
شماره 128، نشريه د امپزشكی، پاییز 1399

17

 

bb

چکید ه 

E تقسیم می شود.  تا   A به پنج تیپ  یوتا  اپسیلون و  بتا،  آلفا،  براساس چهار توکسین اصلی  باکتری گرم مثبت که  کلستریدیوم پرفرینجنز یک 
آنتروتوکسمی  و  درانسان  گانگرن  گاز  بیماری  عامل  و   D و   B تیپ های  اصلی  توکسین  و  کلستریدیایی  قوی  توکسین های  از  اپسیلون  توکسین 
روش  فارماکوپه  در  که  بوده  برخودار  خاصی  اهمیت  از  بیماری  این  از  پیش گیری  در  که  واکسن  از  ناشی  ایمنی  ارزیابی  است.  دام   در 
)SN (Serum neutralization test برای آن پیشنهاد گردیده است. هدف این پژوهش ارزیابی تست الایزا به عنوان روشی جایگزین برای اندازگیری 
آنتی توکسین اپسیلون می باشد. ابتدا تست اندازه گیری توانایی واکسن به روش معمول انجام یافته و سرم های اخذ شده با هر دو روش معمول و 
الایزای غیرمستقیم بررسی گردید. میزان cut off کنترل منفی در تست الایزا ۰/42 برآورد شد و نتایج آزمون کراس نشان داد که سیستم الایزا برای 
توکسین اپسیلون اختصاصی عمل می نماید نتایج این پژوهش ارتباط معنی داری بین این دو تست در موارد واکسینه شده با نمونه فرمانتور نشان 
داد. آنالیز رگرسیون خطی، همبستگی ۰/۸4 با  P≥۰.۰1 را نشان داد. در نهایت پیشنهاد گردید از تست الایزا به عنوان جایگزینی برای ارزیابی 

سطح ایمنی حیوانات آزمایشگاهی استفاده نمود. اگرچه برای استفاده در حیوانات هدف نیاز به تحقیقات بیشتر در این زمینه ضروری می باشد.
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Clostridium perfringens is a gram-positive bacterium divided into five major A, E, and iota toxins based on the four 
main toxins. Epsilon toxin is a potent clostridial toxin and a major toxin of Clostridium Perfringens B and D types, 
and is the cause of gangrene gas in humans and enterotoxemia in human. For safety assessment of the vaccine, which 
is important for prevention of this disease, has been proposed SN (Serum neutralization test) method in the pharmaco-
poeia. The purpose of this study was to evaluate the ELISA as an alternative method for measuring of epsilon antitoxin. 
First, vaccine potency test was performed using conventional method and the sera obtained were measured using both 
conventional and ELISA methods. The negative control cut-off was calculated 0.42 and cross-examination was shown 
that epsilon toxin had no cross reaction with other toxins of Clostridium spp.
The results of this study showed that there is a significant agreement between two tests for serum samples of vaccinated 
rabbits by polyvalent vaccine. Linear regression analysis gave correlation coefficients of 0.697 for the indirect ELISA, 
with a significance level of P<0.01. Finally, ELISA test could be used as an alternative MNT test which used for detec-
tion antibody in laboratory animals. However, further research in this field is needed for target animals. 

Key words: Indirect ELISA, enterotoxaemia vaccine, Clostridium perfringens type D, epsilon antitoxin,
 serum neutralization test 

مقدمه
Clostridium perfringens چهار توکسین اصلی اپسیلون بتا، یوتا و آلفا 
تیپ  پنج  به  اساس  این  بر  که  تولید می نماید.  فرعی  توکسین  تعدادی  و 
در  که  بوده  آنتروتوکسمی  عامل   D تیپ  می شود.  تقسیم بندی   E تا   A
نقاط مختلف ایران به اسامی متفاوت از جمله قلوه نرمی و زهره درد 
بوده  مختلف  ویرولانس  فاکتورهای  حاوی  باکتری  این  می شود.  نامیده 
این  می باشد.  توکسین  اپسیلون  فاکتورها  این  مهم ترین  از  یکی   )20(
توكسین به صورت پروتوتوكسین تولید می شود و در اثر عمل تریپسین 
فعال می شود. وزن مولکولی این توکسین 32/5 کیلو دالتون می باشد )4( 
که توسط آنزیم هایی نظیر تریپسین و کموتریپسین با شکستن 13 اسید 
آمینه از قسمت انتهای آمینی و 20 اسید آمینه از انتهای کربوکسیل به 
صورت فعال و کشنده در می آید )12(. واکسن پلی والان آنتروتوکسمی 
برای  ایجاد می نماید  ایمنی   C.perfringens اپسیلون  بر علیه توکسین  که 
اولین بار در سال 1323 در بخش بی هوازی موسسه رازی تولید گردید و 

از آن زمان تا کنون تولید آن ادامه دارد. ارزیابی ایمنی ناشی از واکسن 
در پیش گیری از این بیماری از اهمیت خاصی برخوردار است که به روش 
دارای  استاندارد  روش  این  ولی   .)5( می شود  انجام  نوترالیزاسیون  سرم 
معایبی می باشد. روش جایگزین برون تنی پیشنهاد شده برای این تست 
الایزا می باشد. برای راه اندازی این تکنیک تلاش های زیادی توسط محققین 
صورت گرفت. اردهالی و همكاران در سال 1۹۷3 گوسفند را با استفاده از 
توكسین باكتری C.perfringens تیپ D هایپر ایمن كردند و سرم حیوان را 
جدا و خالص سازی كردند. نتایج این مطالعه نشان داد كه تیتر آنتی توكسین 
از 400 به 3000 واحد بین المللی در هر میلی لیتر پس از تخلیص افزایش 
 D تیپ   C.perfringens از  توکسین  اپسیلون   13۹1 سال  در   .)1( یافت 
 ،CM-Sepharose کاتیونی  تعویض  کروماتوگرافی  تکنیک  از  استفاده  با 
فیلتراسیون ژل  و   DEAE-Cellulose آنیونی  تعویض   کروماتوگرافی 

Sephadex-G100 تهیه شد که می توان از این توکسین جهت کوتینگ آنتی 
ژن و تولید آنتی توکسین اپسیلون استفاده نمود )25(. هدف از این پروژه 
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طراحی سیستم الایزا برای آنتی توکسین اپسیلون در خرگوش و مقایسه 
استفاده از الایزا غیر مستقیم با روش SN می باشد.

مواد و روش کار
روش مطالعه از نوع مداخله ای و به شیوه کارآزمایی بالینی می باشد و 

ایمنی زایی واکسن به روش الایزا اندازه گیری می شود.

مواد مورد استفاده
مواد شیمیایی مورد استفاده در این مطالعه در جدول 1 آورده شده است. 

دستگاه های مورد استفاده
از  ریدر  الایزا  و  سانتریفوژ  انکوباتور  شامل  استفاده  مورد  دستگاه های 

شرکت های JOUAN و EPPENDORF و BIOTEK خریداری شدند. 
توكسین  تهیه   -1 می باشد:  مرحله  چندین  دارای  تحقیقاتی  پروژه  این 
اپسیلون 2- تهیه آنتی سرم کنترل مثبت و منفی و نمونه های تست 3- انجام 
تست الایزا و پتنسی بر روی 20 نمونه واکسن تهیه شده در فرمانتور و 
 Excel 20 نمونه واکسن تهیه شده در بن بن 4- آنالیز نتایج با نرم افزار

.SPSS و

تهیه آنتی سرم نمونه ها
شده  تهیه  )واکسن  نمونه  هر  از  میلی لیتر  نیم  و  دو  خرگوش  10 سر  به 
ناحیه  به  جلدی  زیر  به صورت  ادجوانت  بدون  بن(  بن  و  فرمانتور  در 
پشت گردن تزریق گردید. پس از 2۸ روز تزریق دوم، به همان صورت 
از قلب خرگوش ها تحت شرایط  تزریق دوم  از  تكرار شد. 14 روز پس 
بیهوشی خون گیری انجام شد. نمونه ها در دور g 6000 به مدت 15 دقیقه 

سانتریفیوژ و سرم جداسازی گردید.

تهیه آنتی سرم کنترل منفی
از یک گروه خرگوش های تزریق شده با دو و نیم میلی لیتر نرمال سالین، 

جهت تهیه سرم منفی خون گیری بعمل آمد و سرم آن ها جدا گردید.

تهیه آنتی سرم کنترل مثبت
D به همراه  C.perfringens تیپ  از نمونه واكسینال  دو و نیم میلی لیتر 
 10 گردن  پشت  ناحیه  به  جلدی  زیر  صورت  به  فروند  کامل  ادجوانت 
خرگوش تزریق شد. پس از 2۸ و 56 روز تزریق دوم و سوم با ادجوانت 
ناقص فروند به همان صورت تكرار شد. 14 روز پس از تزریق سوم از 

قلب خرگوش خون گیری به طریق اشاره شده در بالا بعمل آمد )1(. 

جدول 1- لیست مواد مصرفی برای آزمون الایزای غیر مستقیم و پتنسی 

شرکتمواد

مرکآمونیم سولفات

سیگماکیسه دیالیز

فلوکاتریس هیدروکلراید

مرکفولین

فلوکاسدیم بیکربنات و کربنات

فلوکاسدیم پتاسیم تارتارات

مرکسولفات مس

مرکتوئین 20

سیگماGoat Anti-Rabbit IgG Antibody-HRP کونژوگه

BSAسیگما

TMBرش

فلوکاگلیسرین

ویبریجآنتی توکسین استاندارد
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تهیه توكسین اپسیلون
D کشت باکتری کلستریدیوم پرفرینجنز تیپ

در  و  نموده  باز  را   D (CN409( تیپ   C.perfringens لیوفیلیزه  آمپول 
محیط کشت عصاره کبد گوساله سپس در لوله ی معمولی حاوی عصاره 
کبد و در نهایت در ارلن 250 میلی لیتری حاوی عصاره کبد کشت داده 
حاوی  ارلن  در  میلی لیتری   250 ارلن  محتویات  مرحله،  این  از  پس  شد. 
کشت  محیط  شد.  داده  کشت  توکسین زایی  مخصوص  کشت  محیط 
مخصوص توکسین زایی حاوی پپتون، عصاره مخمر، ال- سیستئین، پودر 
جگر، نمک، تامپون، تیکه گوشت و تریس ویتامین می باشد. تریس ویتامین 
و  پیریدوکسین  اسید،  نیکوتینیک  تیامین،  بیوتین،  ویتامین های  حاوی 
ویتامین B12 و عناصر معدنی سولفات آهن، سولفات مس، سولفات روی، 

سولفات منیزیم و کلرید منگنز می باشد )21(.

بررسی وجود توکسین در کشت سلول
برای بررسی وجود توکسین اپسیلون سانتریفوژ (Eppendorf) به مدت 15 
دقیقه در دور g 4500 انجام گردید. سپس نیم میلی لیتر از مایع فوقانی 
MDCK (Madin Darby canine kidney) حاوی سرم گاوی  به سلول های
و  اضافه  -گلوتامین  ال  و  استرپتومایسین  سیلین،  پنی   100IU/ml (FCS)
از  منفی  کنترل  عنوان  به  گردید.  بررسی   MDCK سلول های  شدن  گرد 

نرمال سالین به جای محلول حاوی توکسین استفاده شد )1۹(.

ترسیب با استفاده از نمک آمونیوم سولفات
ترسیب با استفاده از نمک آمونیوم سولفات در دمای چهار درجه سانتی گراد 
انجام و در سردخانه چهار درجه سانتی گراد به مدت 24 ساعت قرار داده 
۴000rpm در  به مدت 45 دقیقه در دور  این محلول  شد  )21(. سپس 
دمای چهار درجه سانتی گراد سانتریفیوژ گردید. مایع رویی را دور ریخته 
انجام  دیالیز  عملیات  تریس هیدروکلراید  بافر  توسط  روی رسوب  بر  و 
با ستون کروماتوگرافی  و  دیالیز شده جمع آوری  پایان نمونه  گرفت. در 
تعویض کاتیون CM-Sepharose و در ادامه (Gel filtration) تخلیص انجام 
 Minimum) شد )1۷( . سپس میزان پروتئین و میزان حداقل دز کشندگی

Lethal Dose ) مورد سنجش قرار گرفت.

(Lowry( پروتئین سنجی به روش لوری
 در این روش از رقت های متفاوت پروتئین سرم آلبومین گاوی (BSA) به 

عنوان استاندارد برای تهیه منحنی استاندارد استفاده شد )11(.

MLD (Minimum Lethal Dose( تست
سانتریفوژ  از  پس  توکسین  کشندگی  دز  حداقل  میزان  بررسی  برای 
(Eppendorf) به مدت 15 دقیقه با دور g 4500 از رسوب سوسپانسیون 
تهیه نموده سپس رقت های مختلف1/100 تا 1/1000 را تهیه و هر رقت 
)نیم میلی لیتر( به دو موش به صورت داخل وریدی تزریق شد. آخرین 
رقتی که باعث مرگ موش ها شده به عنوان نتیجه تست MLD گزارش 

شد )15(.
انجام و  سپس تست پتنسی و الایزا به موازات هم بر روی این سرم ها 

نتایج ثبت شد.

مراحل تست پتنسی
را  توکسین  پودر  میلی گرم  یک  ابتدا  توكسین:  محلول  سازی  آماده   -1
سپس   (1mg/ml) نموده  حل   )PH=۷( فیزیولوژی  سرم  میلی لیتر  یک  در 
با سرم  را  میلی لیتر(  تا یک  )یک دهم  این محلول  از  رقت های مختلف 
فیزیولوژی تهیه و هر رقت به دو موش به میزان نیم میلی لیتر به صورت 
داخل وریدی تزریق شد. آخرین رقت عامل مرگ موش برای ادامه مراحل 

استفاده شد. 
آنتی توكسین  پودر  استاندارد:  آنتی توكسین  محلول  آماده سازی   -2
استاندارد خریداری شده از  )شرکت Weybridge انگلستان( را در نرمال 
سالین و گلیسیرین به نسبت 30 به۷0 حل نموده سپس با سرم فیزیولوژی 

رقیق نموده تا رقت یک IU/ml تهیه گردد.
3- تهیه سرم از دو گروه خرگوش های واکسینه 

از  برای تزریق: رقت های 0/۹، 0/۷، 0/5، 0/3 و 0/1  تهیه محلول ها   -4
آنتی توكسین استاندارد با یك میلی لیتر از توكسین مخلوط گردید. همین 
سرم  با  و  گردیده  انجام  واکسینه  خرگوش های  آنتی سرم  برای  عمل 
فیزیولوژی به حجم دو میلی لیتر رسید. سپس لوله ها را به مدت 30 دقیقه 
میزان  به  موش  دو  به  رقت  هر  نهایت  در  و  داده  قرار  اتاق  دمای  در 
نیم میلی لیتر به صورت داخل وریدی تزریق گردید و میزان آنتی توكسین 

اپسیلون بر حسب واحد بین الملل محاسبه گردید
رقت آنتی توكسین استاندارد/رقت آنتی سرم خرگوش × واحد آنتی توکسین 

.)5(  IU استاندارد = واحد آنتی توکسین خرگوش

)Checkerboard راه اندازی تست الایزا )تهیه
راه اندازی سیستم الایزا با تهیه checker board و با استفاده ازغلظت های 
متفاوتی از آنتی ژن اپسیلون و سرم مثبت، منفی و شاهد انجام پذیرفت. 

همچنین سایر فاکتورها برای بهینه سازی سیستم الایزا انجام پذیرفت.  

تکرارپذیری واکنش های آنتی ژن و آنتی بادی
 Standard و  انجام  تکرارپذیری  بررسی  جهت  نمونه  هر  از  تکرار  دو 

Deviation با بررسی اطلاعات توسط Excel حاصل شد.

تست الایزا
محلول توکسین اپسیلون توسط بافر کربنات با رقت 1/1024 تهیه گردیده 
مدت  به  و  ریخته  میكروپلیت  چاهك های  در  آن  از  میکرولیتر  سپس50 
یک شب در دمای چهار درجه سانتی گراد انکوبه گردید. سپس چهار بار 
به مدت دو دقیقه توسط محلول شستشو )محلولی از PBS 1X و توئین 
به   (0/01µg/ml)   %1 BSA میکرولیتر محلول  با 100  و  20( شسته شد 
مدت 30 دقیقه بلاک گردید. در مرحله بعد آنتی سرم های تست با محلول 
دایلونت به نسبت 1/150 و کنترل منفی با رقت 1/40 و کنترل مثبت با 
مختلف  نمونه سرم های  میکرولیتراز   100 سپس  شد.  رقیق   1/400 رقت 
محلول  از  میکرو   لیتر   50 همچنین  شد.  ریخته   A1-12 ردیف های  داخل 
به  تمام چاهک ها  داخل   )BSA  %1 و   PBS 1X از  )محلولی  رقیق کننده 
 A1-12 s ردیف  از چاهک های  میکرولیتر   50  . شد  ریخته   A1-12 جزء 
و  پیپتاژ نموده  کاملا  و  ریخته   B1-12 ردیف  داخل چاهک های  برداشته 
ردیف های  برای  را  عمل  همین  شد.  ریخته   C1-12 چاهک های  داخل 
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شماره 128، نشريه د امپزشكی، پاییز 1399

21

شد  ریخته  دور  میکرولیترآخری   50 نهایت  در  و  داده  انجام  بعدی 
نظر،  مورد  زمان  اتمام  از  بعد  شد.  انکوبه  دقیقه   60 مدت  به  پلیت  و 
کونژوگه  میکرولیتر   50 سپس  پذیرفت.  انجام  دو  مرحله  مانند   شستشو 
و  اضافه   1/6000 رقت  با   (Goat Anti-Rabbit IgG Antibody-HRP)
بمدت 60 دقیقه در تاریکی انکوبه گردید. بعد از اتمام زمان مورد نظر، 
پنج بار پلیت را شسته و 50 میکرولیتر TMB داخل چاهک ها ریخته و به 
مدت 15 دقیقه در تاریکی قرار داده شد. در مرحله آخر 50 میکرولیتر 
محلول اسید کلریدریک 1 مولار اضافه نموده و بلافاصله با دستگاه الایزا 
را  نوری(  OD )جذب  نانومتر  ریدر)شرکت Biotek( در طول موج 450 

خوانده و نتایج مورد آنالیز قرار گرفت )16( . 
تیتر الایزا مطابق فرمول زیر محاسبه گردید.

رقت سرم × ) آنتی ژن + کونژوگه ( OD زمینه - OD نمونه=محاسبه تیتر 
الایزا

معنی دار بودن (P value) نتایج روش SN با ELISA با استفاده از نرم افزار 
آماری SPSS با محاسبه ضریب همبستگی (R) مقایسه گردید.

نتایج
مراحل  تمامی  در  سلول  کشت  در  اپسیلون  توکسین  بررسی  نتایج 

CM-Sepharose نمودار 1 - کروماتوگرام مرحله کروماتوگرافی

DEAE-Cellulose نمودار 2-  کروماتوگرام مرحله کروماتوگرافی
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Sephadex-G100 نمودار 3 -کروماتوگرام حاصل از مرحله کروماتوگرافی

خالص سازی اثرات سیتوتوکسیک از جمله گرد شدن، ستاره ای شکل شدن 
و واکوئله شدن سلول ها را روی سلول های MDCK نشان داد.

نتایج کروماتوگرام حاصل از کروماتوگرافی ستونی  sephadex G100 دو 
پیک نشان داد. همچنین نتایج SDS-PAGE  حضور توکسین اپسیلون در 
پیک دوم را تایید کرد. توکسین به دست آمده در این مرحله از خلوص 
بسیار بالایی برخوردار بود. نتایج کروماتوگرام در مراحل مختلف تخلیص 

در نمودارهای 1 ،2 و3 آورده شده است.
توکسین  این  کشندگی  دز  میزان  کمترین  که  داد  نشان  بررسی ها  نتایج 
رقت 1/۸000 بود. همچنین مرگ حیوانات نشان دهنده فعالیت توکسین 
اپسیلون بود در حالی که در گروه کنترل منفی مرگ و میر مشاهده نشد. 
نتایج تعیین مقدار مطلوب رقت آنتی ژن و آنتی بادی جهت انجام آزمایش 

جدول  طبق  منفی  و  مثبت  شده،  واکسینه  خرگوش های  سرم  در  الایزا 
دو  اساس  بر  آنتی بادی  و  آنتی ژن  برای  رقت  مناسب ترین  شد.  انجام   3
فاکتور OD )جذب نوری( و تفاوت میانگین ) کمترین میزان اختلاف بین 

تکرارها( به دست آمد.

اختصاصیت آنتی بادی علیه آنتی ژن
 C.septicum توکسین آلفا ، C.perfringens برای این منظور از توکسین بتا
کراس  بررسی  نتایج  گردید.  استفاده   C.chauvoei باکتری  و   C.novyi و 
 C.novyi آلفای  توکسین  و   C تیپ   C.perfringen بتا  توکسین  برای 
 0/۷36 ترتیب  به  آن   OD که  شد  انجام   C.chauvoei و   C.septicum و 
توکسین  برای   OD که  این  به  توجه  با  شد.   0/0۷۹ و   0/034  ،0/056  ،
 (cut-off) کمتر از حد آستانه C.chauvoei و C.septicum و C.novyi آلفای

C جدول 2- فراکسیون های جمع آوری شده از مراحل فرایند تخلیص توکسین اپسیلون کلستریدیوم  پرفرینجنز  تیپ

Yield (%)Purification (fold)Protein (mg(steP

--56Ammonium sulfate precipitation

66.6 %3.710CM-Sepharose

33.3 %41.50.45DEAE-Cellulose

16.7 %77.80.12Sephadex-G100
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جدول 3-تعیین مقدار مطلوب رقت آنتی ژن و آنتی بادی جهت انجام آزمایش الایزا

* : میزان اپتیمم جهت تست الایزا.

Antigen Rabbit SerumPositive controlNegative control

ODرقتODرقتODرقتODرقت

OUT1:162.8641:251.8311:400*0.4161:10

OUT1:322.6241:501.7131:8000.3751:20

2.0581:642.5551:1001.5801:16000.436*1:40

2.9551:1282.7711:150*1.4501:32000.3541:80

1.9761:2562.5621:2001.3431:64000.3661:160

1.7891:5122.5451:2501.1771:128000.3941:320

1.524*1:10242.5341:3001.0251:256000.3071:640

0.6661:20482.4861:350-0.3471:1280

0.4441:40962.3741:400--

0.3551:81922.1341:450--

نمودار 4- نتایج کراس توکسین اپسیلون با توکسین بتا کلستریدیوم پرفرینجنز، آلفا کلستریدیوم نوای، آلفا کلستریدیوم سپتیکوم و کلستریدیوم شوای
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گزارش گردید، لذا عدم وجود کراس به اثبات رسید. تنها در مورد توکسین 
بتا C.perfringen تیپ C کمی کراس با توکسین اپسیلون نشان داد. نتایج 
پرفرینجنز،  کلستریدیوم  دیگر  توکسین های  با  اپسیلون  توکسین  کراس 

نوای، سپتیکوم و شوای در نمودار 4  آورده شده است.

Cut off = (Mean+ 2SD)
Cut off = 2.375+  2 * 0.104= 0.42

نتایج آزمون SN و الایزا برای نمونه های فرمانتور و بن بن به ترتیب در 
جداول 4 و 5 آورده شده است.

نتایج انحراف معیار آزمون های الایزا و SN برای 20 نمونه واکسن تهیه 
شده در فرمانتور و 20 نمونه واکسن تهیه شده در بن بن در جدول 6 

آورده شده است.
ارتباط و ضریب رگرسیون بین SN و الایزا در نمونه سرم های مختلف در 

جداول ۷ و ۸ و نمودارهای 5 و 6 آمده است.
همانطور که نتایج نشان می دهد بین تست الایزا و SN برای نمونه واکسن 
 .)P≥0/01( تهیه شده در فرمانتور ضریب همبستگی متوسطی وجود دارد

.)R=0/6۹۷( 

جدول 4 - نتایج آزمون SN و الایزا برای نمونه های فرمانتور

نتایج فرمانتور

SNالایزا

1.9636.000

1.8275.250

1.8225.250

1.9436.250

1.8315.750

1.7695.250

1.8335.500

1.8215.750

1.9065.750

1.8075.500

1.7095.250

1.7525.000

1.7485.500

1.9105.500

1.9156.250

1.9575.500

1.8055.250

1.8865.750

1.8565.250

1.9986.250
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همانطور که نتایج نشان می دهد بین تست الایزا و سرم نوترالیزاسیون 
دارد  وجود  پایینی  ضریب  بن  بن  در  شده  تهیه  واکسن  نمونه   برای 

.)R=0/416( ،)P≥0/01(

بحث
 C.perfringens اپسیلون توکسین عامل بیماری آنتروتوکسمی یا پرخوری
به طور طبیعی در خاک و دستگاه گوارش حیوانات وجود  می باشد که 
دارد. به منظور برنامه ریزی اصولی در پیشگیری از بیماری و تنظیم برنامه 

واکسیناسیون تعیین سطح آنتی بادی در حیوان هدف ضروری می باشد.

زیاد حیوانات مورد  تعداد  و  فنی  و  اقتصادی  اخلاقی،  به جنبه های  بنا   
 SN روش  با  باید  کلستریدیایی  واکسن های  پتنسی  تعیین  برای  استفاده 
پتنسی  آزمایش  برای  جایگزین  روش های  به  توجه  با  گردد.  جایگزین 
پیش نویس  در  و  شده  داده  توسعه  کلستریدیوم   مختلف  توکسوئید های 
شده  گنجانده  مربوطه  مقررات  پیش نویس  در  مربوط  مونوگراف های 

است.
واکسن های فرمانتوری مورد مطالعه به وضوح استانداردها )یعنی ایمنی 
 5 حداقل  واکسن ها  این  پتنسی های  می کردند.  برآورده  را  نیاز(  مورد 

جداول 5 - نتایج آزمون SN و الایزا برای نمونه های بن بن

نتایج بن بن

SNالایزا

1.5674.250

1.6725.000

1.7135.000

1.7254.750

1.6414.250

1.6885.250

1.6104.750

1.5934.500

1.6485.500

1.6595.000

1.7084.000

1.7805.250

1.7805.250

1.7534.750

1.7304.500

1.8195.250

1.7265.250

1.5764.000

1.7155.250

1.6294.250
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جدول 6- نتایج انحراف معیار آزمون های الایزا و SN برای نمونه های واکسن تهیه شده در فرمانتور و بن بن

بن بنبن بنبن بنبن بنفرمانتورفرمانتورفرمانتورفرمانتور

Std. Deviation(SN)0.5300.5870.5300.5800.4080.6580.4970.350

Std. Deviation(ELISA)0.1040.0910.0380.1400.1220.1260.0800.083

جدول 7- ضریب همبستگی بین تست الایزا و SN برای نمونه واکسن تهیه شده در فرمانتور

جدول ۸- ضریب همبستگی بین تست الایزا و SN برای نمونه واکسن تهیه شده به روش دستی )بن بن(

Correlations

Fermenter MNTFermenter OD

.697**1Pearson Correlation

Fermenter OD .000 Sig. (-2tailed)

4040N

1.697**Pearson Correlation

Fermenter SN  .000Sig. (-2tailed)

4040N

Correlations

Bonbon MNTBonbon OD

.416**1Pearson Correlation

Bonbon OD .008 Sig. (-2tailed)

4040N

1.416**Pearson Correlation

Bonbon SN  .008Sig. (-2tailed)

4040N

**. Correlation is significant at the 0.01 level (-2tailed).

**. Correlation is significant at the 0.01 level (-2tailed).
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نمودار 5- نمودار رگرسیون خطی نمونه واکسن تولید شده در فرمانتور

)OD میزان جذب بر اساس Y و محور International Unit )IU( بر حسب SN مقدار X محور(

روش  به  ساخته شده  واکسن های  بود.  میلی لیتر  هر  در  بین المللی  واحد 
دستی میزان آنتی بادی های کمتری را نشان داد که می توان نتیجه گرفت 
که بهینه سازی شرایط رشد در فرمانتور به طور مستقیم با افزایش القاء 
آنتی بادی در سرم خرگوش ارتباط دارد و مطالعات اعتبارسنجی قابلیت 

تکرارپذیری و تکرار آن را تایید کرد.
MNT  (Mouse Neutralization Test) ، الایزا  روش جایگزین برای SN یا
می باشد که برخی از محققین آن را مورد بررسی قرار داده و نتایج مثبتی 

نیز بدست آمده است. 
در بررسی تامسون )1۹۸2( بر روی الایزای سرم گوسفند و مقایسه آن با 

سرم نوترالیزاسیون، همبستگی مشاهده گردید )22(.
در سال 1۹۸۷ نیلور و همکاران در طی یک پژوهش، آزمایش ELISA را 
به عنوان یک جایگزین برای آزمایش MNT در تشخیص توکسین اپسیلون 
به  مشکوک  مرده  حیوانات  روده  محتویات  در  پرفرینجنز  کلستریدیوم 
آنتروتوکسمی بررسی نمودند. این آزمایش حساس و کمی بود و با آزمون 

محافظت از موش ها موافقت خوبی داشت )14(.
ال ایدریسی و وارد در سال 1۹۹2 و مولر و همکاران در سال 1۹۹5 بر 
نتایج  انجام دادند.  برآوردی  الایزا  با تست  روی تشخیص آنتروتوکسمی 

حساسیت و ویژگی این تست در مقابل تست حفاظت موش و کشت به 
ترتیب ۹0/5% و ۸۹/2% شد )۷, ۸, 13(.

برای شناسایی  ELISA غیر مستقیم و رقابتی  در سال 1۹۹۷تکنیک های 
یوزال  توسط  بز  سرم  در   C.perfringen اپسیلون  توکسین  آنتی بادی 
مقایسه و بررسی شد. در این پژوهش از کنترل مثبت )رقیق سازی سرم 
هیپرایمیون بز( و کنترل منفی )سرم بزغاله های محروم از آغوز( استفاده 
شد. آنتی بادی علیه توکسین اپسیلون در سرم هیپرایمیون نیز با آزمون 
خنثی سازی موش (MNT) اندازه گیری شد. ضریب همبستگی بین تکنیک 
ELISA غیر مستقیم و MNT برابر با 0/۹۹ و ELISA رقابتی برابر با 0/۹۸ 
تشخیص  برای  رقابتی  و  غیرمستقیم   ELISA نمود  نتیجه گیری  وی  بود. 
آنتی بادی اپسیلون سریع، ساده، حساس و اختصاصی عمل می نمایند )23(.

در تحقیق ابرت و همکارانش در سال 1۹۹۹ بر روی نمونه سرم خرگوش 
به دو روش در شیشه (in vitro) )الایزای غیر مستقیم و رقابتی( و درون 
تنی (in vivo) )سرم نوترالیزاسیون موش( انجام شد. نتایج بررسی نشان 
داد روش های برون تنی ویژگی بالا و تکرار پذیری خوبی دارند. علاوه بر 
این ارتباط خوبی بین تست های در شیشه (in vitro) و درون تنی وجود 

دارد )6(.
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نمودار 6- نمودار رگرسیون خطی نمونه واکسن تولید شده به روش دستی )بن بن(

OD میزان جذب بر اساس Y و محور International Unit )IU( بر حسب SN مقدار X محور(

در سال 2004 آزمایش ELISA رقابتی غیرمستقیم با استفاده از آنتی بادی 
علیه  آنتی بادی  شناسایی  برای   Paul-Ehrlich موسسه  در  مونوکلونال 
توکسین اپسیلون C.perfringen توسط ورنر و همکاران ایجاد شد. نتایج 
به دست آمده دقت متوسط و امکان جایگزینی الایزا با MNT را به طور 

رضایت بخشی نشان داد )1۸(.
آنتی بادی های  وضعیت  کردن  مشخص  هدف  با  بررسی   200۸ سال  در 
پذیرفت و سطوح  انجام  بز  در   C.perfringen توکسین  علیه  ایجاد شده 
آنتی بادی در سرم خون بزغاله دو گله مختلف به طور پیوسته برای 14 
با تکنیک الایزای غیر مستقیم مورد بررسی  ماه توسط لین و همکاران 
قرار گرفت. در طی تحقیق یکی از این گله ها دچار شیوع آنتروتوکسمی 
شد. نتایج نشان داد که آنتی بادی های طبیعی دریافت شده علیه توکسین 
اپسیلون C.perfringen در اوایل شش هفته در بز های جوان ظاهر شده 
می یابند.  افزایش  بالینی  بیماری  از  شواهدی  بدون  و  سن  افزایش  با  و 
علیه  آنتی بادی  سطح  در  توجهی  قابل  افزایش  آنتروتوکسمی،  شیوع  با 

توکسین ایجاد شد )24(.
فلورس و همکاران در سال 200۹ تیتر قبل و بعد از واکسیناسیون لاماها 
را توسط الایزای غیر مستقیم و آزمون خنثی سازی موش (MNT) مورد 

از  پس  مناسب  ایمنی  میزان  بیانگر  مقایسه  نتایج  دادند.  قرار  ارزیابی 
واکسیناسیون و همبستگی خوب الایزا با MNT بود )3(.

برای  می تواند  الیزا  تکنیک  که  شد  داده  نشان  باب  بررسی  در  همچنین 
استفاده شود  در شترمرغ   C.perfringen توکسیژنیک  تایپینگ جدایه های 

.)2(
 C.perfringen بر روی Feraudet-Tarisse در سال 201۷ تحقیقی نیز توسط
توسط روش های ایمونواسی و ایمونوکروماتوگرافی انجام پذیرفت. نتایج 
بالا،  با حساسیت  شده  طراحی  ایمونواسی  تست های  داد  نشان  بررسی 

برای تحقیقات اپیدمیولوژی مفید می باشند )۹(.
در سال 13۹2 درخشان و همکاران 120 نمونه از محتویات روده کوچک 
دام های مشکوک به بیماری آنتروتوکسمی اخذ وتحت آزمایش الایزای غیر 
رقابتی قرار دادند. پس از انجام آزمایش ها و بررسی نتایج، در پنج مورد 
)4/1%( توکسین های آلفا ، بتا و اپسلیون تشخیص داده شد و چنین نتیجه 
گرفتند که تیپ های غالب باکتری بیماری زا C.perfringen تیپ D و سپس 

تیپ A می باشند )10(.
 SN نتایج این مطالعه نشان داد که ارتباط معنی داری بین تست الایزا و 
با نمونه واکسن فرمانتور وجود دارد و بجای  در گروه واکسینه شده ها 
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تست SN در این موارد می توان از الایزا استفاده نمود.

نتیجه گیری
الایزا به عنوان تستی مناسب برای مطالعات اپیدمیولوژی پیشنهاد می شود 

که ایمنی واکسن را در حیوان آزمایشگاهی ارزیابی می نماید.

تشکر و قدردانی
نویسندگان از پرسنل بخش تحقیق و تولید واکسن های باکتریایی بی هوازی 

که در مراحل مختلف پروژه همکاری نموده اند تشکر می کنند.
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