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1396 پاییزـ  3دوره سیزدهم ـ شماره 

139675، پاییز 3مجله دامپزشکی ایران، دوره سیزدهم، شماره 

جدا شده از گوسفند  پرفرینجنس کلستریدیومهاي تعیین تیپ جدایه
ي اهوازدر منطقه

4کوهیزهره محموديو 3حاجیکلاییمحمدرحیم حاجی ،2، مسعود قربانپور*1داریوش غریبی

29/9/95: تاریخ پذیرش19/2/95:  تاریخ دریافت

چکیده
، A ،B ،Cتیپ  5این باکتري در  .شودها میهاي مختلفی در دامباکتري پاتوژن مهمی است که باعث بیماري کلستریدیوم پرفرینجنس    
D  وE تیپ . شودبندي میطبقهDاین مطالعه تعیین هدف از . ها استعامل ایجاد بیماري آنتروتوکسمی در دام کلستریدیوم پرفرینجنس

-نمونه مدفوع به صورت تصادفی از گوسفندان این منطقه، جمع 369. ي اهواز بوددر منطقه کلستریدیوم پرفرینجنسهاي مختلف تیپ
کلستریدیوم هاي مظنون به دار حاوي نئومایسین، باکتريها در محیط آگار خونسازي و کشت نمونهپس از آماده. آوري گردید
آوري شده، با نمونه مدفوع جمع 369مجموع از در. هاي مورفولوژیکی و بیوشیمیایی تعیین هویت شدندبا استفاده از روشپرفرینجنس

. جداسازي و شناسایی گردید کلستریدیوم پرفرینجنسجدایه مظنون به  56مورفولوژیکی و بیوشیمیایی، تعداد هاياستفاده از روش
ها با هاي اختصاصی توکسین آلفا، تأیید مولکولی جدایهها استخراج و با استفاده از پرایمراین جدایه DNAها، یید مولکولی جدایهأبراي ت
PCR تأیید کلستریدیوم پرفرینجنسجدایه به عنوان  54کلستریدیوم پرفرینجنس،يجدایه 56نتایج نشان داد که از . صورت گرفت

هاي مختلف این باکتري ي تیپگانههاي پنجفاده از پرایمرهاي اختصاصی اگزوتوکسینها با استتعیین تیپ این جدایه. ملکولی شدند
جدایه  16و ) درصد 44/44(24، )درصد 41/7(4، )درصد 52/18(10جدایه، به ترتیب  54نتایج نشان داد که از مجموع . صورت پذیرفت

 Dو Cهاي تیپ يهاي این باکتري در این منطقهترین تیپبنابراین شایع. باشندمی Dو تیپ C، تیپB، تیپA، تیپ)درصد 63/29(
.ها واجد ژن توکسین یوتا و نیز ژن آنتروتوکسین نبودندیک از جدایهدر این مطالعه، هیچ. هستند

، ژنوتیپ، گوسفند، اهوازPCR، کلستریدیوم پرفرینجنس  :کلمات کلیدي

مقدمه
-بیگرم مثبت،  ايمیله باکتريکلستریدیوم پرفرنجنس    .

یی است که توزیع جهانی زاو اسپور ، غیرمتحركهوازي
گاو، گوسفند، بز و  دارد و حیوانات مختلفی از جمله

چهار گروه اصلی توکسین که . سازدخوك را متأثر می
شامل  نقش اصلی را در پاتوژنز بیماري بر عهده دارند

) $#"!(و یوتا )  (اپسیلون ، )β(، بتا )α(آلفا  هايتوکسین
 &$+و *#(، )&'، $&%هايکه به ترتیب توسط ژن دنباشمی

کلستریدیوم بندي اساس طبقهرمز گذاري شده و 

ي دامپزشکی، دانشگاه شهید چمران اهوازپاتوبیولوژي، دانشکده گروهدانشیار*1
ي دامپزشکی، دانشگاه شهید چمران اهوازپاتوبیولوژي، دانشکده گروهاستاد  2
ي دامپزشکی، دانشگاه شهید چمران اهوازعلوم درمانگاهی، دانشکده گروهاستاد  3
ي دامپزشکی دانشگاه شهید چمران اهواز، دانشکدهايحرفه ي دکترايآموختهدانش 4

را  )Eو   A ،B ،C،D(به پنج تیپ مختلف  پرفرنجنس
هاي مختلف این باکتري عامل تیپ.دهندتشکیل می

در آن  Dکه به خصوص تیپ هاي مختلفی هستند بیماري
، A ،Bهايتیپ انواع. حائز اهمیت استنشخوارکنندگان 

C  وE سازند ولی هاي جوان را درگیر میتر دامآن بیش
این باکتري .سازدهاي بالغ را بیمار میتر دامبیش Dتیپ 

هاي سالم هم معمولاً به میزان کم در دستگاه گوارش دام
شود و هنگامی که شرایط تکثیر بیش از حد آن یافت می

E-,$+-./0123$4+(+56%71$%1+4)مسئول ينویسنده(
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آنتروتوکسمی بیماري  گرددفراهم شود بیماري عارض می
مسري است که از دستگاه گوارش منشاء عفونی حاد و غیر

:(49$8(گیردمی ;#/$-1/<=>?@/A+,"B): C#/$-1/DEFFG/

HI$- J#/ $-1/ K==FL/ M=>=.(هاي تشخیصی این روش
هاي بیوشیمیایی، اساس شکل پرگنه، آزمایشباکتري بر

سازي توکسین، تلقیح به حیوانات هاي خنثیروش
 A120APهاي تجاري مانند آزمایشگاهی، الایزا، سیستم

/RN&+0هاي و یا سیستم !O/ P<A کروماتوگرافی گازي ،
هاي هاي آلی و روشمشخص نمودن سیماي اسیدبراي 

بررسی هاي مولکولی در روش .استوار است ملکولی
کلستریدیوم هاي توالی ژنومی کامل تعدادي از سویه

بالایی از تنوع ژنومی در  يدرجه يدهندهنشان پرفرنجنس
زا این باکتري هاي بیماريدر سویه .این ارگانیسم است

هایی ژنی منحصر به فرد با ویژگیسکانس  300بیش از 
هاي مختلف حدت و اشکال که منجر به بروز الگو

اند که این شوند، شناسایی شدهمتفاوت بیماري می
هاي متابولیکی، ها شامل عوامل حرکت، تواناییویژگی
هاي ها و سایر آنزیمهاي خارج سلولی، توکسینکپسول

باکتري مبتنی شناسایی .ترشح شده توسط باکتري هستند
هاي مربوط به چهار سم بر حضور و یا تعیین توالی ژن

اصلی آلفا، بتا، اپسیلون و یوتا روش اختصاصی و 
آمیز براي تشخیص سریع باکتري و درمان مناسب موفقیت
هاي ناشی از آن است که از یک جفت پرایمر بیماري

هاي اصلی هاي توکسیناختصاصی براي هر کدام از ژن
این روش با توجه به مزایاي آن . شوداستفاده می باکتري

تواند روش مناسب و دقیقی براي جایگزین نمودن آن می
هاي ناشی از ها جهت شناسایی بیماريبا دیگر روش

در انسان و حیوانات باشد کلستریدیوم پرفرنجنسباکتري 
)Q$49): R#/$-1/S=>?.(

-درمان پاسخ نمیهاي مبتلا به جا که معمولاً داماز آن

هاي ناشی از این گیري از بیماريدهند، کنترل و پیش
تر با اعمال مدیریت صحیح پرورش و بیش عامل،

یا توکسوئید و و )به تنهایی(واکسیناسیون با توکسوئید
شیوع انواع  چون. ردپذیصورت می) کشت کامل(باکترین

تفاوت است و همچنین میزان ها در مناطق مختلف متیپ
تواند متفاوت می ،هاي مختلفزایی در سویهتوکسین

جهت محلی  هايمطالعه و تحقیق بر روي جدایه ؛اشدب
ي حاضر با مطالعه. ضرورت داردواکسن استفاده در 

کلستریدیوم هاي هدف شناسایی فنوتیپی و ژنوتیپی جدایه
به ظاهر سالم کشتار گوسفندان از جدا شدهپرفرینجنس 

مشکوك به گوسفندان و نیز اهواز شده در کشتارگاه 
 يآنتروتوکسمی و ارجاعی به بیمارستان آموزشی دانشکده

تا پذیرفتصورت دامپزشکی دانشگاه شهید چمران اهواز
هاي موجود در منطقه، از این ضمن مشخص شدن تیپ

ها در مطالعات آتی مربوط به تحقیقات واکسن جدایه
ي بررسی منابع نشان داد تا کنون مطالعه. استفاده شود

اي در این خصوص در خوزستان و اهواز انجام منتشر شده
. استنشده 

مواد و روش کار
369تعداد،ماه 3در مدت ،گیري و کشتنمونهجهت     

 يمنطقه 5به ظاهر سالم از گوسفنداناز  مدفوعنمونه
 يجادهاهواز بر حسب موقعیت جغرافیایی شامل 

 يآبادان، جاده يملاثانی، جاده يخرمشهر، جاده
کشتار ارجاعی و گوسفندان ،حمیدیه ياندیمشک و جاده

مشکوك به گوسفندان و  در کشتارگاه اهواز شده
 يآنتروتوکسمی و ارجاعی به بیمارستان آموزشی دانشکده

. آوري گردیدجمعدامپزشکی دانشگاه شهید چمران اهواز
آوري در مورد گوسفندان ارجاعی به کشتارگاه، جمع

ي یا روده مدفوع حیوانات مورد نظر، از مقعدينمونه
گرفت و در مورد گوسفندان مشکوك به صورت  بزرگ

هاي زنده هاي مدفوع اسهالی دامانتروتوکسمی نمونه
محتویات روده  يموارد کالبدگشایی نمونهارجاعی یا در 

-به آزمایشگاه باکترياخذ گردید و گیري در ظروف نمونه

دامپزشکی دانشگاه شهید چمران اهواز  يدانشکدهشناسی 
گرم از مدفوع به طور  3-4در آزمایشگاه، . یافتندانتقال 

و پس از  شدلیتر سرم فیزیولوژي حل میلی 4کامل در 
نشین ل، مخلوط به مدت کوتاهی براي تههموژن شدن کام
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. . . جدا شده از  جنسپرفرینکلستریدیومهاي تعیین تیپ جدایه

139677، پاییز 3مجله دامپزشکی ایران، دوره سیزدهم، شماره 

.گرفتمواد درشت مدفوع در دماي آزمایشگاه قرار  نشد
درون لوپ کامل  3تا  2از مایع رویی، در کنار شعله 

ساعت  48شد و به مدت دادهکشتمحیط تیوگلیکولات 
در ادامه،.گرفتهوازي در انکوباتور قرار در شرایط بی

قسمت عمقی محیط میکرولیتر از محتویات50
-در محیط د و در کنار شعله گردیتیوگلیکولات برداشت 

نئومایسینلیتر در میلیمیکروگرم  40محتوي  دارخون آگار
/T)B(ه شدداداي کشت چهار منطقه U+:+ V==W(.

به همراه پلیت کشت داده شده از ي کشت شده هانمونه
-جار بیبه عنوان کنترل مثبت در  پرفرینجنسکلستریدیوم 

شدند و با متصل کردن جار به دستگاه میهوازي قرار داده 
/DXB(هوازيي شرایط بیایجاد کننده T3+#-):/

Y%+)B#+Z+%[/H\( هوازي ایجاد و سپس شرایط بی، در جار
-سانتی يدرجه 37ي خانهساعت در گرم 48به مدت جار 

BB+7[(گرفتمیگراد قرار  ^#/$-1/_EEW`/a$49): b#/$-1/

c=>?( .
کلستریدیوم هاي مشکوك به ها از نظر کلنیپلیت

 بررسی) واجد همولیز دوگانه در سطح پلیت(پرفرینجنس
 هاي مظنون،جدایهسازي سازي و خالصو جداگردیدند 

انجام با .گرفتصورت  جدیددار خوندر محیط آگار 
میزي گرم و آزمایش کاتالاز و اکسیداز بر روي آرنگ
ها در هاي مشکوك خالص شده و تحت کشت آنپرگنه

+:+d)B/U(حاوي نئومایسینمرغي تخمآگار زردهمحیط 

e==W(، هاي گرم مثبت و اکسیداز و کاتالاز منفیِباسیل 
کلستریدیوم هايجدایهبه عنوان لسیتیناز ي کننده دتولی

گراد نگهداي ي سانتیدرجه -20در فریزر پرفرینجنس 
.دندش

هاي مظنون به جدایه DNAجهت استخراج 
از روش جوشاندن استفاده  پرفرینجنسکلستریدیوم 

ها ها از فریزر، کشت آنپس از خارج کردن جدایه. گردید
استخراججهت .دار انجام گرفتبر روي آگار خون

DNA،3-2 درهاي رشد کرده،باکتريپرگنه باکتري از
شد و پس میقرار داده استریلآب مقطرمیکرولیتر400

100دمايباترموبلاكدرهااز ورتکس کوتاه، نمونه

د،گرفتنمیقراردقیقه10-15مدتبهگرادسانتیيدرجه
دقیقه5مدتبههانمونهآنازبعد.دنشوها لیزباکتريتا
روییمحلول. گردیدندمیسانتریفیوژf&,5000دوردر

شدمیالگو، برداشته DNAبه عنوان سانتریفیوژازحاصل
دمايدرPCRانجامزمانتااستریلهايمیکروتیوبدرو

-()Ahi7(گردیدندمینگهداريگرادسانتیيدرجه–20

j#/$-1/kEE<(.
αهاي مربوط به توکسین هاي اختصاصی ژناز پرایمر

هاي براي تأیید مولکولی جدایه نجنسیکلستریدیوم پرفر
استفاده گردیدنجنس یکلستریدیوم پرفرمشکوك به 

)l)+9+B3)-, m#/$-1/n==o.(هاي مربوطه در توالی پرایمر
.درج شده است 3جدول

/p$6#)4با استفاده از  PCRواکنش  8+*/ qr

استخراج شده  DNAاز . انجام شد) دانمارك -آمپلیکون(
به عنوان کنترل مثبت در  Aتیپ  پرفرینجنسکلستریدیوم 

 25در حجم  PCRواکنش . استفاده گردید PCRآزمایش 
که اجزاي آن در  در چند مرحله انجام گردیدمیکرولیتر 

. درج شده است 1جدول

جهت تکثیر ژن PCRاجزا و مقادیر واکنش :1جدول 
کلستریدیوم پرفرینجنستوکسین آلفاي 

اجزاي واکنش
)میکرولیتر(حجم مورد استفاده 

در هر واکنش
s25/12*مستر میکس

آغازگر پیشرو 
)میکرومولار10(

5/2

آغازگر معکوس 
)میکرومولار10(

5/2

DNA3
5/4آب

25مجموع
 2/0و  tuAvمولار میلی 4/0مولار کلرور منیزیوم، میلی 3ترکیب  *

w$xمراز پلی DNAلیتر واحد در میکرو
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ذکرمقادیربافوقدر ابتدا مواد،PCRواکنشهربراي
به صورت یخمجاورتدر،)DNAبه استثناي (شده 

میکرولیتر از  22گردید و سپس میزان میمخلوط تهیه 
2/0هايمیکروتیوبمخلوط اجزاي واکنش به درون

بودند(DNy6ازعاريکهPCRمخصوصلیتريمیلی
-جدایه DNAاز  میکرولیتر 3متعاقباً مقدار . شدمیمنتقل 

هاي مشکوك به صورت جداگانه به هر میکروتیوب منتقل 

کردن آن با محتویات درون گردیدند و پس از مخلوط
.گردیدمیگذاري میکروتیوب درب آن بسته و کد

/@Ez&)B0"4Z(ها به دستگاه ترمال سایکلرمیکروتیوب

{)4,$B:(  2ي دمایی مندرج در جدولو برنامهمنتقل
در صورت فراهم بودن شرایط مناسب و  شد کهاجرا می

تکثیررا 400&|طولبهايقطعههاتکثیر موفق، آغازگر
,-(B3+9+({(ندودمنمی ~#/$-1/�==o.(

پرفرینجنسکلستریدیوم αتوکسین ها مربوط به تکثیر ژندمایی و تعداد سیکل يبرنامه:2جدول
هاسیکلتعدادزمانC˚دمامراحلهاسیکل
1دقیقه�945˚دناتوره شدن اولیهاولسیکل

دومسیکل
شدندناتوره
هاآغازگراتصال
سنتز

˚�94
˚�55
˚�72

ثانیه60
ثانیه60
ثانیه 60

35

1دقیقه�7210˚سنتز نهاییسومسیکل

پرفرینجنسکلستریدیوم هاي جدایهتعیین تیپ جهت     
میکرولیتر  50چندگانه در حجم PCR،چندگانهPCRبا 

آورده شده  4شد که اجزاي واکنش در جدولمیانجام 
هاي اختصاصی مربوط به در هر واکنش از پرایمر. است

کلستریدیوم هاي اصلی و انتروتوکسین توکسین
DNAاز. دگردیمیاستفاده ) 3جدول( پرفرینجنس

وD، Aهايتیپ(پرفرینجنسکلستریدیوم شدهاستخراج
C (آزمایشدرمثبتکنترلعنوانبهPCR چندگانه

فوقدر ابتدا مواد،PCRواکنشهربراي. گردیداستفاده
به یخمجاورتدر،)DNAبه استثناي (شده ذکرمقادیربا

 45گردید و سپس میزان میصورت مخلوط تهیه 
-میکروتیوبمخلوط اجزاي واکنش به درونمیکرولیتر از 

(DN�6ازعاريکهPCRمخصوصلیتريمیلی2/0هاي

 DNAمیکرولیتر از  5متعاقباً مقدار . شدمیمنتقل ،بودند
ها به صورت جداگانه به هر میکروتیوب منتقل و جدایه

کردن آن با محتویات درون میکروتیوب پس از مخلوط
ها پس میکروتیوب.گردیدمیدرب آن بسته و کدگذاري 

شدند و میاز آماده شدن به دستگاه ترمال سایکلر منتقل 
-اجرا می) 2جدول (ي قبل مشابه مرحلهحرارتیيبرنامه

در صورت فراهم بودن شرایط و تکثیر موفق، .دش
به ترتیب قطعاتی$�و  ��C�$ ،C�( ،E�* ،Cهاي آغازگر

-میتکثیررا 443و  232، 655، 195، 381هايطولبه

,-(B3+9+(�(نمودند �#/$-1/�==o.(
از آنجایی که توکسین اپسیلون و بتا نقش مهمی را در 

دارند،  کلستریدیوم پرفرینجنسCوBهاي تعیین تیپ
هاي هاي ژندوگانه با استفاده از پرایمر PCRواکنش 
بندي هاي بتا و اپسیلون، براي کمک به تیپتوکسین

اجزاي واکنش فوق  5جدول . ها نیز صورت گرفتجدایه
.دهدرا نشان می
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پرفرینجنس کلستریدیومهاي جدایه تعیین تیپهاي به کار برده شده توالی نوکلئوتیدي آغازگر :3جدول
منبعاندازه محصولتوالی نوکلئوتیدي آغازگرژن

C�$�.�ʹ - �{��A{�{�AA���AA�{{A/-�ʹ
R�/�ʹ - �A�{AAAA{�����A{�A{A/-�ʹ

381

�)+9+B3)-,،2005
C�(�.�ʹ - ��{��A�A{�A{��A��A�A�-�ʹ

R ¡ʹ -¢��{{����AA�{A�A�A�AA�-£ʹ
195

E¤*¥.¦ʹ - §�{{A{�A�A���A�A�AA�//-¨ʹ
R©/ªʹ - CCAC«A��AA{A��A��A���/-¬ʹ

655

C­�®.¯ʹ - °{�{�A{{AA{{�A�AA�{{ -±ʹ
R²³ʹ - ´{����{��{AA{A�{�A�/-µʹ

232

¶$·.¸ʹ - AC¹��A�A��{����{���{ -ºʹ
R»/¼ʹ - C½AA��AA�A�AA��A�A��{/-¾ʹ

443

پرفرینجنسکلستریدیوم هاي جدایه گانه جهت تعیین تیپچند PCRاجزا و مقادیر واکنش :4جدول

هاي آلفا و بتادوگانه جهت مشخص شدن توکسین PCRاجزاء و مقادیر واکنش  :5جدول
)میکرولیتر(حجم نهایی اجزاي واکنش

25/12¿مستر میکس 
5/2)میکرومولارCÀ()10آغازگر پیشرو

5/2)میکرومولارCÁ()10آغازگر معکوس
2/2)میکرومولارEÂ*)10آغازگر پیشرو

2/2)میکرومولارEÃ*)10آغازگر معکوس
DNA1/3

25مجموع

)میکرولیتر(حجم نهاییاجزاي واکنش

Ä225مستر میکس 
5/2)میکرومولارCÅ$)10آغازگر پیشرو 

5/2)میکرومولارCÆ$)10آغازگر معکوس
8/1)میکرومولارCÇ()10آغازگر پیشرو

8/1)میکرومولارCÈ()10آغازگر معکوس
2/2)میکرومولارEÉ*)10آغازگر پیشرو

2/2)میکرومولارEÊ*)10آغازگر معکوس
7/1)میکرومولارCË�)10آغازگر پیشرو

7/1)میکرومولارCÌ�)10آغازگر معکوس
6/2)میکرومولارÍ$)10آغازگر پیشرو

6/2)میکرومولارÎ$)10آغازگر معکوس
DNA5

50مجموع
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هاي مربوط یر ژنثتک يهابرنامه دمایی و تعداد سیکل    
مشابه  پرفرینجنسکلستریدیوم هاي آلفا و بتاي توکسینبه 

.بود )2جدول (روش قبل 

نتایج
هاجداسازي جدایه

 هايویژگی و مورفولوژي گرفتن نظر در با مجموع در    
 56 شده، گرفته مدفوع نمونه 369 تعداد از ،بیوشیمیایی

از  . جدا شد پرفرینجنس کلستریدیوم به مشکوك جدایه
به  نمونه مربوط به موارد ارجاعی 15نمونه  369این 

حالی اسهال، اسیدوز و بی بیمارستان دامپزشکی با علایم
کلستریدیوم ي مشکوك به جدایه 9بودند که از این تعداد، 

. جدا شد پرفرینجنس

هاتعیین هویت مولکولی جدایه
هاي مربوط به ژن با استفاده از پرایمر PCRنتایج     

 کلستریدیومهاي ي تیپکه در همهتوکسین آلفا 
ي جدایه 56 وجود دارد، نشان داد که از پرفرینجنس
جدایه واجد ژن  54 ،پرفرینجنس کلستریدیوم مظنون به 
).1شکل (فوق بودند 

جستجوي ژن توکسین  PCRالکتروفورز محصول  :1 شکل
هاي مظنون در تعدادي از جدایه پرفرینجنسکلستریدیوم آلفا 

.پرفرینجنسکلستریدیوم  به
هاي واجد ژن توکسین جدایه 7، 6، 4، 2، 1هاي شماره گوده

کنترل مثبت  8کنترل منفی، گوده شماره  3آلفا، گوده شماره 
.باشندمی bp100مارکر مولکولی  5و گوده شماره 

هاتعیین تیپ جدایه
هاي اصلی هاي مربوط به توکسینجستجوي ژن    

هاي پرایمر زوج 4با استفاده از  پرفرینجنس کلستریدیوم
در  Dو  A ،Cهاي ها نشان از حضور تیپاختصاصی آن

).2شکل (ي مورد آزمایش داشت جدایه 54

کلستریدیوم هاي در تعدادي از جدایه پرفرینجنسکلستریدیوم هاي اصلی چندگانه جستجوي ژن PCRالکتروفورز محصول  :2 شکل
.پرفرینجنس

، 6هاي شماره گوده). Cتیپ (هاي مربوط به توکسین هاي آلفا و بتا است نشان دهنده وجود ژن 13و  4، 3، 2، 1هاي شماره گوده
نشان را ) Dتیپ (هاي آلفا و اپسیلون وجود ژن 10ي شماره دهد، گودهرا نشان می) Aتیپ (وجود تنها ژن توکسین آلفا  9و  8، 7

مارکر  11و  5هاي شماره و گوده Cو  D ،Aهاي هاي مثبت تیپبه ترتیب کنترل 14و  15، 12هاي شماره دهد، گودهمی
.باشندمی) bp100(مولکولی
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81      1396، پاییز 3مجله دامپزشکی ایران، دوره سیزدهم، شماره 

     PCR هاي دوگانه با استفاده از پرایمرهاي ژن
بندي بتا و اپسیلون، براي کمک به تیپ هايتوکسین

ها را نشان داد در برخی جدایه Bحضور تیپ ها، جدایه
). 3شکل (

مورد گوسفندان ارجاعی مشکوك به  15از تعداد     
هاي انتروتوکسمی به بیمارستان دامپزشکی، در آزمایش

 کلستریدیوم پرفرنجنسمورد مشکوك به  9بیوشیمیایی 
، دو Bمورد دو مورد متعلق به تیپ  9بودند که از این 

 کلستریدیوم پرفرنجنس Dو دو مورد تیپ  Cمورد تیپ 
گیري هاي نمونهتعداد دام 6جدول   .تشخیص داده شدند

 کلستریدیوم پرفرینجنسجدایه  54شده و تیپ مولکولی 
.دهددر این تحقیق را نشان می

کلستریدیوم  جدایه 54کلی نتایج نشان داد که از  تلفیق    
 B 4 ؛ تیپ)درصد A )52/18 پجدایه تی 10، پرفرینجنس

) درصد 44/44( C جدایه تیپ 24؛ )درصد 41/7( جدایه
).6جدول (باشند می) درصد D )63/29 جدایه تیپ16 و

 پژوهش این است، در آمده جدول در که همان طور    
 ي اهوازمنطقه گوسفندان در را غالب تیپ C تیپ

 ژنو ) &$Ï( توکسین یوتا وجود ژن  .دهدمی تشکیل
 داده ها تشخیصدر هیچ یک از جدایه آنتروتوکسین

ها صفر در بین این جدایه Eنشد؛ در واقع فراوانی تیپ 
.درصد بود

هاي در تعدادي از جدایه کلستریدیوم پرفرینجنسهاي بتا و اپسیلون دوگانه جستجوي ژن PCRالکتروفورز محصول : 3شکل 
.کلستریدیوم پرفرینجنس

هاي بتا و اپسیلون تکثیر ژن مربوط به توکسین 3ي شماره گوده. دهدصرفاً تکثیر ژن توکسین بتا را نشان می 2و  1هاي شماره گوده
رکر ما 4ي شماره تکثیر ژن اپسیلون به تنهایی و گوده 6ي شماره کنترل منفی و گوده 5ي شماره گوده. دهدرا نشان می) Bتیپ (

.دهندرا نشان میbp100مولکولی 

)دهدرا نشان میشیوع اعداد داخل پرانتز درصد ( رسیهاي مورد بردر نمونههاي مختلف آن تیپ و پرفرینجنس کلستریدیوم شیوع: 6 جدول
جمعموارد ارجاعی به بیمارستان و کالبدگشایی شدهاي از کشتارگاهنمونه رودههاي زندهمدفوع دامنوع نمونه

369)درصد 1/4(15) 5/45(168)درصد 4/50(186تعداد نمونه
موارد مثبت از 

کلستریدیوم  نظر
پرفرینجنس

6/14(54)درصد 7/16(9)3/46(25)درصد 37(20

تیپ مولکولی 
جدایه ها

ABCDABCDABCD

4)20(1)5(7)35(8)40(6)24(1)4(15)60(3)12(0)0(2)22/22()22/22(25)55/55(
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54در  پرفرینجنس کلستریدیومهاي تیپفراوانی: 7جدول
ي اهوازجدا شده از منطقه پرفرینجنس کلستریدیوميجدایه

درصد فراوانیهاتعداد جدایهباکتريتیپ
A1052/18
B441/7
C2444/44
D1663/29
54100کلجمع

بحث
مسئول ایجاد  کلستریدیوم پرفرینجنسهاي توکسین

/%Ð(آنتروتوکسمی در گوسفند هستند  Ñ4+6Ò Ó#/ $-1/

Ô==< .(هاي حاد هاي کلستریدیایی، بیماريتوکسمیآنترو
ها، توله ها، گوسالهاي هستند که گوسفند، برهو کشنده

:(Õ$Ö9(سازند ها را مبتلا میها و گاهی کره اسبخوك

×#/$-1/Ø=>? .(5هر  ياین بیماري ممکن است به وسیله 
طباطبایی و (ایجاد شود  کلستریدیوم پرفرینجنستیپ 

Ù"Ú()6،1384فیروزي  ÛB0/ Ü$3, Ý==<Þ/ß"&-: àB0/

á+-6"B âEEF.( در حال حاضر واکسیناسیون در مقابل
گیري اصلی براي کاهش خسارت و این بیماري راه پیش

/Dã(رساندن شدت آنتروتوکسمی است یا به حداقل  -$/

Rä6$ å#/ $-1/ æEEçè é+�3$70 ê#/ $-1/ ë==ç .(ها واکسن
هاي باید قابلیت محافظت کافی در برابر همه تیپ

موجود در منطقه را دارا باشند کلستریدیوم پرفرینجنس
)ì"í()6 îB0/ ï$3, ð==< .(یین تیپ از آنجایی که تع

کنترلی دقیق  يیک برنامهارائه عواملی از این نوع، جهت 
ñ+%3$70(مورد نیاز است  ò#/ $-1/ ó==ç (ي در مطالعه

کلستریدیوم هاي مختلف حاضر بررسی فراوانی تیپ
مد نظر قرار گرفت تا بتوان از اطلاعات  پرفرینجنس

هاي ناشی از آن ريگیري و کنترل بیماحاصله در پیش
. استفاده کرد

-درصد نمونه 6/14حدود در این مطالعه درمجموع از 

جدا شد که با کلستریدیوم پرفرینجنس هاي مدفوع 
ي در طی مطالعه. خوانی نسبی داردمطالعات مشابه هم

ô"766$  وõ)66$B  انجام  در عربستان 2011که در سال
نمونه مدفوع  150از) درصد 18(نمونه  27شده است، در 

کلستریدیوم حضور  PCRبا روش حیوانات بیمار 
و  +Aö6$Bدر کرمان . گزارش شده است فرینجنسپر

کلستریدیوم ي جدایه 2010،23در سال همکاران 
مدفوع  ينمونه 130از ) درصد 7/17(پرفرینجنس

تفاوت جزئی در . گوسفند سالم جداسازي شده است
توان به میزان آلودگی مدفوع گوسفند به این باکتري را می

هاي زمانی و مکانی تفاوت در روش کار و یا موقعیت
.ها نسبت دادمختلف آن

هاي باکتریایی تیپ يید اولیهي حاضر تأیدر مطالعه
مورد استفاده با روش بیوشیمیایی صورت گرفت، که از 

کلستریدیوم  هم PCRجدایه در  54ي مظنون جدایه 56
خوانی بسیار تشخیص داده شد که دال بر هم پرفرینجنس

هاي بل اعتماد بودن روشخوب این دو روش و قا
چه بسا اگر از  .بیوشیمیایی تعیین هویت این باکتري است

شد، تطابق تري استفاده میهاي بیوشیمیایی بیشآزمون
ه ب. داشتتري هم بین دو روش یاد شده وجود میبیش

کلستریدیوم هاي بیوشیمیایی تشخیص حال روشهر
بوده و با توجه به تطابق خیلی ) ساعت 72تا  24(بر زمان

زیاد بین این دو روش در مواردي که سرعت تشخیص 
شود توصیه می PCRاهمیت داشته باشد استفاده از 

)÷4)ø)-0+B2 ùEEúû ü$-)B0)4 ý#/$-1/þ==o.(
دست آمده از ه هاي بدر این پژوهش در بین جدایه

Cترین فراوانی مربوط به تیپ کشت مدفوع گوسفند، بیش

و  �����A. بود) درصد 4/44(کلستریدیوم پرفرینجنس 
را به عنوان  Cنیز در کرمان تیپ  2010در سال همکاران 

-اند ولی در اکثر گزارشتیپ غالب آن منطقه معرفی کرده

����A(هاي دیگر  ��� �������� ����� D�������� ����� 

������� �� ��� ����� ����� �� ��� ����� ��������
�����  ����� ��� ������ ����� ¡¢£�� ��� ¤��£��

����� P�¥�¦¦ ، تیپ غالب جداسازي شده Aتیپ  ،)§���
ي رسد منطقهبه نظر می. از مدفوع گوسفند بوده است
کلستریدیوم هاي مختلف جغرافیایی در شیوع تیپ
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خوانی سزایی داشته باشد و عدم همه نقش ب پرفرینجنس
ي پیش رو با مطالعات مذکور این بخش از نتایج مطالعه

-لازم به ذکر است که در مطالعه .به این مهم مربوط باشد

ادعا شده است که  2010در سال و همکاران  �����Aي 
در  Aنوع کلستریدیوم پرفرینجنس براي اولین بار حضور 

.شودایران گزارش می
کلستریدیوم ي ایهجد 54در تحقیق حاضر در بین 

دست آمده از کشت مدفوع گوسفند، هیچ ه بپرفرینجنس 
ند که با توجه به مطالعات انجام نبود Eکدام متعلق به تیپ 

����A(شده در ایران� این نتیجه دور از  )���� ��� ��
کنون از ایران جداسازي این تیپ انتظار نبود چرا که تا

کلستریدیوم ي فوق سو با یافتههم. گزارش نشده است
از گوسفندان مبتلا به  Dو  A ،B ،Cهاي تیپ پرفرینجنس

 Eاند، اما تیپ آنتروتوکسمی در ترکیه جداسازي شده
��£��¤(گزارش نشده است  ��� ¡¢£�� ����� 

�������� ��� A���� ����(  .A����در و همکاران �
در کرمان با جداسازي و تعیین ژنوتیپ  2010سال 

در  PCR ¨��¥���� به روش  پرفرینجنس کلستریدیوم
، A ،Bهاي ي فوق جداسازي انواع تیپگوسفندان منطقه

C  وD اند ولی تیپرا گزارش نمودهE  را جداسازي
-رو علیي پیششایان ذکر است که در مطالعه. اندننموده

کلستریدیوم DNAهاي فراوان در دسترسی به رغم تلاش
ازي آن از مدفوع خرگوش، و یا جداس Eتیپ  پرفرینجنس

میسر  PCRهاي استفاده از این تیپ در کنترل مثبت
نگردید و احتمال کمی هم وجود دارد که عدم گزارش 

ي حاضر به نامناسب بودن شرایط این تیپ در مطالعه
PCR اساس منابع مربوط باشد، هر چند که شرایط فوق بر

انتخاب گردیده بود و بسیار بعید است که این مشکل 
چند بعید است ولی ممکن حال هرره به. مطرح باشد

اصل تشخیص داده شده در Aهاي است برخی از تیپ
.بوده باشندEتیپ 

اي در این پژوهش ژن آنتروتوکسین در هیچ جدایه
ي فوق، حضور ژن در تأیید نتیجه. دیده نشد

جدا  کلستریدیوم پرفرینجنسهاي آنتروتوکسین در جدایه
����¢������¤(ها شده از بره ، گوسفند )���� ��� ��

)�������� �E(، ماکیان )���� ��� �������� ��� 

©����� ���ª( خوك ،)�������� �� ��� ����� 

��������« چند هر. نیز اثبات نشده است) ���� ��� ��
تولید کننده کلستریدیوم پرفرینجنس هاي جداسازي جدایه

است  و گاو گزارش شده آنتروتوکسین در اسب
)¬�£�����­��� �� ��� ����.(

کلستریدیوم توان گفت که تیپ غالب در مجموع می
و به مقدار  Cتیپ  ي اهواز،موجود در منطقه پرفرینجنس

هستند  Bو  Aهاي و در مراتب بعدي تیپ Dتر تیپ کم
که لازم است این یافته مد نظر سازندگان واکسن کشور 

. قرار گیرد
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A������  �R�®  ��������¯����  �R� ��� 
°�����������  �B� ±����²� Clostridium 

perfringens ������� ��¥��� ¯� �����¥��¨ PCR� 
³������ �¦ ´������� A������ ��� ¬�¨��� 
��£������ ¬��¥�£�� D�������� ��±§²µ ��ª-����

A���¯��� ©� �® B����� R�® ��������� R�E�®  ����� 
D�D�® °������� ³�¤�® °����� ³�A� ��� °������ �� 
±����²� °���� ¥����£��� �� ����£���� ¯������� ���

��� ³��� ¶���� ��� °���� N�­ ·���� P¥µ �-���
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D� �� R���� C�® ������ D�E� ��� ¬�������  �¸� 
±����²� ´�££������� �£������� �� ����� ����¯��� 
£��£���������� ������� �¥�����-��¨�� �¦ 
Clostridium perfringens �� �­�� ��� ����� ���¥��� 
���¯�� ³������ �¦ A����� °£���£�� �� ±�²µ �ª��-
�ªª§�

D��������� N� � ±����²� °���� �¦ ��������¨����� �¦ 
����� ��������� ±����¥ ��� ����²� ¬�¥�� �¦ 
Clostridium perfringens ���¥����¯�� ¦�� ��� 
������� �� ¤���£�� �������£ ´���������  ���£���� 
��µ �§-���

E������� C�©�°� ±����²� P���£�¥��� �¦ ¯�£��������� 
�������� ��� ��������� ´�� �µ ���������£ 
¯�£���������� C��¥��� ª�µ C����������µ ��� �¥���-
¯������ ������¯��� �����­��� C¸� ��� ³������� 
EA� E�­��� A������ �ª�-����

E�������� B�E�® ©������ C�® ¸���¯���� A�® 
°�������� E�® B������� ´� ��� ¤���������� A� 
±���ª²�  ���£���� ��¥��� �¦ �������� Clostridium 
perfringens ¦��� ������� ��� �������� ¥������� 
´���������  �£��¯������� �§µ ���-�ª��

©��¯��� B�A� ��� °���� D�©� ±����²� B���� ¹ 
°£���’° D��������£  �£��¯������� ���� ��� 
 ��¯��°�� ¸�����  ��� P¥µ ���-����

¤������¢����� ��® ©���� ³�® B����¢�-���¢�¥������ E�® 
�������� N� ��� °������ �� ±����²� PCR ����£���� 
��� ¥�������£� �¦ α-� β-� β�� ε-� ι- ��� 
��������¨�� ����� �� C���������� ¥�¦������� 
�������� ¦��� ���¯� ­��� £���������� �����- ����� 
´���������  �£��¯������� �� ±�²µ ª�-§ª�

¤��£�� ����® ¤��£� ¡�® °�¢����  � ��� ¤��£�� ¤� 
±����²� D������������ �¦ Clostridium 
perfringens ¬�¨��-¬�¥�� �� °���¥ ­��� 
°��¥�£��� E�������¨���� �� ���� P�����£�� 
¬������ ¬������ ³������ �¦ ´��������� ��� 
A����� °£���£��� ª�±�²µª��-ª���

¤���������� C�¤�® ���¥������� A�® ���������  �® 
°£��¦��� ½� ��� ���¢� ¶� ±����²� D���£� PCR �� 
¦����¦���� ��� ¯���� ¦����� ­������ ¥���� DNA 
���������� N�£���£ A£��� R�����£�� �§±��²µ §���-
§����

�������� ����® E������� ¡�® °����� ¾� ��� A���� ¾� 
±����²� ¬�¨�����¥��� �¦ Clostridium perfringens
�������� ¯� E¸�°A ��� PCR ¦��� ���¯� 
���¥�£��� �¦ ��������¨����� ¬������ ³������ �¦ 
´��������� ��� A����� °£���£��� ª�±§²µ §��-§���

������������ A� ��� ��������� �� ±����²� 
 ����¥��¨ PCR ����� ¦�� ��¨�����¥��� 
Clostridium perfringens �������� �¯������ ¦��� 
©������ ¯������ £��£����� ¸������ �� A¥¥���� 
 �£��¯������� §�µ §��-§���

������ A�E�® A�������� A�A�® ¡������� ¡�³� ��� 
½���� ³�½� ±����²� ¬�¨�� ��¥�� �¦ Clostridium 

perfringens ������� �������� ¦��� ����¥� £����� 
��� ¥����£� ����� �� N������� ´��������� 
 �£��¯������� ��µ �ª-���

��������� ��® E����� ��B�® C��������� B�®  �¢� A�® 
A������ N� ��� ����£� A� ±����²� ¬�¥��� �¦ 
�������� �¦ Clostridium perfringens ¦��� ������� 
��� �������� ����¥ ¯� �����¥��¨ PCR� 
´���������  ���£��� - C¢�£�� ��±��²µ §ª�-§§��

��������«� R�® ������ D�¸�® °������ ´�¤� ��� 
B��­����� B� ±����²�  ����¥��¨ PCR ����� ¦�� 
����£���� �¦ Clostridium perfringens �� ¦�£�� ��� 
���������� £������� �¦ ¥��� ��� �� �­��� ¦���� 
´���������  �£��¯������� �ª ±�²µ ��-ª��

���������  � ��� A����� �� ±����²� A ����� �¦ 
������¯����� �¦ ��� ��¥�� �¦ E�����¨���� �� 
¬������ P����� ´�������� ������� A��ş����� 
E�������� D������� �µ ��-��� A¯���

 ������ B��� �� ��� ±���ª²� C����£�� ´��������� 
 �£��¯������� ��� ��� C�����  ��¯� E�������� 
P¥µ ���-�ª��

 £ ¡����� A�¸�® ³�£�����  � ��� B���� A�R� ±����²� 
A £��¥������ �¦ ¦��� ������� ¦�� �¨���£���� �¦ 
¯�£������ DNA ¦��� ����� ¦��£�� ���¥���� 
³������ �¦  �£��¯������£��  ������� �� ±�²µ �ª�-
�ª��

 �£����� ´�® ¤��� P�® �­������ ¡�® P����� °�® 
D�¨��� ¸�® R������ ¸� �� ��� ±����²� ¸���-���� 
������� �� ���¥�£�� ���¥������� �¦ �����-¯���� 
¦����� ¥�¥��� ¦�� ����£���� ��� ������¥��� �¦ 
RNA ��� DNA ������� ¯� ����£� PCR� ³������ �¦ 
´�������£��  ������� �§�µ ���-����

 ������  ��� ��� ������� A� � ±����²�  ���£���� 
��¥��� �¦ Clostridium perfringens ��¨��� 
��£������ ¦��� C������ °���� A��¯��� °���� 
 ���£�� ³������� ª�±�²µ ���-��§�

¡¢£��� C� ��� ¤��ç���  � ±����²� E�������¨����� 
��£����£� �� ����� ��������� �� E��¢�� ��� ��� 
����������� ¥�����£�� �� ���§-����� ¬������ 
³������ �¦ ´��������� ��� A����� °£���£��� �§µ 
��ª-����

P�¥�¦¦�  �R� ±���§²� B�£���������£�� �¨��������� 
�� ��������¨����� �¦ ����¥ ��� ���¯� ´��������� 
R�£���� P¥µ ��§� ª�§�

Á����� P���® C������  �E�®  ������ B� ��� C������ 
¤�R� ±���ª²� C����£�� ´���������  �£��¯������� 
´�� �� ��� ���  ��¯��� P¥µ ���-����

¬������� ³�©�® ¤�����¥��� ³���® °£���� ©�¶� ��� 
B�������� ³�E� ±����²� ����� ��� B�����’� 
��£��¯������ ��� ��¦�£����� �������� �¦ �������£ 
�������� ��� ��� C�����£� P�¯������� 
A���£������ ����£�� N�·� ½°A� P¥µ ��§-�§��
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¬�£�����­���� B�® N��������� °�® ¶������� �� ��� 
½��������� ©� ±����²� ¬�� ¥�����£� �¦ 
��������¨�����£ Clostridium perfringens ������� 
�� ¦��£�� �¦ ������� �������� ������������� 
³������ �¦ ©���  �£��¯������� �§µ ���-����

½¢��� ©�A� ��� °������ ³�¤� ±����²� D�������� �¦ 
Clostridium perfringens ���������� ��¦�£����� �� 
����¥ ��� ������ ³������ ´��������� D��������£ 
�������������� ��µ ��ª-����

½¢��� ©�A�® ´����� ³�E�®  £C����� B�A� ��� ¤��«��� 
A�A� ±����²� Clostridium Perfringens ��¨��� 
�������� �� ��������� ���������� ��������� ¬�� 
¡¥�� ¬�¨������� ³������� �µ �§-§��

¶�� Á����  £C���� B��£�� A� ±���§²� D���£���� �¦ 
��������¨�����£ Clostridium perfringens ��¥� A 
�������� �� A����£�� ������ ¦�����Â A¥¥���� ��� 
������������� ��£��¯������ �� ±�²µ ����-���
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Typing of Clostridium perfringens isolates from sheep in Ahvaz

Gharibi, D.1; Ghorbanpour, M.2; Haji Hajikolaei, M.R.3 and Mahmoudi Kohi, Z.4

Received: 08.05.2016 Accepted: 19.12.2016

Abstract
Clostridium perfringens is an important pathogen which causes numerous different diseases 

in animals. This bacterium is classified into five different types; A, B, C, D and E. 
Clostridium perfringens type D cause enterotoxemia in animals. The aim of this study was to 
identify different types of Clostridium perfringens in sheep in Ahvaz. For this purpose, 369
fecal samples were randomly collected from the sheep from a different area. After processing 
and culturing samples in blood agar containing neomycin, Clostridium perfringens suspected 
isolates were identified morphologically and biochemically. According to biochemical tests, 
from 369 feces samples, 56 isolates obtained and identified as Clostridium perfringens. For 
molecular confirmation of the isolate, the DNA of the isolates was extracted and the isolates 
were verified as Clostridium perfringens by PCR using specific primers for alfa toxin. The 
results showed that 54 isolated from 56 isolated confirmed as Clostridium perfringens. 
Typing of these isolates was done by PCR using specific primers for 5 different exotoxins of 
this bacterium. The results showed that 10 isolates (18/51%) were type A and 4 (7/4%), 24
(44/44%) and 16 isolates (29/62%) were type B, type C and type D respectively. Thus the 
most prevalent types of Clostridium perfringens were type C and D. In the present study, all 
isolates were negative for iota toxin and enterotoxin gene. 

Key words: Clostridium perfringens, Genotype, PCR, Sheep, Ahvaz
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