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 Clostridium perfringens شناسایي سریع
 Multiplex PCR به روش A، B،C، Dتایپ هاي

چکید ه
Clostridium perfringens بخش�ي از فل�ور طبیع�ي خاك مي باش�د و گزارش�ات متعددي از جدا ش�دن این ارگانیس�م از مواد 
غذایي خام و پخته وجود دارد. این باکتري به پنج تایپ A تا E تقس�یم ش�ده اس�ت و این تقس�یم بندي بر اس�اس تولید س�م آلفا، 
 بتا، اپس�یلون و یوتا مي باش�د. در ای�ن مطالعه از واکنش multiplex PCR جهت شناس�ایي باکت�ري Cl. perfringens تایپ هاي
A, B,C, D اس�تفاده ش�د. تائید اولیه تیپ هاي باکتریایي مورد اس�تفاده با روش بیوش�یمیایي و س�رولوژیکي صورت گرفت. جهت 
شناسایي بوسیله PCR، چهار جفت پرایمر با دماي ذوب نزدیك به هم طراحي گردید. قطعات تکثیر یافته براي تیپ  A، 1167 جفت 
باز )س�م آلفا( و براي تیپ  B، 1167 و 1025 و 961 جفت باز )س�م آلفا، س�م بتا و س�م اپس�یلون( و براي تیپ  C، 1167 و 1025 جفت 
 باز )س�م آلفا و س�م بتا( و براي تیپ  D، 1167 و 961 جفت باز )س�م آلفا و سم اپس�یلون( بود. جهت بررسي ویژگي واکنش از باکتري
Cl. botulinum به عنوان کنترل منفي استفاده شد که نتایج PCR آن با پرایمرهاي طراحي شده منفي بود. نتایج این تحقیق نشان 
داد که شناسایي کلستریدیوم پرفرنجنس با استفاده از multiplex PCR بسیار ساده، حساس، اختصاصي و در حداقل زمان بوده و 

مي توان جهت تعیین تایپ هاي A, B,C, D Cl. perfringens استفاده نمود.

کلمات کلید ي: Clostridium perfringens، Multiplex PCR و ژنوتایپ
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مقد مه
باکت��ری Clostridium perfringens يک��ی از عوام��ل مه��م 
هیستوتوکس��یک و ايجادکنن��ده بیماری دس��تگاه گوارش در انس��ان و 
حیوانات می باش��د.)1، 2 ، 23( اين باکتری قادر اس��ت س��موم مختلفی 
 ،)α(و بر اس��اس تولید س��موم اصلی که عبارتند از آلفا )را تولید نمايد )6
بتا )β(، اپس��یلون)ε( و يوتا)ι(مي باش��ند به 5 تاي��پ A تا E طبقه بندي 
ش��ده اند)5(. تايپ A منحصراً تولید سم آلفا می نمايد اين در حالی است 
که تايپB, تولید س��م آلفا، بتا و اپس��یلون، تايپ C تولید سم آلفا و بتا، 
تايپ D تولید سم آلفا و اپسیلون و تايپ E تولید سم آلفا و يوتا می نمايد 
)14(. س��موم تولید شده توس��ط تايپ های مختلف می توانند در بیماران 
علائم مختلفی را نش��ان دهند)13(. بعضی از سويه های اين باکتری تولید 
س��م ديگری به نام انتروتوکس��ین می نمايند که باعث اسهال در انسان و 
حیوانات اهلی می ش��ود ولي به جهت عمومیت تولید آن در تمام تايپ ها، 

فاقد ارزش افتراقي بین آنها می باشد)26 ، 31(.
 Clostridium تاکنون روش هاي مختلفي جهت شناسايي باکتری
تس��ت  مث��ل  ايمونولوژيک��ي  تس��ت هاي  جمل��ه  از   perfringens
 خنثي س��ازي )نوترالیزاسیون( در حیوانات آزمايشگاهي )25( و تست الیزا 
)1، 15، 17 ، 18( مورد اس��تفاده قرار گرفته است که اساس اين روش ها 
بر اس��تفاده از آنتي س��رم اختصاصي ضد س��م هاي اصلي )آلفا، بتا، يوتا و 
اپس��یلون( مي باش��د. روش های فوق علاوه بر زمان بر بودن، صرف هزينه 
فراوان، از ويژگي و اختصاصیت کمتري نس��بت ب��ه روش هايی که اخیراً 
مطرح شده برخوردار اس��ت. در روش مولکولي، شناسايی باکتری مبتني 
ب��ر تعیین توالي ژن هاي مربوط به چهار س��م اصلي آلفا، بتا، اپس��یلون و 
يوتا مورد اس��تفاده مي باش��د. )3، 7، 8، 11، 12، 16، 24(. اس��تفاده از 

اين روش اختصاصي براي تش��خیص سريع و درمان مناسب بیماري هاي 
روده اي کلس��تريديال در حیوانات موفقیت آمیز بوده است )26(. در روش 
Multiplex PCR، در هر واکنش PCR از يک جفت پرايمر اختصاصي 
براي هر کدام از ژن هاي cpa )ژن آلفا توکسین(؛ cpb )ژن بتا توکسین(، 
etx )ژن اپس��یلون توکس��ین(، و iap )ژن يوتا توکس��ین( استفاده شده 
اس��ت )12(. اين روش با توجه به مزايای آن می تواند روش مناس��ب و دقیقی 
براي جايگزين نمودن آن با ديگر روش ها جهت شناس��ايي بیماري هاي ناشي از 
باکتري کلستريديوم پرفرنجنس در انسان و حیوانات باشد )11، 21، 22، 28(

مواد و روش ها
آنزيم Taq DNA polymerase و آنزيم هاي محدودگر و مارکر 100 
 Tris-base، EDTA، dNTP،و م��وادي از قبی��ل bp DNA ladder
RNAse ،MgCl2، کلر فرم، فنل، اسید بوريک، اتیديوم برومايد و لیزوزيم 
از داخل کش��ور تهیه گرديد. از پلاسمید pUC18 برش داده شده با آنزيم 
 )Marker( 100جفت باز، بعنوان ش��اخص وزن  DNA ladder وTaqI

براي قطعات DNA در ژل الکتروفورزاستفاده گرديد.
سویه باکتریایي

سويه Cl. perfringens، تايپ هاي A,B,C,D )به صورت ويال هاي 
لیوفلیزه( از موسسهء واکسن سازي رازي کرج تهیه گرديد. اين سويه ها از 
مناطق مختلف کش��ور تهیه شده و پس از شناسايي با روش بیوشیمیايي، 
نس��بت به تعیین تايپ آن ها با اس��تفاده از روش سرولوژيک اقدام گرديد. 
سويه Cl. botulinum تايپ A مورد استفاده در اين تحقیق از انستیتو 
پاس��تور ايران تهیه و با اس��تفاده از تست هاي بیوشیمیايي و تست خنثي 

سازي سم )Bioassay( مورد تائید قرار گرفت.

Veterinary Journal (Pajouhesh & Sazandegi) No 83 pp: 63-71

Fast detection of Clostridium perfringens Type A,B,C and D by Multiplex PCR
By: Saadati M, Olad G, Biology Department, Basic Science Research Center, Imam Houssein University, Kamali M. 
Salehi M. B. Tavalaei, M. Applied Biotechnology and Environmental Research Center, Baqiyatallah Medical Science 
University, Pilechian, and Musavi M. Department of Anaerobiology, Razi Serum and Vaccine Institute, Karaj.
Clostridium perfringens is a part of the microflora of soil, and many reports have revealed the widespread occurrence 
of this organism in raw and processed foods. C. perfringens is classified into five types (types A to E), depending upon 
their ability to express alpha, beta, epsilon, and iota toxins In this study, a multiplex polymerase chain reaction (PCR) 
assay was developed for detection of C. perfringens types A, B, C and D. These strains have formerly been confirmed 
by the biochemical methods as well as serological test. For detection by PCR, four primer pairs with equal melting 
temperatures, were designed. DNA amplification fragments of 1167 bp for C. perfringens type A alone (α toxin), 1167 
bp, 1025 bp and 961 bp for C. perfringens type B (α, β and ε toxin) 1167 bp and 1025 bp for C. perfringens type C (α 
and β toxin), and 1167 bp and 961 bp for C. perfringens type D (α and ε toxin) were obtained. Clostridium botulinum 
ued as negative control and did not yield a PCR product. These findings suggest that the assay is easy, timesaving, 
sensitive and specific and can use for detection of A, B, C and D types of C. perfringens. 
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تهیه DNA الگو
  DNA پس از کشت باکتري در شرايط بي هوازي نسبت به استخراج
ژنومیک به روش لیز قلیايي اقدام گرديد )DNA .)25  ژنومیک بدس��ت 
آمده بر روي ژل آگاروز 1 درصد بررس��ي، و پس از تعیین غلظت با روش 
ژل و اس��پکتروفوتومتري در طول م��وج 260 و280 نانومتر براي مراحل 

بعدي کار مورد استفاده قرار گرفت.
طراحي پرایمر

 ،cpa, cpb, etx, iap C. perfringens ب��ا توجه به ترادف ژن ه��اي
پرايمره��اي اختصاصي براي دو س��ر ه��ر ژن طراحي گرديد. قبل از س��فارش 
ساخت، با استفاده از نرم افزارهاي DNAsis،Oligo  بررسي احتمالً تشکیل 
ل��وپ و دايم��ر بی��ن پرايمرها و با اس��تفاده از نرم افزار Blast جهت بررس��ي 

همولوژي اين پرايمرها با ديگر ژن ها ارزيابي هاي لازم انجام گرديد. 
 PCR با روش C.perfringens شناسایي

ژنومی��ک  DNA تهی��ه   ،PCR ب��روش  شناس��ايي  جه��ت    
C. perfringens و طراح��ي پرايمره��اي اختصاصي ب��راي هر کدام از 
ژن هاي آلفا )cpa(، بتا )cpb(، اپسیلون )etx( و يوتا )iap( انجام گرديد. 
س��پس هر باکتري بر اس��اس حضور يا عدم حضور يک يا چند ژن فوق، 
بوس��یله واکنش PCR و ارزيابي محصولات آن ب��ر روي ژل الکتروفورز، 

شناسايي گرديد.

PCR واکنش 
واکن��ش PCR در حجم نهاي��ي 25 میکرولیتر با ترکیبات زير انجام 
گرديد: 1 میکرولیتر از DNA ژنومیک )در هر واکنش يک تايپ به صورت 
 ،)10U/µl( Taq DNA polymerase 0/3 میکرولیتر آنزيم ،)مج��زا
 dNTPs 2 میکرولیتر از،)pmol/µl 20( 0/5 میکرولیت��ر از هر پرايم��ر
)2/5 میلي م��ولار(، 2/5 میکرولیت��ر باف��ر )10x( PCR، 1/5 میکرولیتر 
MgCl2 )50 میلي مولار(. واکنش PCR در 27 س��یکل مطابق جدول2 
انجام ش��د. جهت بررسي محصول PCR، 5 میکرولیتر از آن بر روي ژل 
آگاروز 1 درصد انتقال داده شد و با اتیديوم برومايد رنگ آمیزي و مشاهده 

گرديد)19(.
PCR هضم آنزیمي محصول

جهت تائید صحت محصولات PCR، واکنش هضم آنزيمي با استفاده 
 cpa, cpb, etx براي هر سه ژن )Hind III(از آنزيم محدودگر مناسب

انجام گرديد.
بررسي میزان اختصاصیت واکنش 

به منظور بررسي واکنش متقاطع بین سويه هاي مختلف کلستريديوم، 
PCR با اس��تفاده از DNA ژنومی��ک Cl. botulinum با پرايمرهاي 
اختصاصي C. perfringens انج��ام گرديد. اين واکنش بین تايپ  هاي 

مختلف C. perfringens نیز مورد بررسي قرار گرفت.

ژنوم توکسین نام پرایمر ترادف پرایمر طول قطعه ژن

cpa/α
Cpa f
Cpa r

5`-aag att tgt aag gcg ctt3-`
5`-att tcc tga aat cca ctc3- 1167

cpb/β
Cpb f
Cpb r

5`-agg agg ttt ttt tat gaa g3-`
5`-tct aaa tag ctg tta ctt tgt g3-` 1025

etx/ε
Etx f
Etx r

5`-aag ttt agc aat cgc atc3-`
5`-tat tcc tgg tgc ctt aat t3-` 961

iap/ι
Lap f
Lap r

5`-aat gcc ata tca aaa aat aa3-`
5`-tta gca aat gca ctc ata tt3-` 821

تعداد سیکل ها زمان درجه حرارت مرحله برنامه

1 سیکل 5 دقیقه 94 درجه دناتوره کردن اولیه 1

25سیکل
60 ثانیه
30 ثانیه
30 ثانیه

94 درجه
 60 درجه
72 درجه

دناتوره کردن
اتصال 
تکثیر 

2

1 سیکل 5 دقیقه 72 درجه تکثیر نهايي 3

)PCR( Genotyping جدول1- ترادف پرایمرهاي طراحي شده براي تعیین تایپ کلستریدیوم پرفرنجنس بروش

PCR جدول 2- نحوه اجراي واکنش
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multiplex PCR جدول 3- شرایط واکنش

شناسایي سریع کلستریدیوم ...

Material 1 2 3 4 5 غلظت نهایي در هر تیوپ

Types A B C D Con

PCR buffer       (10 x)   10 10 10 10 10 -

MgCL2            (50 mM) 7 7 7 7 7 3.5 mM

dNTP5             (2.5 mM) 8 8 8 8 8 0.2 mM

Primer cpa F   (10 pmol/ ml) 1 1 1 1 1 0.1 pnol/ml

Primer cpa R   (10 pmol/ ml) 1 1 1 1 1 0.1 pnol/ml

Primer cpb F   (10 pmol/ ml) 1 1 1 1 1 0.1 pnol/ml

Primer cpb R   (10 pmol/ ml) 1 1 1 1 1 0.1 pnol/ml

Primer etx F    (10 pmol/ ml) 1 1 1 1 1 0.1 pnol/ml

Primer etx R   (10 pmol/ ml) 1 1 1 1 1 0.1 pnol/ml

Primer iop F   (10 pmol/ ml) 1 1 1 1 1 0.1 pnol/ml

Primer iop R   (10 pmol/ ml) 1 1 1 1 1 0.1 pnol/ml

Taq polymerase (5 U/ ml) 1 1 1 1 1 0.05 U/ml

Template 4 4 4 4 --- -

D.D.W 62 62 62 62 66 -

Total 100 100 100 100 100 -

پ��س از بهینه س��ازي واکنش PCR با اس��تفاده از هر جفت پرايمر، 
واکن��ش Multiplex PCR ب��ا اس��تفاده توام از چهار جف��ت پرايمر و 
DNA ژنومی��ک هر ک��دام از تايپ ها و با ترکیبات زي��ر در حجم نهايی 

100 میکرولیتر انجام گرديد.
نتایج

 DNA از باکتري هاي تکثیر داده ش��ده در محیط کش��ت استخراج
ژنومی��ک ص��ورت گرفت و س��پس واکنش PCR ب��ا اس��تفاده از آن و 

پرايمرهاي تهیه شده انجام گرديد.

 ,PUC18( محصولات بدس��ت آمده از واکنش ف��وق به همراه مارکر
 PCR ب��ر روي ژل 1 درص��د الکتروفورز گردي��د. نتايج واکنش )Taq I
 A، B،( ژنومیک براي هر چهار تايپ DNA با استفاده از cpa براي ژن
C، D( نش��ان داد که همه تايپ ها دارای ژن cpa با وزن مولکولی 1167 

جفت باز می باشند )شکل 1، ستون 2 تا 5(.
 DNA با استفاده از cpb براي مش��خص نمودن ژن PCR واکنش
 Dو A براي تايپ هاي PCR ژنومیک همه تايپ ه��ا انجام گرديد. نتیجه
منفي )ش��کل 2، س��تون هاي 1 و 4( و اين تايپ ها فاقد ژن cpb بوده و 
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برای تايپ های B و C واجد ژن cpb با وزن 1025 جفت باز )ش��کل 2، 
ستون هاي 2 و 3( می باشند.

 DNA با اس��تفاده از etx ب��راي تعیین وج��ود ژن PCR واکن��ش
ژنومیک همه تايپ ها انج��ام گرديد. نتیجه PCR حاصله براي تايپ هاي 
 D و B منف��ي )ش��کل3، س��تون هاي 2 و 4( و ب��رای تايپ ه��ای Cو A
ک��ه واجد اي��ن ژن با وزن 961 جف��ت باز بود مثبت می باشد)ش��کل 3، 

ستون هاي 3 و 5(.
در ش��رايط مناس��ب، واکنش PCR براي ژن يوتا توکسین )iap( با 
اس��تفاده از DNA ژنومی��ک براي هر چهار تاي��پ)A, B, C, D( انجام 

گرديد که نتیجه PCR براي تمام تايپ های فوق منفي گرديد.
 Multiplex پس از حصول نتايج مناس��ب در مرحله قب��ل واکنش
PCR ب��راي چهار تاي��پ A،B،C،D C. perfringens طراحی، اجرا و 

بهینه سازی انجام گرديد )شکل شماره 4(.
 در تصوي��ر 4 س��تون 1 فاق��د هر گونه بان��د به عن��وان باکتري غیر 
 bp1167 شناسايی گرديد. در ستون 2 وجود يک باند C. perfringens
مربوط به ژن آلفاتوکس��ین تايیدکننده تايپ A بوده و در ستون 3 وجود 
 cpa،cpb ه��ر دو بان��د 1167 و 1025 جف��ت باز مربوط به ه��ر دو ژن
نش��ان دهنده تايپ C مي باشد. در س��تون 4 وجود دو باند 1167 و 961 
جف��ت باز مربوط ب��ه دو ژن cpa و etx تايیدکنن��ده تايپ D بوده و در 
س��تون 5 وجود هر س��ه باند 1167 و 1025 و 961 جفت باز مربوط به 
هر س��ه ژن cpa ،cpb،etx نش��ان دهنده تايپ B مي باشد. در ستون 6 

مارکر100bp DNA ladder قابل مشاهده است. 

 PCR  تایید محصولات
نتاي��ج بررس��ي صح��ت محص��ولات PCR بوس��یله واکن��ش برش 
آنزيمي انجام گرديد. پس از بررس��ی قطعات تکثیر يافته توسط نرم افزار 
DNASIS، آنزي��م Hind III جه��ت هضم اين قطع��ات در نظر گرفته 
ش��د که پ��س از انجام هضم آنزيمی بر روی هر ي��ک از قطعات نتايج آن 
در تصوير ش��ماره 5 مشاهده می شود. در اين تصوير ستون 1 فاقد آنزيم 
برش دهنده بعنوان کنت��رل بوده و باند مربوط به ژن cpa با 1167جفت 
باز را بدون برش آنزيمی نش��ان می دهد. آنزي��م Hind III، ژن cpa با 
1167جف��ت باز را به صورت کامل ب��رش داده و در نتیجه اين فرايند دو 
قطعه 500 و 667 جفت بازي ايجاد شده است )ستون 2(. ستون 3 فاقد 
آنزي��م برش دهنده بعنوان کنترل بوده و باند مربوط به ژن cpb با 1025 
جفت باز را بدون برش آنزيمی نش��ان می دهد. آنزيم Hind III با برش 
در دو جايگاه 525 و 618 ژن cpb، آنرا به س��ه قطعه با اندازه هاي 525، 

407 و 93 جفت باز تبديل نموده است )ستون 4(. 
 ژن etx داراي 961 جفت باز با آنزيم Hind III با برش در جايگاه 
137 اين ژن داده و آن را به دو قطعه به اندازه هاي 137 و 824 جفت باز 
تبديل نموده اس��ت )س��تون 5(. به دلیل هضم ناقص اين قطعه باند 961 

نیز در تصوير مشاهده می شود.

بحث
بیماريزائي C. perfringens به وجود مهم ترين س��م هاي اصلي و 
کشنده )آلفا، بتا، اپسیلون و يوتا( آن مربوط مي شود و بر اساس وجود اين 

سموم در اين باکتري آنها را به پنج تايپ A، B، C، D و E تقسیم بندي 
کرده اند )27(. جداسازي اين باکتري از حیوانات مختلف و نیز پراکندگي 
جغرافیايي آن در تعیین تايپ باکتري موثر بوده اس��ت. )4( همه س��موم 
تولید ش��ده توس��ط اين باکت��ري از اهمیت خاصي برخوردار مي باش��ند 
)13(. بتاتوکس��ین ايجاد نکروز روده اي )بیماري pigbel(، نکروز پوستي 
)dermonecrotic( و همچنین ايجاد زخم در س��وختگي هاي پوستي 
مي نمايد )10(. اثر کشندگي آلفاتوکسین نیز بخاطر تخريب غشاء سلولي 
مي باش��د. به همین جهت اين س��م نقش مهمي در ايجاد قانقارياي گازي 
دارد. اين سم مي تواند فسفاتیديل کولین و اسفنگومیلین را نیز هیدرولیز 

نمايد. در موش سوري درصد LD50 اين سم 50 نانوگرم مي باشد. 
روش ه��اي متعددی جهت شناس��ايی اي��ن باکت��ری از جمله روش 
بیوشیمیايی، س��رولوژيکی و مولکولی ارائه شده است. روش بیوشیمیايي 
بس��یار س��خت، طولاني، پر هزينه، و با خطاي زياد همراه مي باشد وحتي 
بعد از چندين روز آزمايش تنها گونه اين باکتري قابل شناس��ايي خواهد 
بود وتش��خیص تايپ آنها با اي��ن روش غیرممکن اس��ت. در روش ديگر 
)Toxinotyping( تعیین تايپ باکتری با اس��تفاده از س��م تولید شده 
توس��ط باکتری در محیط کش��ت انج��ام می گردد. اي��ن روش مبتني بر 
تست خنثی سازی )نوترالیزاس��یون( توکسین بوسیله آنتي توکسین هاي 
اختصاصي بوده و س��پس با بررس��ي اثر کش��ندگي آن بر روي حیوانات 
 )Vero آزمايش��گاهي مانند موش يا مدل هاي محیط کشت )سلول هاي
به ارزيابي س��میت يا خنثی شدگی سم اقدام مي گردد )5(. در اين روش 

جهت تايپ باکتري علاوه بر هزينه زياد زمان زيادي مورد نیاز می باشد.
در روش شناس��ايي که مبتن��ي بر تولید آنتي س��رم اختصاصي ضد 
چهار توکس��ین اصلي )آلفا،بتا، اپس��یلون و يوتا توکسین( مي باشد تعیین 
نوع تايپ C. perfringens با اس��تفاده از وجود پادتن س��طحي انجام 
مي گی��رد. مش��کل اين روش تهیه و خريد و نگهداري آنتي س��رم اس��ت 
زي��را تنه��ا تعداد کم��ي از آزمايش��گاه  هاي معتبر جهان اق��دام به تولید 
 آن مي نماين��د. نکته ديگر اينک��ه تنها حدود 70 درصد از اس��ترين هاي

C. perfringens، قابلیت شناس��ايي با اي��ن روش را دارند )27 ، 30(. 
در اين روش اگر باکتري به هر دلیلي نتواند توکس��ین مورد نظر را تولید 
نماي��د، شناس��ايي دقیق باکتري دچ��ار خطاي احتمالً��ي خواهد گرديد. 
همچنین غیر فعال ش��دن آنتي س��رم ها نیز )به هر دلی��ل( ايجاد جواب 
کاذب مي نمايد. گراني نسبي، زمان طولاني و طول نیمه عمر فعالیت آنتي 

سرم ها از معايب اين روش بشمار مي آيند.
تکنی��ک PCR که امروزه از آن بطور وس��یعي در مهندس��ي ژنتیک 
و تش��خیص طیف گس��ترده اي از عوامل بیولوژيک استفاده مي شود يک 
روش بس��یار اختصاصي و در عین حال حساس براي شناسائي انواع ژن ها 
و عوامل بیولوژيک مي باش��د. اين تکنیک ضمن س��ادگي، محدوديت هاي 
روش ه��اي ف��وق الذکر را ن��دارد و مي ت��وان از آن بطور گس��ترده اي در 
آزمايشگاه هاي تشخیص طبي جهت شناس��ائي عوامل بیماري زا استفاده 
نمود. اين روش مبتني بر وجود يا عدم وجود توالي ژن هاي مربوط به چهار 
س��م اصلي )آلفا، بتا، اپسیلون و يوتا( در باکتري مي باشد. اين کار توسط 
"Dauble و همکارانش در س��ال  1994 و س��پس استفاده از پروپ ژن ها 
)با اس��تفاده از PCR( توسط Songer در سال 1996 انجام شده است. 
استفاده از اين روش اختصاصي براي تشخیص سريع بیماري هاي روده اي 
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 Heikinheimo .)22( کلستريديال در حیوانات موفقیت آمیز بوده است
 C. نس��بت ب��ه شناس��ايی باکتری Multiplex PCR ب��ا اس��تقاده از
perfringens در 118 جوج��ه اقدام نم��ود و تنها تايپ A اين باکتری 
را توانس��ت شناس��ايی نمايد )Uzal .)9 و همکارانش با استقاده از روش 
PCR نس��بت به شناس��ايی ژن اپس��یلون اقدام نمود )Baums .)29 و 
 همکاران��ش پروتکل جديدی را جهت شناس��ايی و تعیی��ن تايپ باکتری

C. perfringens با استفاده از ژنوم باکتری پیشنهاد نمود)4(.
در اين مطالعه، ازسويه هاي ايراني جدا شده از مناطق طبیعي، استفاده 
گرديد. يافته هاي بدس��ت آمده از اين س��ويه ها نشان داد که اين سويه ها 
واجد ژن توکس��ین هاي اصلي فوق بوده و گزارش محققین ديگر را مورد 

تايید قرار داد )1 ، 2(.
 در اين تحقیق پس از بهینه س��ازي ش��رايط PCR، جهت شناسايي

C. perfringens با اس��تفاده از ژن هاي اس��تخراج ش��ده از تايپ هاي 
مختلف س��ويه هاي اين باکتري اق��دام گرديد. نتايج حاصل از اين تحقیق 
اين قابلیت را فراهم آورد که بتوان براي اولین بار در ايران با اس��تفاده از 
DNA ژنومیک اس��تخراج شده از تايپ هاي مجهول کلستريديوم، آنها را 

شناسايي نمود.  
با استفاده از اين کیت تشخیص سريع قادر هستیم که در مدت زمان 
 PCR ژنومیک و با انجام يک واکنش DNA حدود 4 ساعت با استفاده از
 ،PCR و متعاقب��اً انجام يک ژل الکتروفورز براي محصولات Multiplex
نسبت به شناسايي کلس��تريديوم پرفرنجنس اقدام نمايیم. اين تکنیک با 
توجه به س��رعت، دق��ت و اختصاصیت می تواند به عن��وان روش انتخابی 
 C. perfringens جهت شناس��ايی و تعیین تايپ س��ويه های مختل��ف

مورد استفاده قرار گیرد. 
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  تصوی�ر 1- شناس�ایي ژن cpa ک�ه بوس�یله PCR تکثی�ر یافت�ه ب�ود. ژن�وم س�ویه هاي
Clostridium perfringens تایپ هاي A،B،C،D به عنوان الگو مورد استفاده قرار گرفت. 

 ژن cpa در هر س�ویه بوس�یله پرایمر اختصاصي تکثیر یاف�ت. ژن تکثیر یافته به ژل آگاروز
1 درصد منتقل و پس از رنگ آمیزي با اتیدیوم بروماید مورد بررسي قرار گرفت.

 ،Taq I- pUC18 ستون 1- شاخص وزني
 A در تایپ cpa ژن PCR ستون 2- محصول
 B در تایپ cpa ژن PCR ستون 3- محصول
 C در تایپ cpa ژن PCR ستون 4- محصول
D در تایپ cpa ژن PCR ستون 5- محصول
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 تصوی�ر 2– شناس�ایي ژن cpb ک�ه بوس�یله PCR تکثی�ر یافت�ه ب�ود. ژن�وم س�ویه هاي
C. perfringens تایپ هاي A،B،C،D به عنوان الگو مورد استفاده قرار گرفت. ژن cpb در 

هر سویه بوسیله پرایمر اختصاصي تکثیر یافت. محصول PCR به ژل آگاروز 1 درصد منتقل و 
 Taq- pUC18 پس از رنگ آمیزي با اتیدیوم بروماید مورد بررسي قرار گرفت. شاخص وزني

I  به عنوان مارکر مورد استفاده قرار گرفت.
محصول PCR ژن cpb در سویه هاي مورد آزمایش:

)cpb فاقد ژن( A ستون 1- تایپ
)cpb دارای ژن( B ستون 2- تایپ
)cpb دارای ژن( C ستون 3- تایپ
)cpb فاقد ژن( D ستون 4- تایپ

Taq I- pUC18 ستون 5- شاخص وزني

 تصوی�ر 3- شناس�ایي ژن cpx ک�ه بوس�یله PCR تکثی�ر یافت�ه ب�ود. ژن�وم س�ویه هاي
C. perfringens تایپ هاي A،B،C،D به عنوان الگو مورد استفاده قرار گرفت. ژن cpx در 

هر سویه بوسیله پرایمر اختصاصي تکثیر یافت. ژن تکثیر یافته به ژل آگاروز 1 درصد منتقل 
 pUC18 و پ�س از رنگ آمی�زي با اتیدیوم بروماید مورد بررس�ي قرار گرفت. ش�اخص وزني

-Taq I  به عنوان مارکر مورد استفاده قرار گرفت.
،Taq I- pUC18 ردیف 1- شاخص وزني

ردیف 2- محصول PCR ژن etx تایپ A )منفی(

ردیف 3- محصول PCR ژن etx تایپ B )مثبت(
ردیف 4- محصول PCR ژن etx تایپ C )منفی(
ردیف 5- محصول PCR ژن etx تایپ D )مثبت
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Multiplex PCR بوسیله C. perfringens تصویر 4- تایپ کردن
س�ویه هاي C. perfringens تایپ هاي A،B،C،D به عنوان الگو مورد اس�تفاده قرار گرفت. 
ژن مورد نظر در هر سویه بوسیله پرایمر اختصاصي تکثیر یافت. ژن تکثیر یافته به ژل آگاروز 
1 درصد منتقل و پس از رنگ آمیزي با اتیدیوم بروماید مورد بررسي قرار گرفت. شاخص وزني 

100 جفت باز به عنوان مارکر مورد استفاده قرار گرفت.
ستون1- کلستریدیوم بوتولینیوم فاقد باند

 cpa کلستریدیوم پرفرنجنس باند A ستون2- تایپ
cpa,cpb کلستریدیوم پرفرنجنس باند C ستون3- تایپ
cpa,etx کلستریدیوم پرفرنجنس باند D ستون4- تایپ

 cpa, cpb, etx کلستریدیوم پرفرنجنس باند B ستون5- تایپ
 100bp DNA ladderستون6- مارکر

 Hind بوسیله آنزیم cpa, cpb, etx براي هر سه ژن PCR تصویر شماره 5: آنالیز محصولات
III بر روي ژل الکتروفورز

ستون 1: محصولات PCR ژن cpa بدون برش
cpa ستون 2: قطعات حاصل ازبرش کامل ژن

ستون 3: محصولات PCR ژن cpb بدون برش
cpb ستون 4: قطعات حاصل ازبرش کامل ژن

Hind III بوسیله آنزیم etx براي ژن PCR ستون 5: محصولات
bp100 ستون 6: نشان گر
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