روده انسـان و                                                                                       

 پس از              پرفرنجنس            کلستریدیوم          ) .         2 و        1(   حیوانات وجود دارد                         

مرگ انسان و حیوانات، جزء اولین گروه باکتري هایی اسـت                                                                              

که به بافت هاي مختلف جسد هجوم مـی بـرد و مـوجـب                                                                                   

در جنگ جهانی اول این باکتري به                                            .       گندیده شدن آن می گردد                             

عنوان یک عامل مهم قانقاریاي گازي شناخته شد و مـوجـب                                                                             

 این باکتري قادر است بـه                                        .)   1(   مرگ صدها هزار سرباز گردید                                     

اشکال مختلف بیماري زایی درآید و باعث بـیـمـاري هـاي                                                                                 

هیستوتوکسیک و روده اي زیادي در انسان و حیوانـات شـود                                                                          

).        4 و    3( 

 توکسین است                 17قادر به تولید حداقل                             کلستریدیوم پرفرنجنس                         

.   که تمام آنها پروتئیی و داراي خاصیت پادگنی مـی بـاشـنـد                                                                                    

سویه هاي منحصر به فردي، زیر مجموعه هایی از توکسین ها                                                                          

،   )   α(   به طوري که چهار توکسین اصلی آلفا                                                  .       را تولید می کنند                      

براي استفاده در طبقـه بـنـدي                                              )       ι(   و یوتا            )       ε(   ، اپسیلون               )   β(   بتا       

 کاربـرد              E و        A      ،B     ،C     ،Dبه تیپ هاي              کلستریدیوم پرفرنجنس                         

از این میان توکسین اپسیلون، به عنوان یـکـی از                                                                     ) .         5-7(   دارد        

مهم ترین توکسین هاي این باکتـري شـنـاخـتـه مـی شـود                                                                                         

 D و       Bتوکسین اپسیلون، تـوسـط تـیـپ هـاي                                                   ) .         10-8،     2(   

کـه       (   به شکل نسبـتـاا غـیـر فـعـال                           ً                              کلستریدیوم پرفرنجنس                          

، تولید و در مـجـراي                                      )   پروتوتوکسین اپسیلون نامیده می شود                                         

این توکسـیـن، بـه                               .       روده اي، توسط تریپسین، فعال می گردد                                               

 عامل بیوتروریسم، پس از توکسین هاي تتانوس                                                         Bعنوان دستۀ                

).    11 و    4( و بوتیلینوم تقسیم بندي می شود                               

به منظور تشخیص توکسین باکتري، از آزمون خنـثـی سـازي                                                                             

در موش و خـوکـچـه هـنـدي                                            )     Sero-neutralization( سرم       

 ساعت پس از انـجـام                                 72نتیجه این آزمایش                        .       استفاده می شود                  

آزمایش قرائت می شود که فرآیندي وقت گیر، پر هزینه و تک                                                                             

علاوه بر آزمایش خنثی سازي سرم،                                         ) .         6 و        5(   ظرفیتی می باشد                      

روش هاي سرولوژیکی و مولکولی دیگري نیز براي تعیین نوع                                                                      

از مهم ترین آنها می توان بـه آزمـایـش                                                             .       توکسین وجود دارد                    

، کـانـتـر                      )   Latex agglutination test(   آگلوتیناسیون لاتکس                         

و   )       Counter immunoelectrophoresis(   ایمونوالکـتـروفـورز                               

اشاره نمود که هر کدام مـعـایـب و مـزایـاي                                                                       )       ELISA(   الایزا         

یـکـی از روش هـاي                                     ) .         2 و          1(   مخصوص به خود را دارند                                 

جدیدي که می توان حضور یا عدم حضور یک ژن خاص را در                                                             

 بررسی کرد و نیازي بـه خـالـص                                                     RNA یا         DNAمخلوطی از               

)   PCR(    ندارد، واکنش زنجیره اي پلی مراز                                  RNA یا     DNAبودن        

این روش از ویژگی هاي زیادي مانند سرعت، دقـت                                                         .       می باشد         

و حساسیت بسیار بالا برخوردار بوده و بسیار سریع تر و دقیـق                                                                                  

  ).  12( تر از روش هاي قدیمی عمل می نماید                                  

 تولید کنندة اپسیلون، عامل ایجـاد کـنـنـده                                                                  Dجدایه هاي تیپ                     

آنتروتوکسمی بسیار کشنده، خصوصا  در گوسفند و بز می باشند                                         ً                                 

آنتروتوکسمی ایجاد شده توسط پـروتـوتـوکسـیـن هـاي                                                                          ) .         2(   

، می تواند سبب مرگ و میر در                                           کلستریدیوم پرفرنجنس                     اپسیلون           

یکی از راه هـاي کـنـتـرل                                            ) .         11 و        10،     2(   حیوانات اهلی شود                        

بیماري هاي ناشی از این گروه باکتري ها، تهیـه واکسـن مـی                                                                                       

با توجه به فرآیند تولید واکسن، لازم است در مرحله اي                                                                          .       باشد    

سوش هاي واکسینال در محیط کشت هاي مغذي تکثیر پـیـدا                                                                            

بنابراین اگر مشخص شود که در یک محیط کشت مغذي،                                                                 .       کنند    

سمیت افزایش پیدا می کند می توان از آن براي ارتقاء کیفـیـت                                                                                     

از آنـجـائـی کـه یـکـی از                                                     .       ایمنی زایی واکسن استفاده نمود                                     

ترشح توکسین بـه درون                                  کلستریدیوم پرفرنجنس                         خصوصیات           

محیط کشت می باشد، به منظور مقایسه سمیت مـی تـوان از                                                                                 

)   Minimum Lethal Dose( آزمون تعیین حداقل میزان کشندگی                                  

).    13( بر اساس دستور العمل دارویی کشور اروپا استفاده نمود                                                    

این مطالعه با هدف بررسی بیان ژن هاي کد کننده توکسین هاي                                                                               

 در دو مـحـیـط                              Dتیپ       کلستریدیوم پرفرنجنس                         آلفا و اپسیلون                      

کشت پایه و محیط کشت پایه حاوي پودر جگر و نیز سنجـش                                                                            

. میزان سمیت آنها انجام شد                        

مواد و روش ها             

 در ابتدا محیط کشت هاي مغذي بر اساس                                                       : پاساژ سوش           )     الف   

دستورالعمل استاندارد موسسه تحقیقات واکسن و سرم سازي                                                                       

رازي شعبه کرمان تهیه و پس از انجام مراحل استریلیزاسیون و                                                                                

 کلستریدیوم               اطمینان از عدم وجود آلودگی، سوش واکسینال                                                          
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به محیط کشت ها اضافه                                      D  (Cl. D409)تیپ       پرفرنجنس            

در ادامه محیط ها با ایجاد شرایط بی هوازي با دستگاه                                                                        .     گردید     

 MART® Microbiology B.V. the( آنوکسومات                                   

Netherlands (                درجه سانتی                 37 ساعت در دماي                       24، به مدت 

پس از اطمینان از رشد و پاساژ                                                .     گراد گرما گذاري شدند                            

سوش، محیط کشت پایه بر اساس دستورالعمل بخش به تعداد                                                                      

به طوري که به نیمی بر اساس                                                    .      عدد ساخته شد                         12

و به نیمی دیگر پودر جگر                                   )     D1گروه        ( دستورالعمل رایج بخش                           

 )Himedia, India     (              گرم در لیتر                        7به میزان  )        گروهD2     (       اضافه

پس از اطمینان از عدم وجود آلودگی، سوش واکسینال                                                                .     گردید     

.   پاساژ داده شده، تلقیح گردید                                     Dتیپ       کلستریدیوم پرفرنجنس                         

پس از گرما گذاري، از هر یک از ظروف کشت داده شده                                                                                 

حاوي محیط کشت پایه رایج و محیط کشت پایه حاوي پودر                                                                         

 میلی لیتر نمونه گیري به عمل آمد تا در                                                                20جگر، به میزان                       

 . مورد استفاده قرار گیرد                        PCRمرحله انجام واکنش                   

 (RNX-PLUSبراي این منظور از کیت                                   :     RNAاستخراج           )     ب 

و مطابق با دستورالعمل شرکت سازنده استفاده                                                         )     سیناژن، ایران               

 دقیقه با               10به طور خلاصه در ابتدا نمونه ها به مدت                                                          .     گردید     

پس از دور ریختن مایع                                  .      سانتریفیوژ شدند                      rpm2500دور       

 و      RNXTM-PLUSرویی، یک میلی لیتر محلول سرد شدة                                                      

سپس نمونه             .      میکرولیتر کلروفرم به هر نمونه اضافه گردید                                                        200

 دقیقه قرار داده                          5 درجه سانتی گراد به مدت                                         4ها در دماي                    

بعد از انجام سانتریفیوژ فاز رویی به میکروتیوب عاري                                                                      .     شدند    

انتقال یافت و ایزوپروپانول با حجم مساوي به آن                                                                   RNase از  

 درجۀ         4 در دماي                    rpm 12000سپس با دور                .     اضافه گردید             

مایع رویی دور                   .      دقیقه سانتریفیوژ شد                          15سانتی گراد به مدت                           

 درصد، رسوبات با                        75ریخته شد و پس از اضافه نمودن اتانول                                                     

 میکرولیتر آب تیمار شده با دي اتیل پیروکربونات                                                                                      50

(Diethylpyrocarbonate)         حل گردید  .

واکنش زنجیره اي پلی مراز با نـسخه بـرداري معکـوس                                                                              )       ج 

 )RT-PCR  :(                                              بــه منظــور ســنتز cDNA                        ابتــدا مخلــوط 

RNA-primer                   میکرولیتـر                   2/5 میکرولیتر شامل                       10با حجم کل 

RNA           ،1جـدول             (    میکرولیتر از هر کدام از آغازگرهـا                                                      1 تام   ( ،

 میکرولیـتر آب عـاري از                                             2/5 و    dNTP میکرولیتر مخلوط                      1

 درجۀ         65 دقیقه در دماي                        5سپس به مدت                  .       نوکلئاز، آماده گردید                        

بـا         cDNAدر مرحلۀ بعد مخلوط سنتز                                   .       سانتی گراد قرار گرفت                          

ــتر شــامل                                   10حجــم کــل                       ــر                             2 میکرولی ــتر باف  میکرولی

   )10      (M-MuLV     ،0/5                                       میکرولیتر آنزیم ترانسکریپتاز M-MuLV  

 ) .     14    -16(    میکرولیتر آب عاري از نوکلئاز تهیـه شـد                                                                   7/5و     

.    اضافه گردیـد                     RNA-primer به مخلوط                 cDNAمخلوط سنتز                

 درجۀ سانتی گـراد قـرار                                       42 ساعت در دماي                       1سپس به مدت                  

.   گرفت    

  31/5 میکرولیتر شامل                               50 با حجم نهایی                                  PCRواکنش     

 میکرولیتر از                   x10     ،1/25 میکرولیتر بافر                           5میکرولیتر آب مقطر،                          

  dNTP Mix میکرولیتر                0/5،     )  میکرومولار            10غلظت        ( هر پرایمر               

غلظت      (   MgCl2 میکرولیتر                    1،       )  میکرومولار              2/5غلظت          ( 

 میکرولیتر آنزیم                      2 الگو و               DNA میکرولیتر                5،         )  میکرومولار            2/5

Taq DNA Polymerase   )          میکرولیتر            100 واحد در                  5غلظت    (

).  16 و    15( انجام گردید             

با    )     بیوراد، آمریکا                (  در دستگاه ترموسایکلر                               PCRدر ادامه واکنش                      

  95 دقیقه واسرشت شدن ابتدایی در دماي                                                       10شرایط دمایی                   

 چرخه شامل واسرشت شدن                                 35درجه سانتی گراد و در ادامه                                          

 ثانیه، اتصال در                          90 درجه سانتی گراد به مدت                                         94در دماي             

 ثانیه، گسترش در دماي                               90 درجه سانتی گراد به مدت                                     53دماي        

)bp(اندازه )'3 -'5 (توالی ژنتوکسین

plcآلفا
GCTAATGTTACTGCCGTTGA
CCTCTGATACATCGTGTAAG

324

etxاپسیلون
GCGGTGATATCCATCTATTC

CCACTTACTTGTCCTACTAAC
655

توالی آغازگرها جهت واکنش زنجیره اي پلی مراز: 1جدول 
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 ثانیه و در نهایت گسترش                                     90 درجه سانتی گراد به مدت                                       72

 دقیقه انجام                  10 درجه سانتی گراد به مدت                                       72نهایی در دماي                     

 درصد حاوي                  1/5 به ژل آگاروز                             PCRمحصولات            .     شد  

DNA safe stain                                                         منتقل و پس از الکتروفورز به وسیله ژل داك 

. مورد بررسی قرار گرفت                    

 به این منظور از محیط کشت هاي                                               : حداقل میزان کشندگی                      )     د 

پایه رایج و محیط کشت پایه حاوي پودر جگر کشت داده                                                                              

، قبل از اضافه کردن                                   D تیپ            کلستریدیوم پرفرنجنس                     شده       

پس از سانتریفیوژ، رقت هاي متفاوتی                                               .     فرمالدئید استفاده شد                        

 میلی لیتر به دو                            0/5از توکسین تهیه و از هر رقت به میزان                                                           

 ساعت تحت نظر                     72موش ها به مدت                         .     موش تزریق گردید                   

بر    .     گرفته شدند و موارد مرگ با رقت مربوطه گزارش شد                                                                       

اساس تلفات مشاهده شده، حداقل میزان کشندگی تعیین                                                                         

.   گردید     

 میزان پروتئین تام با استفاده از                                                      : سنجش میزان پروتئین                        )     ه 

به این منظور، رقت                         .     دستگاه اسپکتروفتومتري تخمین زده شد                                          

 از هر کدام از محیط کشت                                     1/10000 و        1/1000،     1/100هاي       

هاي پایه رایج و محیط کشت پایه حاوي پودر جگر کشت                                                                             

، قبل از اضافه کردن                             Dتیپ       کلستریدیوم پرفرنجنس                         داده شده              

 در طول             (OD)سپس میزان جذب نور                             .     فرمالدئید تهیه گردید                        

 نانومتر قرائت و بر اساس فرمول زیر                                                      280 و        260موج هاي             

).  17( مقدار پروتئین تعیین شد                        

(1.55×OD280nm)-(0.76×OD260nm)    =             غلظت پروتئین )mg/ml (

یافته ها        

نتایج واکنش زنجیره اي پلی مراز با نسخه برداري                                                                           )     الف   

 نتایج نشان داد که اندازه باندهاي مربوط به ژن هاي                                                                         : معکوس     

 و      324کد کننده توکسین هاي آلفا و اپسیلون به ترتیب معادل                                                                         

این امر نشان دهندة بیان                                       .     می باشد         )     bp(  جفت باز                    655

موفقیت آمیز ژن هاي کد کننده توکسین هاي آلفا و اپسیلون                                                                               

).  1شکل     ( در دو محیط کشت می باشد                        

:   نتایج حاصل از بررسی حداقل میزان کشندگی توکسین                                                               )     ب 

پس از تزریق نمونه هاي رقیق شده، موش هاي تحت آزمایش                                                                        

سپس بر اساس تعداد                         .      ساعت تحت نظر گرفته شد                                72به مدت            

موش هاي تلف شده در هر گروه، حداقل میزان کشندگی تعیین                                                                          

در این مطالعه میانگین حداقل میزان                                                       ).      2جدول          ( گردید           

کشندگی توکسین در گروه هاي محیط کشت پایه رایج و محیط                                                                         

 و      1/4000کشت پایه حاوي پودر جگر به ترتیب معادل                                                                   

.   این اختلاف از نظر آماري معنی دار نبود                                    .    بود    1/4333

در این          :     نتایج حاصل از بررسی میزان سنجش پروتئین                                                          )     ج 

پژوهش میانگین میزان پروتئین در محیط کشت پایه رایج و                                                                               

 و      94/39محیط کشت پایه حاوي پودر جگر به ترتیب معادل                                                                  

این اختلاف از                  .      میلی گرم بر میلی لیتر محاسبه گردید                                                     48/01

. نظر آماري معنی داري بود                       

بحث   

 و      RT-PCRدر مطالعه حاضر با استفاده از روش هاي                                                                      

duplex PCR                                                            مشخص گردید که ژن هاي کدکننده توکسین 

هاي آلفا و اپسیلون در محیط کشت به طور موفقیت آمیز بیان                                                                                  

 مشخص شد که                   MLDهمچنین با استفاده از آزمایش                                       .     شده اند         

افزودن پودر جگر به محیط کشت پایه رایج تاثیري بر افزایش                                                                                

.  ندارد        کلستریدیوم پرفرنجنس                      Dمیزان توکسین در تیپ                   

به    .     بیماري هاى باکتریایی و افزایش آن یک مشکل جهانی است                                                                    

طوري که هر ساله تعداد زیادي دام، طیور و حتی انسان در اثر                                                                                    

. نتایج الکتروفورز محصولات واکنش زنجیره اي پـلـی مـراز            :   1شکل  

کنترل )   3کنترل مثبت، ستون )   2 جفت بازي، ستون     100مارکر  )   1ستون  

نمونه هاي حاصل از  کشت در محیط کشـت          )   6 تا   4منفی، ستون هاي    

نمونه هاي حاصل از  کشت در محیـط کشـت     )  9 تا 7پایه، ستون هاي  

).پایه حاوي پودر جگر
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 تلف می شوند و                          کلستریدیوم          آلودگی به باکتري هاي جنس                                      

بیماري هاي              .     خسارات جانی و مالی فراوانی به بار می آید                                                              

 ایجاد می شود براي مثال                                   کلستریدیوم پرفرنجنس                     زیادي توسط                

قانقاریا که در اثر تولید توکسین آلفا و آنتروتوکسمی در اثر                                                                                     

یکی از راه هاي کنترل                              .     تولید توکسین اپسیلون ایجاد می شود                                           

بیماري هاي ناشی از این باکتري ها، تهیه واکسن مناسب می                                                                               

بر همین اساس شناساسی ژن هاي کد کننده مربوط به                                                                     .     باشد    

. این توکسین ها حائز اهمیت می باشد                                

بسیاري از محققین با اضافه کردن ترکیبات و مواد مورد نیاز به                                                                                  

محیط کشت ها، رشد و تکثیر ارگانیسم ها را مورد بررسی                                                                                

پودر جگر یک ترکیب سنتتیک تجاري بوده و در                                                            .     قرار دادند            

مواردي به عنوان ترکیب غنی کننده محیط کشت رشد باکتري                                                                         

در حال حاضر از این ترکیب در فرآیند تولید                                                                .     کاربرد دارد             

  کلستریدیوم پرفرنجنس                     واکسن، به عنوان محرك رشد و تکثیر                                                

از آنجائی که                  .     در سیستم فرمانتوري در کشور استفاده می شود                                                       

در سیستم غیر فرمانتوري، از پودر جگر استفاده نمی شود لذا                                                                               

با توجه به نتایج این تحقیق مشخص شد که اضافه کردن پودر                                                                             

کلستریدیوم            جگر مانع از بیان ژن هاي آلفا و اپسیلون                                                                            

.    نمی شود        D تیپ      پرفرنجنس        

 تاثیر اضافه                  2010و همکاران در سال                            )     Mazoochi( مازوچی          

 را مورد               bcl-2 و    baxکردن اسیدآسکوربیک بر بیان ژن هاي                                                

آنها نتیجه گرفتند که اسید آسکوربیک سبب                                                    .     بررسی قرار دادند                    

 در گروه غیر انجمادي و بهبود رشد                                                        baxکاهش بیان ژن                      

 ).  18( فولیکول ها پس از انجماد شیشه اي تخمدان می گردد                                                

PCR                                                                     تکنیکی است که که می توان حضور یا عدم حضور یک 

یک    .      بررسی نمود               RNA یا         DNAژن خاص را در مخلوطی از                                    

، واکنش زنجیره اي پلی مراز با                                                 PCRروش تغییر یافته از                                

می باشد که یک روش                             )     RT-PCR( نسخه برداري معکوس                           

 در نمونه می باشد                             RNAانتخابی، سریع و نیازمند میزان کم                                                  

با    .     در مطالعه حاضر نیز از این روش استفاده شد                                                                    ).      19( 

مشاهده باندهاي ایجاد شده در الکتروفورز محصولات واکنش                                                                   

زنجیره اي پلی مراز مشخص شد که توکسین هاي آلفا و                                                                               

به عبارت            .     اپسیلون در درون هر دو محیط کشت بیان شده اند                                                               

 از       RNAدیگر توکسین هاي آلفا و اپسیلون در ابتدا به صورت                                                                       

ترجمه شده و سپس                       کلستریدیوم پرفرنجنس                         روي ژنوم باکتري                       

 تبدیل و با استفاده از                                  cDNAدر روند نسخه برداري معکوس به                                          

واکنش زنجیره اي پلی مراز و الکتروفورز به صورت باند بر                                                                                   

.   روي ژل دیده شدند                

 سه روش متفاوت را                           2001و همکاران در سال                          )     Nuyts( نایتس         

.    از باکتري هاي گرم مثبت مقایسه کردند                                                    RNAبراي استخراج                  

استفاده         )     2فنل،            -روش اسید          )     1:     این سه روش عبارت بودند از                                   

سیستم       )     3)     شرکت کیاژن، آمریکا                          (   RNeasy miniاز کیت              

نتایج آنها نشان داد که                                        .      تام از پرومگا                          RNAجداسازي             

 اگرچه          RNeasy mini با استفاده از کیت                                      RNAجداسازي           

گرانقیمت است اما یک روش آسان و سریع براي جداسازي                                                                          

RNA                                                ها می باشد                     کلستریدیوم           با کیفیت عالی در مقدار زیاد 

 از روش               2009و همکاران در سال                              )     Osman( عثمان         ).      20( 

 براي تشخیص دو توکسین آلفا و                                                  SDS-PAGEالکتروفورز              

در محیط کشت ناخالص مثل                                  کلستریدیوم پرفرنجنس                         اپسیلون           

 می تواند                SDS-PAGEنتایج نشان داد که                         .     شیر استفاده کردند                     

براي تشخیص ژنوم توکسین هاي آلفا و اپسیلون در یک محیط                                                                          

).  21( کشت ناخالص به کار برده شود                            

 از واکنش               2010و همکاران در سال                          )     Badagliacca( باداگالیکا              

به منظور            )     Multiplex PCR( زنجیره اي پلی مراز چندگانه                                            

 و از واکنش زنجیره                            cpi     و    cpa     ،cpb1     ،cpetxشناسایی ژن هاي                      

 کد       cpb2     ،cpeاي پلی مراز دوگانه براي شناسایی ژن هاي                                                                

نمونه ها            .      استفاده نمودند                   β2 و        α     ،β1     ،ε     ،ιکننده آنتروتوکسین                       

 جدایه از حیوانات                         41 جدایه از خرگوش و                             19به ترتیب شامل                     

 در       cpb2 به تنهایی یا در ارتباط با ژن                                                       cpaژن      .     مزرعه بود           

 سویه         7 در           cpb2ژن      .     تمامی نمونه ها تشخیص داده شد                                            

)    درصد       36/8( از جدایه هاي خرگوش                            کلستریدیوم پرفرنجنس                         

.   تشخیص داده شد                 )      درصد       21/9(  جدایه از حیوانات مزرعه                                   9و     

 درصد از جدایه هاي خرگوش و                                            63/2 در         cpaهمچنین ژن               

).  22(  درصد از جدایه هاي حیوانات مزرعه یافت گردید                                             76/9

 از روش واکنش                       2010و همکاران در سال                              )     Wang( وانگ        

براي      )     duplex-qPCR( زنجیره اي پلی مراز کمی دوگانه                                                       
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کلستریدیوم            تشخیص ژن هاي کد کننده توکسین هاي                                                                

در گاو استفاده                    )     cpeو      cpa     ،cpb ،cpb2     ،etx     ،ia  (   پرفرنجنس        

 گاو شیرده متعلق به سه گله در                                                     261نمونه ها از                     .     نمودند      

با استفاده از                   .     چین جمع آوري شده بود                              )     Ningxia( نینگسیا           

 نمونه اي که                    176واکنش زنجیره اي پلی مراز کمی دوگانه در                                                          

در واکنش زنجیره اي پلی مراز مثبت تشخیص داده شد، وجود                                                                          

  176به ترتیب در                             cpe و            cpa       ،etx       ،cpb2ژن هاي                

  4و     )      درصد       80/7  (   142،     )  درصد       8/5  (   15،     )  درصد       100( 

یافته هاي آنها نشان داد که سویه هاي                                                     .     تایید شد          )      درصد       2/3( 

به طور وسیع                  کلستریدیوم پرفرنجنس                             β2تولید کنندة توکسین                      

در گاوهاي شیرده در نینگسیا شیوع دارد و احتمالا نقش مهمی                                                                            

ایفا      کلستریدیوم پرفرنجنس                         در ارتباط با بیماري اسهال ناشی از                                                 

).    23( می نماید          

 نمونه          75(  نمونه از شتر                       150و همکاران               )     Mohamed( محمد        

از کشتارگاه زاگازیگ                           )      نمونه سوآپ از لاشه                              75مدفوع و               

 )Zagazig     (     نمونه مدفوع انسانی                                 60و  )نمونه مبتلا به                          40 

را از بیمارستان عمومی                                 )      نمونه غیر اسهالی                           20اسهال و               

کلستریدیوم            زاگازیگ جمع آوري کردند و به منظور جداسازي                                                           

واکنش       .     این نمونه ها را مورد بررسی قرار دادند                                                         پرفرنجنس            

،   cpaزنجیره اي پلی مراز چندگانه براي تشخیص ژن هاي                                                                        

cpb     ،cpb2     ،iap ،etx         و cpe                                 نتایج به            .      در جدایه ها انجام شد

 E و      A       ،B       ،C       ،Dدست آمده نشان داد که تیپ هاي                                                          

،   )  درصد       65  (   26/40به ترتیب به میزان                   کلستریدیوم پرفرنجنس                        

و   )      درصد       2/5  (   1/40،     )  درصد       2/5  (   1/40،     )  درصد       10  (   4/40

).  24( در نمونه ها تشخیص داده شدند                             )    درصد     0 (  0/40

 از واکنش زنجیره                        2012و همکاران در سال                          )     Jabbari( جباري         

 در تیپ هاي مختلف                           cpb2اي پلی مراز به منظور تشخیص ژن                                             

جدا شده از بیماري هاي روده اي در                                                    کلستریدیوم پرفرنجنس                         

 در میان جدایه هاي                                    cpb2حضور          .     حیوان استفاده کردند                           

 با       D و        A     ،B     ،Cبه ترتیب در تیپ هاي                               کلستریدیوم پرفرنجنس                         

)   6/14(  درصد           42/8،     ) 13/21(  درصد           62،     ) 6/11(  درصد           54/5

).  25( گزارش گردید             )   9/13(  درصد       69/25و   

واکنش زنجیره اي                         )     2010( و همکاران                   )     Ahsani( احسنی           

را براي شناسایی تیپ هاي                                   )     Triplex PCR( پلی مراز سه گانه                            

B ،C      و D                               همزمان استفاده                      به صورت          کلستریدیوم پرفرنجنس

 جفت        324نتایج نشان داد که در تمامی نمونه ها، قطعه                                                               .     کردند     

).  15(  ایجاد شده است                cpaباز مربوط به ژن کد کننده توکسین                                 

در پژوهش حاضر آزمایش میزان کشندگی توکسین اپسیلون                                                                        

 کشت داده شده در محیط کشت هاي                                             Dفعال در دو گروه تیپ                               

 مورد بررسی                 In vivoپایه رایج و حاوي پودر جگر به صورت                                                     

تا کنون فرض بر این بود که پودر جگر بر توکسین                                                                  .     قرار گرفت           

 در سیستم غیر فرمانتوري                                 D تیپ          کلستریدیوم پرفرنجنس                     زایی        

 و نتایج              MLDاما با استفاده از آزمایش                                      ).      27 و        26( تاثیر دارد                

 در محیط کشت پایه                           MLDاین تحقیق، مشخص شد که میزان                                           

رایج و محیط کشت پایه حاوي پودر جگر اختلاف معنی داري                                                                          

به عبارت دیگر اضافه کردن پودر جگر تاثیري در افزایش                                                                      .     ندارد     

شماره نمونهنوع محیط

نتیجه آزمون

)میلی لیتر(سنجش حداقل میزان کشندگی توکسین 

مقدار                            میانگین               

)میلی گرم بر میلی لیتر(سنجش پروتئین 

مقدار                      میانگین

 محیط کشت پایه

رایج

D111/5000

1/4000

113/996

94/39 D121/300080/341

D131/400088/823

محیط کشت پایه 

حاوي پودر جگر

D211/4000

1/4333

41/925

48/01 D221/300048/944

D231/600053/173

 کلستریدیوم پرفرنجنس سنجش پروتئین حاصل از کشتسنجش حداقل میزان کشندگی توکسین و مقایسه نتایج حاصل از انجام آزمایش هاي         : 2جدول 

.رایج و محیط کشت پایه حاوي پودر جگر در محیط کشت پایه
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.  ندارد        D تیپ          کلستریدیوم پرفرنجنس                     مقدار توکسین اپسیلون                            

 از موش هایی با                           2008و همکاران در سال                            )     Rocha( روچا        

 گرم به منظور مطالعه عوامل بیماري زا با تزریق                                                                     18-22وزن       

 یا       Dوریدي تهیه شده از مایع رویی کشت رویشی تیپ                                                                         

یافته هاي آنها                      .     توکسین اپسیلون خالص شده استفاده کردند                                                   

نشان داد که تزریق وریدي مدل موش براي مطالعه اثرات                                                                               

سیستمیک توکسین اپسیلون مفید بوده و این گونه ها به                                                                                   

همچنین آنها دریافتند                          .      حساس می باشند                    Dتوکسین هاي تیپ                      

 بیشتر باشد باکتري مورد نظر توکسین                                                  MLDکه هر چه میزان                        

بنابراین واکسن تولید شده ایمنی                                          .     بیشتري تولید کرده می کند                                  

این امر از نظر اقتصادي                                  .     زایی بیشتري در دام ایجاد می کند                                               

).    28( مقرون به صرفه می باشد                       

و همکاران، کشندگی                       )     Fernandez-Miyakawa( فرناندز میکاوا                    

مایع رویی محیط کشت تیمار شده با تریپسین و غیر تریپسین                                                                             

 را در تزریق وریدي به                                   کلستریدیوم پرفرنجنس                           Bجدایه تیپ               

آنالیز همبستگی مقایسه                           .      بررسی کردند                MLDموش در آزمون                    

 در برابر مطالعات                             Bسطوح توکسین در مایع رویی تیپ                                                  

کشندگی و خنثی سازي هر دو نشان داد که عامل اصلی براي                                                                               

.    بوده است             cpbکشندگی بدون تیمار شدن با تریپسین، حضور                                                      

 هر دو بعد از                         etx و        cpbمطالعات خنثی سازي نشان داد که                                             

 تولید          cpbتیمار شدن با تریپسین مهم هستند و حداقل قسمت                                                                 

 بعد از تیمار شدن با تریپسین،                                           Bشده توسط جدایه هاي تیپ                                      

  etx     ،cpb2همچنین ارتباط معنی داري بین                                       .     فعال باقی می ماند                       

  B در میان جدایه هاي تیپ                                          in vitro تولید شده در                           cpaو     

 etx و    cpbاین نتایج پیشنهاد می کند که احتمالالا                                           ً         .     وجود داشت           

کلستریدیوم            هر دو مهم ترین عامل ایجاد کننده عفونت                                                                       

).    29(  در حیوانات اهلی می باشند                           Bتیپ     پرفرنجنس          

 تیپ      کلستریدیوم پرفرنجنس                     در پژوهش حاضر مایع رویی                                         

D                                                                            که در محیط کشت هاي رایج و حاوي پودر جگر رشد یافته 

بود با سانتریفیوژ کردن جدا و بعد از اضافه کردن تریپسین به                                                                                     

.    دقیقه انکوبه و به صورت وریدي به موش تزریق شد                                             45مدت     

.   نتایج نشان داد که تفاوت معنی داري بین دو گروه وجود ندارد                                                                    

به عبارت دیگر توکسین بیشتري با اضافه کردن پودر جگر                                                                              

تولید نشده است تا با اضافه کردن آنزیم تریپسین به توکسین                                                                                   

. فعال تبدیل شده و موش هاي بیشتري را بکشد                                       

 آزمایش           2012و همکاران در سال                            )     El.Shorbagy( الشوربگی            

MLD                                                                            را براي ارزیابی میزان کشندگی توکسین آلفا از تیپ 

A                                                و توکسین اپسیلون از تیپ D                                 در موش انجام دادند    .

یافته هاي آنها نشان داد که حداقل دوز کشندگی                                                                                           

 و براي                 16 به             A       ،1 تیپ              کلستریدیوم پرفرنجنس                       براي          

همچنین حداقل دوز کشندگی                                   .      می باشد              18 به           D     ،1تیپ       

).    30(  گزارش شد                         0/014،       کلستریدیوم پرفرنجنس                       براي          

اما در مطالعه حاضر میزان توکسین اپسیلون فعال شده با                                                                                       

در دو محیط                     D  تیپ        کلستریدیوم پرفرنجنس                       تریپسین از                    

.   کشت پایه رایج و حاوي پودر جگر بررسی گردید                                                                                 

 در محیط کشت فاقد پودر جگر                                        MLDنتایج نشان داد که میزان                                   

 یا         1/4000
3-

 و در محیط کشت حاوي پودر جگر                                              0/25         10

 یا           1/4333
3-

از نظر آماري تفاوت                              .      می باشد              0/23         10

معنی داري بین این دو محیط کشت از نظر میزان                                                                                          

. سمیت توکسین اپسیلون وجود نداشت                              

 توکسین هاي                 MLD،     2010و همکاران در سال                      )   Fahmy( فهمی        

 را مورد بررسی و موش هاي مورد آزمایش را به                                                                  کلستریدیومی           

 را به عنوان                      MLDآنها        .     مدت سه روز تحت نظر قرار دادند                                             

بالاترین رقتی از توکسین که موش را در مدت معین شده                                                                                  

نتایج نشان داد که توکسین اپسیلون                                              .     می کشت، تعریف نمودند                          

،   1/400 به           1/10، براي توکسین بتا از                                      1/1200 به           1/10از      

 و      1/50 به           1/10 از           کلستریدیوم نوآي                 براي توکسین آلفاي                             

  1/20 به           1/2 از           کلستریدیوم سپتیکوم                    براي توکسین آلفاي                             

).  31( شروع می گردد              

در این مطالعه آزمایش سنجش میزان پروتئین با استفاده از                                                                                     

  in vitroدستگاه اسپکتروفتومتري انجام شد و نتایج به صورت                                                                    

اسپکتروفتومتري از ابزارهاي بسیار                                          .     مورد بررسی قرار گرفتند                              

به طور کلی در                           ).      17( قدرتمند در آنالیز شیمیایی است                                                   

روش سنجش میزان پروتئین با استفاده از                                                                                              

اسپکتروفتومتري، تمام پروتئین هاي تولید شده توسط                                                                                 

)    نانومتر            280 و            260( باکتري در دو طول موج متفاوت                                                     
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.   اندازه گیري شد              

نتایج نشان داد که اختلاف معنی داري بین میزان پروتئین                                                                                   

تولیدي در محیط کشت پایه رایج و محیط کشت پایه حاوي                                                                           

این اختلاف شاید به این علت                                               .     پودر جگر وجود دارد                              

باشد که میزان توکسین در گروهی که حاوي پودر جگر                                                                                

با این وجود                   .     تجارتی بوده کمتر از گروه دیگر می باشد                                                             

نمی توان گفت که نتایج مربوط به گروه فاقد پودر جگر تنها                                                                                  

بلکه ممکن است                         .     مربوط به توکسین اپسیلون است                                               

توکسین هاي دیگري نیز هنوز در محیط کشت                                                                                   

مورد آزمایش وجود داشته که توسط اسپکتروفتومتري اندازه                                                                          

به همین دلیل براي نتیجه گیري                                                          .     گیري شده اند                      

قطعی توصیه می شود با روش هاي بیوشیمایی میزان پروتئین                                                                            

. مورد مقایسه قرار گیرد                     

نتیجه گیري          

 تام          RNA براي استخراج                           RNX-PLUSاستفاده از کیت                            

و نیز الکتروفورز ژل آگاروز براي نشان                                                  کلستریدیوم پرفرنجنس                         

علاوه بر این اگر                       .     دادن باندهاي آلفا و اپسیلون مناسب می باشد                                                       

، پودر جگر                  D تیپ            کلستریدیوم پرفرنجنس                     به محیط کشت                     

همچنین        .     اضافه شود ژن هاي آلفا و اپسیلون بیان می شوند                                                                      

افزودن پودر جگر به محیط کشت پایه رایج تاثیري بر افزایش                                                                                

. میزان توکسین ندارد                  

تشکر و قدردانی              

نویسندگان این مقاله از کارکنان موسسه تحقیقات واکسن و سرم                                                                            

سازي رازي شعبه کرمان به دلیل همکاري صمیمانه در اجراي                                                                            

. این پژوهش کمال امتنان را دارند                              
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Abstract

Background and Objectives: Clostridium perfringens is one of the most pathogenic species in the

clostridium genus. Alpha (α) and epsilon (ε) are the main toxins of this bacteria. This study aimed

to express the genes encoding alpha and epsilon toxins of C. perfringens type D in two media (in

the base medium and the base medium containing liver powder) and to analyze their toxicity.

Materials and Methods: The standard strain was inoculated in the base enrichment medium,

which half of them were enriched by powder liver. Then, RNAs were extracted and after

converting to cDNA using double polymerase chain reaction, the gene expression was

investigated on gels. The level of protein expression was measured by spectrophotometery and the

cell toxicity of these proteins was determined by minimum lethal dose (MLD) assay.

Results: The electrophoresis of PCR products showed two bands, 324 and 625, which represented

successful expression of the genes encoding of alpha and epsilon toxins in both media. The mean

cell cytotoxicity of the proteins expressed in the base medium and the base medium containing 

liver powder were measured 1/4000 and 1/4333, respectively. The mean protein production in the 

base medium and the base medium containing liver powder were measured 94.39 and 48.01

mg/ml.

Conclusions: This study showed that these genes are expressed in the presence of liver powder.

Furthermore, based on the MLD assay in these media, although these genes expressed the genes in

the presence of liver powder, this additives did not had any effects on their toxicity.
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