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 چکیده

یک باکتري بی هوازي، گرم مثبت، تولید کننده سم و عامل بیماري انتروتوکسمی در دام ها است. خاک به کلستریدیوم پرفرنجنس 

جدا شده از روده گوسفندان کلستریدیوم پرفرنجنس ژنوتایپینگ این مطالعه با هدف عنوان مخزن اسپور این باکتري مطرح می باشد. 

 -این پژوهش به صورت مقطعی  انجام شد. Multiplex PCRمبتلا به آنتروتوکسمی و خاک مناطق سردسیر استان کرمان با روش 

سه شهرستان سردسیر استان کرمان به منظور جداسازي   نمونه روده دام جمع آوري شده از 05نمونه خاک و  05توصیفی بر روي 

انجام شد. پس از غنی سازي نمونه ها و کشت در محیط اختصاصی و انجام آزمون هاي تاییدي  کلستریدیوم پرفرینجنسجدایه هاي 

یوم شناسایی گردید. سپس ژنوتایپنگ سویه هاي کلسترید کلستریدیومبا استفاده از ازمون هاي بیوشیمیایی سویه هاي احتمالی 
جدایه  22با استفاده از روش واکنش زنجیره اي پلی مراز چندگانه انجام شد. از مجموع  نمونه هاي مورد پژوهش،   پرفرینجنس

  0در      کلستریدیوم          نمونه خاک آلوده به                      15هم نین از           مورد آن مربوط به محتویات روده دام بود.  22شناسایی شدند که  کلستریدیوم

درصد به ترتیب فراوان ترین  05و  02به ترتیب  با فراوانی    Aو   Dژنوتایپ هايتایید گردید.                کلستریدیوم پرفرینجنس                    نمونه       

شایع ترین گونه جدا شده  کلستریدیوم پرفرینجنسپژوهش حاضر نشان داد که   ژنوتایپ هاي شناسایی شده از روده و خاک بودند.

 نسبت به سایر تایپ ها از شیوع بیشتري برخوردار بود.   Dدر بین سایر گونه ها در گوسفندان مبتلا و خاک است. هم نین تایپ 

  ، آنتروتوکسمی، واکنش زنجیره اي پلی مراز چندگانه.کلستریدیوم پرفرینجنس: واژگان کلیدي

 42آذر ماه پذیرش براي چاپ:      42مهر ماه دریافت مقاله: 

 *( آدرس براي مکاتبه: کرمان، دانشگاه آزاد اسلامی، واحد کرمان، گروه میکرروب شرنراسری.

 babakkheirkhah@yahoo.comپست الکترونیک:  54100202292تلفن:    

 م دمه     

(                                کلستریدیوم پرفرینجنس                            

باکتري میله اي، گرم مثبت، اسپورزا، بی حرکت و بی هوازي                                                       

(. این باکتري               1      است که باع  بیماري در انسان و دام می شود                                        

در همه جا ح ور دارد. به طوري که می تواند از خاک،                                                  

 (.      2فاضلاب و دستگاه گوارش پستانداران جدا شود                                           

تعداد زیادي سم تولید می کند که                                    کلستریدیوم پرفرینجنس                    

مس و  حدت آن است. این باکتري بر اساس بیشترین میزان                                                    

 طبقه بندي              تا      Aتولید هر یک از سموم به پن  تایپ                                 

می گردد. این سموم از جنس پروت ین بوده و اگزوتوکسین                                                    

نوع سم          12(. مطالعات اخیر نشان داده است که                                  0هستند         

توسط این باکتري ترش  می شود که چهار نوع آنها سموم                                                   

(. تمام پن  تایپ این باکتري براي انسان و                                          2اصلی می باشند                 

دام بیماریزا هستند و با ا ر بر روي سیستم عصبی آن را از کار                                                            

تایپ        کلستریدیوم پرفرینجنس                    انداخته و باع  مر  می شوند.                             

A                                                       در خاک مناطق آلوده وجود دارد و در روده حیوانات سالم

 یافت نمی شود.               

( و آنتریت نکروتیک در                       truck عامل بیماري استراک                        Cتایپ      

  Dتوله هاي خوک، بره ها، گوساله ها و انسان است. تایپ                                                   

 عامل آنتروتوکسی یا  لوه نرمی در بره ها و گوسفندها                                                   
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نیز عامل انتریت توام با خونریزي در                                       می باشد. تایپ               

گوساله ها بوده و با وجود نادر بودن در استرالیا گزارش شده                                                          

 (.    0است       

آنترو توکسمی یکی از شایع ترین بیماري هاي گوسفندي در                                                     

(. این بیماري در ایران نیز بسیار کشنده است                                            0دنیا می باشد                

و موجب خسارت هاي ا تصادي می شود. در صورت وجود                                               

یک برنامه واکسیناسیون مناسب در برابر آنتروترکسمی براي                                                       

  کلستریدیوم پرفرنجنس                   گله ها مصونیت کافی در برابر هر نوع                                    

(. مطالعات نشان                 2و      می تواند ایجاد گردد                         Cو     Dتایپ      

روشی بسیار ساده، حساس،                          Multiplex PCRداده است که             

و     کلستریدیوم پرفرینجنس                    اختصاصی و کوتاه براي شناسایی                              

 (.      9این باکتري می باشد                        Dتا       Aتعیین تایپ هاي              

  کلستریدیوم پرفرینجنس                    هدف از این پژوهش ژنوتایپینگ                             

تولید کننده سم جدا شده از روده گوسفندان مبتلا به                                                 

آنتروتوکسمی و خاک مناطق سردسیر استان کرمان با روش                                                   

Multiplex PCR           .برررررود 

 مواد و رو  ها             

  05در این مطالعه توصیفی تعداد                              ال ( جمع آوري نمونه:                    

نمونه خاک از  سمت هاي سطحی در شهرستان هاي بافت،                                                 

سیرجان و کرمان جمع آوري گردید. نمونه ها در کیسه هاي                                                     

نمونه         05پلاستیکی استریل به آزمایشگاه منتقل شدند. تعداد                                               

روده حیوان مبتلا به آنتروتوکسمی از ناحیه آسیب دیده توسط                                                        

 ی ی استریل بریده شد و در  روف پلاستیکی استریل در                                                  

 کنار ی  به آزمایشگاه منتقل گردیدند.                                     

در کشت مستقیم از نمونه هاي خاک و                                    ب( جداسازي باکتري:                  

محتویات روده حیوان مبتلا به آنتروتوکسمی ر ت سازي                                                 

تدریجی انجام شد. پس از ر یق سازي عمل کشت سطحی بر                                                  

 هاي         P     ) ul ite polymyxi   ul a ia i e روي محیط          

مدیا، هند( انجام گرفت. مقدار یک گرم از نمونه هاي روده و                                                         

( اضافه         Cooke  meatخاک به محیط حاوي گوشت پخته                              

درجه سلیسیوس به مدت                       02شد. گرمخانه گذاري در دماي                           

ساعت در مورد تمامی نمونه ها انجام گرفت. در نهایت از                                                       22

لحا  رشد  کدورت و تولید گاز( مورد بررسی  رارگرفتند. از                                                        

لوله هاي داراي علایم رشد کشت خطی در سط  محیط جامد                                                  

 P                                                           صورت گرفت. گرمخانه گذاري نمونه ها در شرایط

ساعت        22درجه سلیسیوس به مدت                       02بی هوازي در دماي                  

 انجام شد.           

کلنی هاي مشکوک براي انجام آزمون هاي تاییدي و وجود                                                   

دیگر         P انتخاب و در سط  محیط                        کلستریدیوم پرفرینجنس                    

عمل خال  سازي انجام گرفت. کلنی هاي انتخاب شده                                               

 سیاه رنگ( در محیط مایع                           کلستریدیوم پرفرینجنس                    مشکوک به          

درجه        02به طور جداگانه تلقی  و در شرایط بی هوازي در دماي                                                  

ساعت گرمخانه گذاري شدند.                            22تا      19سلیسیوس به مدت                

 طره از محیط یاد شده به محیط کشت  کتوز سولفید                                                 0سپس     

درجه        02تلقی  و گرمخانه گذاري در شرایط بی هوازي در                                            

ساعت انجام گرفت. لوله ها از نظر                                   22تا      19سلیسیوس به مدت                

تولید گاز و رنگ سیاه مورد بررسی  رار گرفتند. پس از آن در                                                          

ساعت در دماي                22و نیترات تلقی  به مدت                         M  محیط کشت          

درجه سلیسیوس در شرایط بی هوازي گرمخانه گذاشته                                                 02

شدند. لوله ها از لحا  حرکت  رشد باکتري در اطراف خط                                                    

تلقی ( و احیاي نیترات به نیتریت بعد از افزودن معرف نیتریت                                                           

 ارزیابی شدند.             

از روش جوشاندن استفاده                            براي این منظور                  :     ( استخرا             

شد. در ابتدا مقداري از کلنی هاي باکتري برداشته شد و به درون                                                             

میلی لیتر محیط کشت انتقا  داده شد. در                                         1میکروتیوب حاوي                

دور سانتریفیوژ گردید. سپس                             0555د یقه در          25ادامه به مدت              

میکرولیتر آب مقطر                     055روماند خار  و رسوب حاصل با                            

درجه سلیسیوس به                   40مخلوط گردید. مخلوط یاد شده در دماي                                    

د یقه در  رف                15د یقه جوشانده شد. محلو  به مدت                                  10مدت     

در دماي           10555د یقه در دور                15ی  نگهداري و سپس به مدت                         

بوده           D Aدرجه سلیسیوس سانتریفیوژ گردید. روماند حاوي                                            2

درجه سلیسیوس نگهداري                        -25در دماي           PCRتا انجام مراحل                و   

 (.  4گردید         

در این پژوهش به                 د( واکنش زنجیره اي پلی مراز چندگانه:                                      

              منظور تکثیر  طعه اي از ژن هاي کد کننده سم شامل                                                
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از آغازگرهاي اختصاصی آنها استفاده شد  جدو                                                      و         

د یقه واسرشت شدن                     با شرایط دمایی                    PCR(. واکنش          1

چرخه        00درجه سلیسیوس و در ادامه                           42ابتدایی در دماي                 

  1درجه سلیسیوس به مدت                       42شامل واسرشت شدن در دماي                         

د یقه،          1درجه سلیسیوس به مدت                       00د یقه، اتصا  در دماي                      

د یقه و در              1درجه سلیسیوس به مدت                       25گسترش در دماي               

  2درجه سلیسیوس به مدت                       22نهایت گسترش نهایی در دماي                           

ژ  آگاروز               بر روي        PCRدر نهایت محصو ت                   د یقه انجام شد.               

درصد حاوي اتیدیوم بروماید الکتروفورز و به کمک دستگاه                                                        1

ترانس لومیناتور مورد بررسی  رار گرفتند. در این مطالعه به                                                          

منظور کنتر  منفی از آب مقطر استریل و براي کنتر  مثبررت از                                                           

        C C     یوم پرفرینجنس             سررویه مرجررع کلسترید                     

 استفرراده گردیرررد.                   

 یافته ها        

نمونه محتویات روده دام هاي مشکوک به                                       05در این مطالعه از                  

جداسازي گردید. اما                      کلستریدیوم          سویه        22انتروتوکسمی تعداد                   

 بودند.          کلستریدیوم          مورد آلوده به                 15نمونه خاک، تنها                   05از    

جدایه         22مشخ  گردید که از                    PCRبا استفاده از روش                   

جدایه به            22جدا شده از محتویات روده دام ها،                                   کلستریدیوم          

  15شناخته شدند. هم نین از                          کلستریدیوم پرفرینجنس                    عنوان       

کلستریدیوم            نمونه         0در      کلستریدیوم          نمونه خاک آلوده به                    
  Dتایید گردید. نتای  ژنوتایپینگ نشان داد که تایپ                                                  پرفرینجنس         

درصد در محتویات روده تایپ غالب می باشد. از                                              02با فراوانی            

درصد( در نمونه خاک نیز با ترین                                  A      05طرفی تایپ           

 (.  2و جدو           1فراوانرری را دارا بررود  شکل                              

 بح    

یک عامل مهم بیمراري روده اي در                                 کلستریدیوم پرفرینجنس                    

انسان ها و حیوانات خانگی است. این باکتري توکسریرن هراي                                                     

مختلفی تولید می کند که نقش هاي کلیدي در بیماري زایی این                                                         

تایپ زیستری              0به      کلستریدیوم پرفرینجنس                    باکتري ایفا می کند.                     

A      تقسیم می شود. این تقسیم بندي بر اساس محرصرو ت                                                تا

(    ( و یوتا             (، اپسیلون               (، بتا           مختل  توکسین هاي آلفا                         

و     15توسط همه تایپ ها تولید می شرود                                    است. توکسین             

 C و      توکسین توسط سویه هاي تایپ هاي                                (. هم نین           11

و     Dو       توسط سویه هاي تایرپ                     تولید می شود. توکسین                      

 تولید می شود.                  توسط سویه هاي تایپ                       توکسین        

این توکسین ها به عنوان سموم اصلی ترولریرد شرده تروسرط                                                 

شناخته می شوند. بریروترایرپ هراي                               کلستریدیوم پرفرینجنس                    

با بیماري هاي مخترلرفری در                           کلستریدیوم پرفرینجنس                    مختل        

نوع 
 سم

 '3----'5توالی آغازگر  ژن
طول قطعه 
 )جفت باز(

    آلفا

(   ) 
F: GC AA G  AC GCCG  GA 
R: CC C GA ACA CG G AAG 

022 

     بتا
F: GCGAA A GC GAA CA C A 
R: GCAGGAACA  AG A A C  C 

14  

     اپسیلون
F: GCGG GA A CCA C A  C 
R: CCAC  AC  G CC AC AAC 

 00 

     یوتا
F: AC AC C  CAGACAAGACAG 
R: C   CC  C A  AC A ACG 

22  

 توالی پرایمرهاي مورد استفاده در مطالعه.: 5جدول 

کلستریردیروم تایپ هاي مختل    PCRنتای  الکتروفورز محصو :  5شکل 

( کنتر  منرفری، -جفت بازي، +( کنتر  مثبت،  155( مارکر M.  پرفرینجنس

 .Multiplex PCR( نتای  Dتا  Aستون هاي 

 انواع 
 تایپ ها

 خاک محتویات روده

 درصد تعداد درصد تعداد

 A 1 2 0 05تایپ 

 B 2 15 1 15تایپ 

 - - - - Cتایپ 

 D 22 02 1 15تایپ 

 05 0  0 10 نمونه منفی

 511 51 511 27 جمع

 ژن هاي تولید کننده سم. PCRفراوانی نمونه ها بر اساس نتای  : 7جدول 
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ارتباط می باشند. به عنوان نمونه، گزارش شده است که تایرپ                                                        

A                                                     .عامل مسمومیت غذایی در انسان و گاز گانگرن می براشرد

عامل زردي بره ها                     توکسین اصلی این تایپ آلفا است. تایپ                                     

 بوده و توکسین اصلی آن بتا توکسین می باشد.                                           

نرکرروتریرک در            –موجب انتروتوکسمی همروراژیرک                           Cتایپ      

گوساله، بره، کره اسب، توله خوک و انتریت نرکرروتریرک در                                                    

هفته و بیماري استراک در گوسفندان بالر                                          12تا      2جوجه هاي          

  Dشده و توکسین اصلی این تایپ بتا توکسین است. ترایرپ                                                 

عامل انتروتوکسمی در گوسفند است و توکسیرن اصرلری آن                                                 

 انترروتروکسرمری هرمروراژیرک                          ،  اپسیلون می باشد. تایپ                       

 در گوساله و بره ایجاد می کند و توکسین اصرلری آن یروترا                                                  

 (.      12است       

کرلرسرترریردیروم            طو  دوره انکوباسیون به طور معمو  براي                                       
ساعت در نظر گرفته می شود. با نزدیک شردن                                          29    پرفرینجنس         

به انتهاي این دوره، باکتري به تدری  وارد مرحله سرکرون و                                                       

مر  می گردد و سیستم هاي تحدید کننده و اتولیز به حداکثر                                                        

 فعالیت خود می رسند. این سیستم ها به اضافه توکسیرن برترا                                                      

    D a e                                            که از مراحل او  کشت باکتري شروع بره تررشر ) 

مرورد        D Aمی کند، ژنوم باکتري را در مراحل اسرترخررا                                          

 تهدید  رار می دهد.                  

به منظور جلوگیري از ایجاد این موضوع در مطالعه حاضرر از                                                       

ساعته باکتري در مرحله لگاریتمی رشد برراي                                           25تا      19کشت     

استفاده گردید. دیواره ضخیرم سرلرولری در                                       D Aاستخرا          

ژنومی آن  ها  مشکرل                      D Aباکتري هاي گرم مثبت استخرا                              

و لیزوزیم اسرترفراده                      D است. به منظور رفع این مشکل، از                                

به دلیرل شررایرط                 R Aشد. در مرحله لگاریتمی رشد مقدار                                 

تکثیر باکتري و نیاز به تولید پروت ین در حداکثر مقدار اسرت.                                                           

بره      D Aپس از انجام مراحل استخرا                              R Aدر این پژوهش              

صورت یک باند ضعی  بر روي ژ  آگاروز با وزن پرایریرن                                                 

استفاده شرد.               R a eمشاهده گردید و براي حذف آن از آنزیم                                     

براي تکثیر ژن آلفا توکسین از توالی پرایمرر مروجرود و در                                                      

دسترس این ژن که  بلا  گزارش شده بود استفاده شد. در انجام                                                         

استفراده           D A Polymera e    ، ابتدا از آنزیم                   PCRآزمایش      

       پلری مرراز        D A شد. پس از بهینه سازي شرایط با آنزیم                                     

استفاده از این آنزیم، توانایری آن در                                       دلیل    ادامه کار انجام شد.                     

تصحی  اشتباه می باشد. به منظور بهینه سازي شرایط آزمرایرش                                                        

PCR             میزان نمکM Cl                     هنگام کرار برا آنرزیرم    D A 

Polymera e      وM  o                     هنگرام کرار برا آنرزیرم    D A 

Polymera e                                             میزان آنزیم و پرایمر مورد اسرترفراده، ترعرداد ، 

سیکل هاي دستگاه و دماي اتصا  به طور جداگانه  ارزیرابری                                                      

پیرلره          گردید و بهترین شرایط براي تکثیر ژن در نظر گرفته شد.                                                   

( و همکاران نیز در مطالعه انجام شرده برر                                         Pilehchiaچیان        

 پلی مرراز        D A از هر دو آنزیم                  کلستریدیوم پرفرینجنس                    روي     

استفاده کردند. این محققان نیز نتای  حاصلره از                                                  P و         

 .   ( 10    هر دو آنزیم را یکسان گزارش کردند                                

( و همکاران با ارزیابی محتویات روده شتررمرر ،                                             a  i زندي        

درصد از نمونه هرا را                        0در        کلستریدیوم پرفرینجنس                    ح ور      

در روده           کلستریردیروم          تایید کردند. این میزان کمتر از فراوانی                                        

 گوسفندان پژوهش حاضر است. هم نین در پژوهش احسرنری                                              

    Ah a i                                              05( و همکاران در شهرستان کرمان نشان داده شد که  

  کلستریردیروم          درصد از نمونه هاي مدفوع گوسفندان آلودگی به                                            

دارد که فراوانی گزارش شده بسیار کمتر از پرژوهرش حراضرر                                                        

 (.    12می باشد           

دلیل این اختلاف می تواند جمع آوري تخصصی نمونه هرا از                                                    

نتایر  پرژوهرش             حیوانات  مبتلا به عفونت کلستریدیایی باشد.                                          

حاضر و مطالعات هاي یاد شده همگی حاکی از این است کره                                                    

شایع ترین گونه جدا شده در بین سایر                                      کلستریدیوم پرفرینجنس                    

  ( و  گوسفندان مبتلا و غیر مبتلا است.                                  10گونه ها در شتر مر                       

مطالعات زیادي عنوان نموده اند که نوع ت ذیه و جیره غرذایری                                                         

 (.    10در فراوانی این باکتري در روده حیوانات نقش دارد                                                  

فاکتور ت ذیه در پژوهش حاضر به عنوان یک مت ییر زمینره اي                                                        

در نظر گرفته نشد. زیرا این فاکتور در حقیقت از عوامل مستعد                                                           

کننده دام ها به عفونت است.  با توجه به موارد یاد شده پیشنهاد                                                              

می گردد که در ابتدا تنوع ژنتیکی تایپ هاي مخترلر  سرایرر                                                     

ها بررسی شود. سپس با توجه به حسراسریرت و                                         کلستریدیوم          

با استفاده از این روش در سایر نرقراط                                      PCRسرعت عمل با ي               
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کشور مطالعات مولکولی به منظورشناسایی اپیردمریرولروژیرک                                                   

از نتای  حاصرل               هم نین پیشنهاد می گردد                        باکتري انجام شود.                   

 از این پژوهش و سایر پژوهش هاي مشابه به منظور ساخرترن                                                    

واکسن هاي منطقه اي و مو ر استفاده شرود و در سراخرت                                                 

واکسن علیه بیماري آنتروتوکسمی تمامی سویه هاي جدا شده                                                      

مطالعه فیلوژنتیک  و مقایسره                              هم نین انجام              مد نظر  رار گیرد.                   

 آن ها با سویه هاي واکسینا  پیشنهاد می گردد.                                             

 نتیجه گیری            

شایع        کلستریدیوم پرفرینجنس                    نتای  پژوهش حاضر نشان داد که                              

در      کلستریدیوم          ترین گونه جدا شده در بین سایر گونه هاي                                        

این باکتري              Dگوسفندان مبتلا و خاک است. هم نین تایپ                                      

 نسبت به سایر تایپ ها از شیوع بیشتري برخوردار بود.                                                 

 ت کر و قدردانی              

 نویسندگان این مقاله از دانشگاه آزاد اسلامی واحد سیرجان                                                       

 به دلیل همکاري صمیمانه در اجراي این پژوهش کما                                                 

 امتنان را دارند.                
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Abstract 

Clostridium perfringens is an anaerobic, Gram-positive, toxin-forming bacterium and the etiologic 

cause of enterotoxaemia in animals. Soil is considered as the main source of spore of this bacteria. 

This study was aimed to genotyping the C. perfringens isolated from intestines of sheep with  

enterotoxemia and as well as from the soil samples collected from cold area of Kerman province 

using Multiplex- PCR. This cross-sectional study was carried out on 50 soil samples and 50  

intestinal samples collected from three cities located at Kerman to isolate the C. perfringens  

isolates. The C. perfringens isolates were identified based on enrichment of the samples and  

growing up the bacteria in specific media and following performance of confirmation tests using 

biochemical tests. A PCR reaction were performed to confirm the presence of these strains.  

Overall 42 Clostridial strains were isolated in this study, among them 27 isolates were collected 

from intestinal samples. Also, 10 soil samples were contaminated with Clostridia, among them 5 

samples belonged to C. perfringens. This study showed that C. perfringens is the most prevalent 

species in the sick sheep and soil in comparison to other species. Furthermore, Type D of this  

species was more prevalent than others.  

Keywords: Clostridium perfringens, Enterotoxemia, Multiplex-PCR. 
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