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ارزیابی توکسین زایی کلستریدیوم پرفرنجنس 
تیپ D  در سه نوع محیط کشت

bb

چكيد ه 

کلستريديوم پرفرنجنس باعــث ایجاد بیماری های زیادی در انســان و دام می شــود. نوع توکسین های مترشحه، اساس طبقه بندی کلستريديوم 
پرفرنجنس می باشد. يکي از مهم ترين توکسين ها، توکسين اپسيلون است که توسط تيپ D کلستريديوم پرفرنجنس توليد مي شود. هدف از 
اين تحقيق مقایسه توکسین زایی کلستريديوم پرفرنجنس تيپ D در سه نوع محيط کشت است. تفاوت این سه محیط کشت در نوع پپتون 
و وجود پودر جگر تجاری به عنوان ماده مغذی و منبع تامین کننده پروتئین می باشد. در اين تحقیق جدایه های کلستريديوم پرفرنجنس 
تيپ D  را در سه محيط مغذي )B ،A و C( کشت داده شد و پس از اطمينان از رشد، با استفاده از آزمایش های الیزا، حداقل دوز کشنده 
)Minimum Lethal Dose, MLD( و سنجش ميزان پروتئین تام )Total Protein( میزان توکسین زایی مورد مقایسه قرار گرفت. میانگین 
میزان حداقل دوز کشنده نمونه ها در محیط کشت های B، A و C به ترتیب معادل 121، 89 و MLD/ml 98 بود. همچنین میانگین مقدار 
پروتئین تام نمونه ها در محیط کشت های B، A و C به ترتیب معادل 53، 104/4 و 86/7 میلی گرم در میلی لیتر بود. با استفاده از آزمون 
آماری مشخص شد که بین مقادیر پروتئین تام و میزان حداقل دوز کشنده رابطه مستقیم وجود دارد. با بررسی نتایج بدست آمده مشخص 
شد که سه نوع محیط کشت مورد استفاده در رشد و تکثیر کلستريديوم پرفرنجنس تیپ D جهت تولید توکسین اپسیلون مشابه بوده و از 

کشندگی یکسانی برخوردار بودند و به عبارتی امکان استفاده به عنوان جایگزین همدیگر وجود دارد.
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Clostridium perfringens (C. perfringens) causes many diseases in humans and livestock. The kind of secreted toxins is 
the basis of C. perfringens classification. One of the most important toxins in the epsilon toxin produced by C. perfrin-
gens type D. The purpose of this study is evaluating the produce of C. perfringens type D epsilon toxin in three types of 
culture medium (A, B, and C). The differences between these three media are the type of peptone and commercial liver 
powder as the main nutrient and protein supplier. In this study, C. perfringens type D isolates cultured in three different 
nutrient culture mediums, after growth assurance, the suspensions used for evaluation of toxicity by Minimum Lethal 
Dose (MLD) test, total protein content and ELISA assays. The presence of alpha and epsilon toxins in media were con-
firmed by ELISA assay. The mean MLD values were 121, 89, and 98 MLD/ml in A, B, and C media, respectively. The 
mean total protein contents were 53, 86.7, and 104.4 mg/ml in A, B, and C, respectively. Statistical analysis showed 
there is a direct correlation between the results of the total protein contents and MLD values. The results showed the 
three types of culture media used in the growth and power of C. perfringens type D to produce epsilon toxin was simi-
lar, in other words, they can be used as alternatives.

Key words: Clostridium perfringens, toxin, minimum lethal dose, total protein

مقدمه
باکتری هــای بی هــوازی بــه دو گــروه هاگ دار و بدون هاگ تقســیم 
باکتری هــای  جزء   (Clostridium( کلسـتریدیوم  جنـس  و  می شــوند 
بی هــوازی هــاگ دار است. تا به امروز بیش از 200 گونه باسیل بی هوازی، 
گرم مثبت و مولد اسپور از جنس کلستریدیوم شناسایی شده است که در 
تمام جهان پراکنده اند. خصوصیات بیوشیمیایی این گونه ها متفاوت است 

و ارتباط ژنتیکی محدودی دارند )6، 11، 22، 31(.
های  گونه   مهم ترین  از  یکی   (C. perfringens) پرفرنجنس  کلستريديوم 
بافت ها  در  پرفرنجنس  کلستريديوم  می باشد.  کلسـتریدیوم  جنـس 
ساير  از  نظر  اين  از  و  می شود  دار  کپسول  کشت،  محيط های  بعضی  و 
برخلاف  باکتري  اين  متمايز مي باشد. همچنين  بيماری زا  کلستريديوم های 
اکثر کلستريديوم ها فاقد حرکت است. اين باکتری مانند ديگر جنس های 
کلستريديوم در کشت های جوان گرم مثبت است ولی در اثر کهنه شدن 
پرفرنجنس  کلستريديوم  سويه های   .)31( می شود  منفی  گرم  به تدريج 
پروتئين  جنس  از  آنها  تمام  که  می کنند  توليد  توکسين  نوع   20 حداقل 
هستند. سویه های منحصر به فردی، زیر مجموعه ای از توکسین ها را تولید 

می کنند که خاصيت پادگنی دارند. ترشح توکسین های آلفا، بتا، اپسيلون و 
یوتا اساس طبقه بندی کلستريديوم پرفرنجنس می باشد. 

وسیله  به  که  می باشد  اپسیلون  توکسین  توکسين ها،  مهم ترين  از  يکي 
تیپ های B و D تولید می شود )18، 29(. توکسین اپسیلون اغلب منجر 
به یک انتروتوکسمی کشنده می گردد که با نفوذپذیری وسیع عروقی و 
تورم در قلب، شش ها، مغز و کلیه ها تشخیص داده می شود. این توکسین 
طریق  از  همچنین  و  مغز  تورم  باعث  می تواند  مغز،  روی  بر  تاثیر  با 
نکروز کردن بافت مغز باعث مرگ شود )31(. در روده کوچک حیوانات 
آلوده، توکسین به صورت پروتوکسین تولید می شود که توسط آنزیم های 
شرایط  در  همچنین  می شود.  فعال  کوچک  روده  در  پروتئولیتیک 
آزمایشگاهی فعال سازی پروتوکسین توسط آنزیم های پروتئولیتیک مانند 
آن  فعالیت کشندگی  برای  توکسین  فعال شدن  ایجاد می شود.  تریپسین 
مهم و ضروری است که با افزایش نفوذپذیری در ناحیه روده کوچک و 
ورود به گردش خون و تاثیر بر روی بافت های هدف می باشد )25(. در 
الیزا،  آزمایش های  از  استفاده  با  باکتری  توکسین زایی  توان  مطالعه  این 
ميزان  )Minimum Lethal Dose, MLD) و سنجش  حداقل دوز کشنده 
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پروتئین تام )Total Protein) آزمایش شد )26(. باکتری ها نیازهای غذایی 
متفاوتی از جمله نیاز به کربن، نیتروژن، فسفر و یا سولفور جهت تامین 
نیاز فعالیت و رشدشان دارند. محققین مختلفی در زمینه  انرژی مورد 
نوع محیط کشت و شرایط کشت تحقیق کردند )4، 5، 21، 30(. جونیجا 
)Juneja) و همکاران )2006( تاثیر عصاره های مختلفی را بر روی رشد 
کلسـتریدیوم پرفرنجنس در فرآورده های دامی مورد مقایسه قرار دادند 
)20(. میوا )Miwa) و همکاران )2002( از محیط کشت های آزمایشگاهی 
کلسـتریدیوم پرفرنجنس استفاده  پایداری و توکسین زایی  مختلف جهت 
با  مرتبط  بیولوژیک  فرآورده های  تولید  مراکز  در   .)23( کرده اند 
استفاده  مورد  کشت  محیط  مشخصه های  مهم ترین  از  یکی  کلستریدیا، 
در رشد و تکثیر باکتری، توانایی تولید مقادیر بیشتر توکسین در محیط 
کشت می باشد. یکی از مناسب ترین روش ها برای رسیدن به این هدف 
محیط کشت  به  پروتئاز  پپتون  و  پپتون  ترکیباتی همچون  کردن  اضافه 
و  پلی پپتیدها  از  که  است  آب  در  انحلال پذیر  ترکیب  یک  پپتون  است. 
اسیدهای آمینه تشکیل شده که بدنبال هیدرولیز جزئی پروتئین بوجود 
می آید. پپتون پروتئاز در واقع توسط آنزیم ها و یا اسیدها به قسمت های 
آمینه  اسیدهای  طبیعی  منابع  ترکیبات  این  می شود.  تجزیه  کوچکتری 
مختلف جهت تولید ترکیباتی همچون توکسین در محیط کشت هستند 
و در واقع این مواد یک منبع غنی و مداوم نیتروژن را در محیط کشت 
تامین می کنند )8، 22(. علاوه بر این پودر جگر یک ترکیب صنعتی بوده 
و به عنوان ترکیب غنی کننده محیط کشت رشد باکتری کاربرد دارد )1(. 
تيپ  پرفرنجنس  کلستريديوم  توکسین زایی  اين تحقيق مقایسه  از  هدف 
D در سه محیط کشت به منظور امکان کاربرد آن ها در تکثیر بهینه تر 

باکتری و تولید توکسین می باشد. 
مواد و روش ها

کشت
جدایه های کلستريديوم پرفرنجنس تیپ D و سویه کلستريديوم پرفرنجنس 
CN( برروی محیط بلاد آگار و در شرایط بی هوازی 

409
تیپ D استاندارد )

کاتالاز  و  صاف  و  گرد  کلونی های  بعدی  مرحله  در  شدند.  داده  کشت 
کشت  محیط  به  کلنی ها  این  شدند.  انتخاب  باکتری  تکثیر  جهت  منفی 
نوترینت براث )8 گرم در لیتر( حاوی تکه های جگر تلقیح شدند. محیط 
کشت ها همراه با اندیکاتور بی هوازی درون جار قرار داده شد و توسط 
دستگاه آنوکسومت )Mart ساخت کشور هلند( بی هوازی گردید )28(. 
پس از طی کردن مدت زمان انکوباسیون در 3٧ درجه سانتی گراد و تایید 
محیط  در  پاساژ  انجام  مراحل  خالص سازی،  و  مثبت  گرم  باسیل  حضور 
کشت حاوی عصاره جگر )70 میلی لیتر در لیتر( ادامه پیدا کرد )28(. در 
این مرحله قبل از کشت بذر نهایی، سه نوع محیط کشت حاوی ترکیبات 

مختلف به شرح جدول 1 تهیه گردید.
pH محیط کشت را در 7/6 تنظیم کرده و سپس در ارلن ها تقسیم گردید. 
 ٢٤ بمدت  محیط ها  بودن،  استریل  از  اطمینان  بمنظور  و  اتوکلاو  از  پس 
ساعت در گرمخانه 3٧ درجه سانتی گراد نگهداری شدند )19، 28(. پس 
از اتمام مدت زمان انکوباسیون، از محتویات محیط کشت ارلن جگر به 
 6  ×107 حاوی  درصد   10 میزان  به   C و   B، A نوع  کشت های  محیط 
پارتیکل در میلی لیتر اضافه شد. ارلن های کشت داده شده را داخل جار 
بی هوازی گذاشته و پس از ایجاد شرایط بی هوازی انکوباسیون انجام شد. 
 D تیپ  پرفرنجنس  کلستريديوم  حاوی  براث  نوترینت  کشت  محیط  از 

ارزیابی توکسین زایی کلستریدیوم پرفرنجنس تیپ  ...

جدول 1- ترکیبات محیط کشت های B، A و C به ازای یک لیتر محیط کشت.

نام ماده
واحد

نوع محیط کشت

ABCلاتینفارسی

-3030گرمMeat Peptoneپپتون گوشت

30--گرمProtease Peptoneپپتون پروتوآز

9/309/309/30گرمSodium Hydrogen Phosphateسدیم هیدروژن فسفات

-1010گرمDextrinدکسترین

10--گرمMaltoseمالتوز

5/505/505/50گرمYeast Extractعصاره مخمر

-7-گرمLiver Powderپودر جگر

0/20/20/2گرم Cysteineسیستئین

2/42/42/4گرمChloride Sodium سدیم کلرید

5/55/55/5میلی لیترTrace Vitaminتریس ویتامین
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CN( به عنوان کنترل مثبت و محیط کشت نوترینت براث 
409

استاندارد )
CN( به عنوان کنترل منفی استفاده شد.

913
حاوی کلسـتریدیوم سپتیکوم )

آماده سازی توکسین
محیط  از  کدام  هر  از  گرمخانه گذاری،  شبانه روز  یک  گذشت  از  پس 
منتقل  استریل  آزمایش  لوله  به  و  برداشته  میلی لیتر   ٥ مقدار  کشت ها، 
گردید. سپس بمدت ٢٥ دقیقه در rpm ٢٥٠٠ سانتریفوژ شدند. پس از اتمام 
سانتریفوژ، کم کم تمامی مایع رویی را به لوله آزمایش استریل حاوی 0/04 
گرم تریپسین منتقل و به آرامی تکان داده شد. سپس به مدت 45 دقیقه 

در گرمخانه 3٧ درجه سانتی گراد نگهداری شد )19، 28(.

سنجش توکسین
آزمایش الیزا 

آزمایش الیزا جهت اطمینان از حضور تولید توکسین های آلفا و اپسیلون 
انجام شد. بر این اساس با استفاده از کیت های سنجش توکسین های آلفا 
 Bio-X Diagnostic شرکت  ساخت  پرفرنجنس  کلستريديوم  اپسیلون  و 
بر  کیت  اساس  شد.  اقدام  شده  توصیه  دستورالعمل  طبق  و  بلژیک 
بر  اختصاصی  مونوکلونال  پادگن  از  استفاده  با  توکسین  تشخیص حضور 
علیه توکسین که در ته چاهک های پلیت قرار داده شده، می باشد. جهت 
 2020  Wals Anthos مدل  ریدر  الیزا  دستگاه  از  میکروپلیت ها  خوانش 

استرالیا در طول موج 450 نانومتر استفاده شد.

)MLD( آزمایش حداقل دوز کشنده
درصد   50 تعیین  برای  شاخصی  بعنوان  کشنده  دوز  حداقل  آزمایش 
کشندگی تعریف شده است. برای انجام این آزمایش پس از رقیق سازی 
با محلول بافر فسفات، مقدار نیم میلی لیتر از رقت های مناسب به دو سر 
موش سوری نژاد NMRI با وزن 22 - 18 گرم به صورت داخل سیاهرگی 
تزریق شد. پس از ثبت میزان مرگ و میر تا ٧٢ ساعت پس از تزریق، نتایج 

حداقل دوز کشنده بر اساس میزان تلفات محاسبه گردید )19(.

تعیین میزان پروتئین تام
استفاده  توکسین  مختلف  رقت های  از  تام  پروتئین  میزان  تعیین  جهت 
 ،Espect-2100 شد. بدین منظور با استفاده از دستگاه اسپکتروفتومتر مدل
میزان جذب نور در طول موج های 260 و280 نانومتر بدست آورده شد. 

سپس بر اساس فرمول مربوطه میزان پروتئین محاسبه گردید )25(.

روش های آماری
تجزیه و تحلیل نتایج با استفاده از آزمون های آماری در نسخه 21 نرم افزار 
SPSS انجام گرفت. در بررسی آماری از آزمون ANOVA و از روش های 
Tukey و Duncan و آزمون One-Sample Test استفاده شد. همچنین از 

شاخص ضریب همبستگی جهت تعیین وابستگی نتایج استفاده شد.

نتایج
نتایج رشد باکتری در محیط کشت ها

بعد از اتمام زمان انکوباسیون کدورت محیط کشت ها نشان دهنده رشد 

مناسب باکتری کلستريديوم پرفرنجنس در هر سه محیط کشت بود.
نتایج الیزا

آزمایش الیزا جهت اطمینان از حضور تولید توکسین های آلفا و اپسیلون 
با استفاده از کیت های سنجش توکسین های آلفا و اپسیلون کلستريديوم 
اپسیلون  و  آلفا  توکسین های  نور  جذب  میزان  شد.  انجام  پرفرنجنس 
نشان   2 در جدول  متفاوت  با محیط کشت های  باکتریایی  سوسپانسیون 

داده شده است.
آزمون  از  نوع محیط کشت  نور در سه  میزان جذب  آماری  بررسی  در 
 Sig مقادیر  شد.  استفاده   Duncan و   Tukey روش های  از  و   ANOVA
H پذیرفته می شود به عبارت دیگر 

0
بزرگتر از 0/05 بدست آمد، پس فرض 

اختلاف  کشت  محیط  نوع  سه  در  نمونه ها  توکسین  ها  نور  میزان جذب 
.)P-Value >0/05( معنی داری ندارد

نتایج آزمایش حداقل دوز کشنده
بررسی میزان کشندگی توکسین تولید شده توسط جدایه های کلستريديوم 
پرفرنجنس تیپ D نشان می دهد که حداقل دوز کشنده نمونه ها از 10 
تا MLD 400 در میلی لیتر متغیر بوده است. حداقل دوز کشنده توکسین 
تولید شده توسط سوش استاندارد تیپ D در محیط کشت های B، A و 
C به ترتیب معادل 12000، 11000 و MLD 12000 در میلی لیتر بدست 
D در  تیپ  پرفرنجنس  کلستريديوم  آمد. حداقل دوز کشنده جدایه های 
کمتر   D تیپ  استاندارد  سوش  با  مقایسه  در  کشت ها  محیط  انواع  تمام 

بدست آمد )جدول 3(.
سه  در  آزمایش  مورد  نمونه های  کشنده  دوز  حداقل  آماری  بررسی  در 
 (Tukey( توکی  روش  با   ANOVA آماری  آزمون  از  کشت،  محیط  نوع 
B، A و  استفاده شد. میانگین حداقل دوز کشنده در محیط کشت های 
میلی لیتر  در   MLD و 1077/50  معادل 1077/50، 984/17  ترتیب  به   C
بدست آمد. بر این اساس، مقدار Sig معادل 0/997 و 0/949 بود و چون 
H پذیرفته می شود و به 

0
این مقادیر از 0/05 بیشتر می باشند پس فرض 

محیط کشت  در سه  نمونه ها  کشنده  دوز  میانگین حداقل  دیگر  عبارت 
.)P-Value >0/05( اختلاف معنی داری ندارد

در بررسی آماری حداقل دوز کشنده نمونه های مورد آزمایش در مقایسه 
با حداقل دوز کشنده نمونه استاندارد در هر سه محیط کشت، از آزمون 
آماری One-Sample Test استفاده شد. بر این اساس، مقدار Sig نزدیک 
به صفر بدست آمد و چون این مقدار از 0/05 کمتر می باشد پس فرض 
H پذیرفته می شود به عبارت دیگر میانگین حداقل دوز کشنده نمونه ها 

1

با میانگین حداقل دوز کشنده نمونه استاندارد اختلاف معنی داری دارد.

نتایج تعیین پروتئین تام
میزان پروتئین تام رقت های مختلف جدایه های کلستريديوم پرفرنجنس 
D مورد بررسی قرار گرفت. میانگین جذب نور نمونه ها برای طول  تیپ ِ

موج های 260 و 280 نانومتر بدست آمد )نمودار 1(.
در بررسی آماری میزان پروتئین تام در سه نوع محیط کشت از آزمون 
  Sig مقادیر  شد.  استفاده   Duncan و   Tukey روش های  از  و   ANOVA
 0/05 از  کمتر  مقادیر  این  چون  و  آمد  بدست   0/120 و   0/226 معادل 
H پذیرفته می شود به عبارت دیگر میانگین مقادیر 

0
نمی باشند پس فرض 
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جدول2- مقادیر جذب نوری نمونه ها در سه نوع محیط کشت B، A و C بر اساس آزمایش الیزا.

توکسین اپسیلونتوکسین آلفانوع محیط کشتشماره نمونه

D1

A86/2137/2

B56/2120/5

C67/3159/3

D2

A20/53/2

B21/42/3

C18/11/3

D3

A1/82/6

B9/32/1

C1/41/7

D4

A13/39/4

B4/67/8

C1/611/5

D5

A18/514/2

B4/518/7

C6/417/6

D6

A3/6142/5

B1/8121/5

C6/8112/5

D7

A7/5132/4

B5/4128/5

C4/5130/4

D8

A8/81/6

B7/76/5

C4/24/3

D9

A13/33/2

B3/24/2

C2/15/6

D10

A15/51/5

B9/31/8

C1/81/2

ارزیابی توکسین زایی کلستریدیوم پرفرنجنس تیپ  ...
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پروتئین تام نمونه ها در سه نوع محیط کشت اختلاف معنی داری ندارد 
.)P-Value >0/05(

در بررسی آماری میزان پروتئین تام نمونه های مورد آزمایش در مقایسه 
استاندارد در هر سه محیط کشت،  تام نمونه  با میزان میانگین پروتئین 
صفر  به  نزدیک   Sig مقدار  شد.  استفاده   One-Sample Test آزمون  از 
H پذیرفته 

1
بدست آمد و چون این مقدار کمتر از 0/05 می باشد پس فرض 

می شود به عبارت دیگر میانگین مقادیر پروتئین تام نمونه ها با میانگین 
.)P-Value >0/05( پروتئین تام نمونه استاندارد اختلاف معنی داری دارد

تعیین ضریب همبستگی )Correlation( نتایج آزمایش های حداقل دوز 
کشنده وسنجش پروتئین تام

در بررسی آماری تعیین حداقل دوز کشنده و پروتئین تام نمونه های مورد 
آزمایش از آزمون تعیین ضریب همبستگی استفاده شد )جدول 4(.

بر این اساس ضریب همبستگی معادل 0/887 بدست آمد که در نتیجه 
ارتباط بین آزمایش های حداقل دوز کشنده و میزان پروتئین تام ارتباط 
این  به صفر بدست آمد و چون  نزدیک   Sig مستقیمی می باشد. مقدار 
عبارت  به  پذیرفته می شود   H1 فرض  از 0/05 می باشد پس  کمتر  مقدار 
به هم  نمونه ها  تام  پروتئین  مقادیر  و  کشنده  دوز  مقادیر حداقل  دیگر 

.)P-Value >0/01( وابسته هستند

بحث و نتیجه گیری
در حال حاضر کنترل بیماری های ناشی از کلسـتریدیوم پرفرنجنس در کشور 
ایمنی زایی  افزایش  از آنجائی که  انجام می شود و  با واکسیناسیون دام ها 
واکسن در ارتباط با میزان توکسین غیرفعال شده موجود در آن می باشد 
نسبت  همان  به  دهد  افزایش  را  توکسین  تولید  بتواند  که  عاملی  هر 
مختلف  تیپ های   .)27( داد  افزایش خواهد  را  واکسن  اثربخشی  میزان 
کلسـتریدیوم پرفرنجنس، بیماری های گوناگونی را در دام ها ایجاد می کنند 
ميزبان های  در  را  متفاوتی  بيماري های  تیپ،  يک  است  ممکن  حتي  و 
گزارش   )2008( و همکاران   (Van Asten( استن  ون  کند.  ايجاد  مختلف 
پرفرنجنس  کلسـتریدیوم  سویه های  بیماری زایی  در  اختلافات  که  کردند 

ارتباط نزدیکی با تولید توکسین دارد )33(.

سنجش حضور توکسین های آلفا و اپسیلون با استفاده از روش الیزا نیز 
انجام گرفت. از این روش محققین مختلفی برای تعیین تیپ باکتری در 
 )2007( همکاران  و   (Gokce( گوکسی  کردند.  استفاده  روده  محتویات 
میزان شیوع انتروتوکسمی را با استفاده از روش الیزا بین 50 تا 83/63 
درصد بدست آورند. آن ها تیپ های C، B،A و D کلسـتریدیوم پرفرنجس 
را در محتویات روده گوسفندان بیمار تشخیص دادند اما تیپ D بیشترین 
شیوع را نشان داد )16(. نایلر )Naylor) و همکاران )1997( از روش الیزا 
برای تشخیص توکسین آلفا کلسـتریدیوم پرفرنجنس تیپ A در محتویات 
کردند  استفاده  مختلف  تیپ های  تفریق  برای  کشت  ها  محیط  و  روده 
)24(. گارسیا )Garcia) و همکاران )2013( با استفاده از روش الیزا میزان 
توکسین اپسیلون را در جدایه های وحشی کلسـتریدیوم پرفرنجنس تیپ 
 (Uzal( اوزل .)از صفر تا 5/300 نانوگرم در میلی لیتر گزارش کردند )14 D
رقابتی  و  غیرمستقیم  روش های  که  کردند  گزارش   )1997( همکاران  و 
تیتر  تعیین  برای  اختصاصی  و  ساده، حساس  تشخیص سریع،  الیزا جهت 
آنتی بادی بر علیه کلسـتریدیوم پرفرنجنس تیپ D در سرم ارزشمند است 

.)32(
بر اساس نتایج بدست آمده در این پروژه در مورد درصد توکسین های 
آلفا و اپسیلون در محیط کشت ها پایه، اختلاف معنی داری را نشان نداد. 
در روش اليزا توانايی توليد توکسين اين جدایه ها مورد بررسی قرار گرفت 
در  ولی  دارد  را  خاص  توکسين  ژن  شده  جدا  سويه  اوقات  گاهی  چون 
شرايط محيطی قادر به توليد آن نمی باشند چرا که حضور توکسین بستگی 

به میزان باکتری و توانایی سنتز و ترشح توکسین دارد.
تعیین حداقل دوز کشنده یک روش مناسب جهت بررسی میزان توکسین 
محیط  در   D تیپ  پرفرنجنس  کلستريديوم  باکتری  توسط  شده  تولید 
و  کشت  محیط  نوع  زمینه  در  مختلفی  محققین   .)26( می باشد  کشت 
 .)20  ،15  ،7  ،5( کردند  تحقیق  پرفرنجنس  کلستريديوم  کشت  شرایط 
رشد  روی  بر  را  مختلفی  عصاره های  تاثیر   )2006( همکاران  و  جونیجا 
کلستريديوم پرفرنجنس در فرآورده های دامی مورد مقایسه قرار دادند 
جگر  پودر  تجاری  محيط  از   )2000( همکاران  و   (Tanaka( تاناکا   .)19(
از باکتری ها استفاده کردند )29(. میوا  جهت بررسی خصوصيات برخی 
جهت  مختلف  آزمایشگاهی  کشت های  محیط  از   )2002( همکاران  و 

ادامه جدول2- مقادیر جذب نوری نمونه ها در سه نوع محیط کشت B، A و C بر اساس آزمایش الیزا.

توکسین اپسیلونتوکسین آلفانوع محیط کشتشماره نمونه

D11

A8/8112/4

B9/7105/5

C5/698/3

سوش استاندارد

A32/9156/2

B28/6165/5

C30/3146/6
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جدول 3- نتایج حداقل دوز کشنده جدایه ها و سوش استاندارد کلستريديوم پرفرنجنس تیپ D در انواع محیط کشت ها. 

نوع محیط کشتشماره نمونه
تلفات حیوانات آزمایشگاهی 

براساس رقت
حداقل دوز کشنده

D1

A1)1/100(100

B2)1/50(75

C1)1/100(100

D2

A2)1/1(5

B2)1/1(5

C2)1/1(5

D3

A2)1/10(30

B2)1/10(30

C2)1/1(5

D4

A2)1/1(5

B2)1/1(5

C1)1/10(10

D5

A1)1/50(50

B2)1/50(75

C1)1/50(50

D6

A1)1/400(400

B2)1/100(150

C2)1/100(150

D7

A2)1/200(300

B1)1/200(200

C2)1/200(300

D8

A2)1/1(5

B2)1/1(5

C2)1/1(5

D9

A2)1/10(30

B2)1/10(30

C1)1/50(50

D10

A2)1/1(5

B2)1/1(5

C2)1/1(5

ارزیابی توکسین زایی کلستریدیوم پرفرنجنس تیپ  ...
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پایداری و توکسین زایی کلستريديوم پرفرنجنس در مواد غذایی استفاده 
کرده اند )22(. همچنين تعدادی از محققین از پودر جگر به منظور بررسی 
خصوصيات رشد گونه های مختلف کلستريديا استفاده کردند )4(. اردهالی 
و همکاران )1992( از دو نوع محيط که يکی حاوی پودر جگر بوده جهت 
تهيه و توليد واکسن چند تايی انتروتوکسمی استفاده کردند )2(. اوزال و 
همکاران )2003( روش های مختلف تشخیص توکسین اپسیلون همچون 
بطوری که  بردند  کار  به  کشنده  دوز  حداقل  آزمایش  با  همراه  را  الیزا 
در   MLD میزان حداقل دوز کشنده معادل 25 و 0/75  در مواردی که 
قابل  اختصاصی،  مونوکلونال  پادگن  حاوی  الیزا  روش  با  باشد  میلی لیتر 

تشخیص داده شد )35(.
نمونه های  توسط  شده  تولید  توکسین  میزان  پژوهش،  نتایج  اساس  بر 
داده شده در  استاندارد کشت  D و سوش  تیپ  پرفرنجنس  کلستريديوم 
سه نوع محیط کشت مختلف با استفاده از آزمایش حداقل دوز کشنده 
اختلاف معنی داری ندارد. بر پایه نتایج این تحقیق می توان گفت محیط 
ندارند و می توان  تفاوتی  تولید توکسین  برای  استفاده  کشت های مورد 
در بحث کشت و تکثیر کلستريديوم پرفرنجنس جایگرین یکدیگر شوند. 
نوع  در سه  تام  پروتئین  مقادیر  اندازه گیری  نتایج  به  توجه  با  همچنین 
محیط کشت، و ارزیابی آماری می توان گفت بین این محیط کشت ها نیز 

اختلاف معنی داری ندارند.
علاوه بر این حداقل دوز کشنده بدست آمده نمونه ها با مقادیر بدست 
اغلب  در  و  دارد  معنی داری  اختلاف  استاندارد  نمونه  در خصوص  آمده 
نمونه ها این میزان کمتر از نمونه استاندارد بود و فقط در سه نمونه این 
مقدار بین 150 تا 300 بدست آمد که با سوش استاندارد اختلاف معنی داری 
کلستريديوم  باکتری  جدایه های  توکسین زایی  میزان  دیگر  بعبارت  دارد 
و  بود  استاندارد  نمونه  از  کمتر  خیلی  نمونه  این  در   D تیپ  پرفرنجنس 
متأسفانه نمی توان از آنها به عنوان جایگزین نمونه استاندارد استفاده نمود.

برای  را   MLD آزمایش   )2012( و همکاران   (El-Shorbagy( الشورباگی 

ارزیابی میزان کشندگی توکسین آلفا از تیپ A  و توکسین اپسیلون از 
تیپ D  کلستريديوم پرفرنجنس جداشده از گوسفند و بز در موش انجام 
 ،A دادند. این محققین گزارش کردند که حداقل دوز کشنده برای تیپ

یک به 16 و برای تیپ D، یک به 18 بود )9(.  
کلستريديوم  توکسین های   MLD  )2010( همکاران  و   (Fahmy( فهمی 
به  آزمایش  مورد  موش های  و  دادند  قرار  بررسی  مورد  را  پرفرنجنس 
مدت سه روز تحت نظر قرار گرفتند و MLD را برای بالاترین رقتی از 
توکسین که موش را در مدت معین شده می کشت، تعیین کردند )10(. 
توکسین  برای  را   MLD میزان  دامنه   )2011(  (El-Sehamy( السهامی 
اپسیلون کلستريديوم پرفرنجنس از یک به 10 تا یک به 1200، توکسین 
آلفا  توکسین   ،400 به  یک  تا   10 به  یک  از  پرفرنجنس  کلستريديوم  بتا 
کلسـتریدیوم نوآی از یک به 10 تا یک به 50 و توکسین آلفا کلسـتریدیوم 
سپتیکوم از یک به 20 تعیین کردند )8(. گونکالو )Gonçalves) و همکاران 
با  انتخابی  پرفرنجنس  کلستريديوم  سویه های  در   MLD میزان   )2009(
روش دات بلات )Dot-blot) را بین 200 تا MLD 730 در میلی لیتر بدست 

آوردند )17(.
در پژوهشی دیگر از حیوانات آزمایشگاهی با وزن 22-18 گرم به منظور 
مطالعه عوامل بیماری زا با تزریق وریدی تهیه شده از مایع رویی کشت 
خالص شده(  اپسیلون  )توکسین  پرفرنجنس  کلستريديوم   D تیپ  رویشی 
استفاده کردند. یافته های آن ها نشان داد که تزریق وریدی مدل حیوان 
آزمایشگاهی برای مطالعه اثرات سیستمیک توکسین اپسیلون مفید بوده 
محققین  این  می باشند.  حساس   D تیپ  توکسین های  به  گونه ها  این  و 
استفاده  موش ها  در  کشندگی  درصد  پنجاه  دوز  با  اپسیلون  توکسین  از 
کردند. همچنین آن ها دریافتند که هر چه حداقل دوز کشنده بیشتر باشد 
بنابراین واکسن تولید  باکتری مورد نظر توکسین بیشتری تولید می کند، 
شده ایمنی زایی بیشتری در دام ایجاد می کند که این امر از نظر اقتصادی 

مقرون به صرفه می باشد )12(.

ادامه جدول 3- نتایج حداقل دوز کشنده جدایه ها و سوش استاندارد کلستريديوم پرفرنجنس تیپ D در انواع محیط کشت ها. 

نوع محیط کشتشماره نمونه
تلفات حیوانات آزمایشگاهی 

براساس رقت
حداقل دوز کشنده

D11

A1)1/400(400

B1)1/400(400

C1)1/400(400

سوش استاندارد

A1)1/12000(12000

B2)1/10000(11000

C1)1/12000(12000
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جدول4- تعیین ضریب همبستگی نتایج آزمایش های حداقل دوز کشنده و سنجش پروتئین تام.

 

.D نمودار1- هیستوگرام مقایسه ای نتایج میانگین پروتئین تام بر اساس میزان جذب نور جدایه های کلستريديوم پرفرنجنس تیپ

)P-Value >0/01( نشاندهنده وجود اختلاف در سطح *= 

پروتئین تامحداقل دوز کشنده

حداقل دوز کشنده

Pearson Correlation0/887*1

Sig. (2-tailed(0/000

N36

پروتئین تام

Pearson Correlation10/887*

Sig. (2-tailed)0/000

N36

اختلافاتی که در میزان کشندگی توکسین اپسیلون برای تیپ D کلستريديوم 
بودن سویه، روش  متفاوت  بدلیل  پرفرنجنس مشاهد می شود، می تواند 
کار و استفاده از دستورالعمل های متفاوت و یا محیط کشت های مختلف 

بوده که بر نتایج بدست آمده تاثیر گذاشته است )13(.
مختلف  تیپ های  بیماری زایی  بررسی های  جهت  که  پژوهشی  در 
آزمایشگاهی  از 30 عدد حیوان  پرفرنجنس جداسازی شده  کلستريديوم 
شده  تقسیم  مساوی  گروه  سه  به  آزمایشگاهی  حیوانات  شد.  استفاده 
مایع روئی  از  دیگر  گروه  دو  به  و  شاهد  گروه  عنوان  به  گروه  یک  که 

محیط کشت حاوی توکسین به ترتیب مقدار 0/3 میلی لیتر بصورت تزریق 
داخل پوست و 0/5 میلی لیتر بصورت داخل عضلانی تزریق شد. سپس از 
بافت های جگر، قلب، کلیه، روده، مغز و طحال حیوان آزمایشگاهی جهت 
انجام آزمایش های مختلف باکتری شناسی و تزریق به حیوان آزمایشگاهی 

دیگری استفاده شد )3(.
آزمایش سنجش میزان پروتئین تام با استفاده از دستگاه اسپکتروفتومتر 
قبیل  از  مزایا  چندین  دلیل  به  اسپکتروفتومتری  روش های  شد.  انجام 
شروع آسان، کم خرج بودن و صرف مدت زمان کمتر و امکان استفاده 

ارزیابی توکسین زایی کلستریدیوم پرفرنجنس تیپ  ...
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از محلول های ساده در مقایسه با بیشتر روش های دیگر بعنوان یک روش 
پایه  محلول  اینکه  به  توجه  با  دارند.  ارجحیت  کشور ها  بیشتر  در  رایج 
کردن  کالیبره  جهت  محلول  همین  از  بود  فیزیولوژی  سرم  رقت سازی 
آزمایش،  این  در  کلی  بطور  گردید.  استفاده  اسپکتروفتومتر  دستگاه 
متفاوت  موج  طول  دو  در  باکتری  توسط  شده  تولید  پروتئین های  تمام 
)260و280 نانومتر( اندازه گیری شدند. اما در این بررسی، نمونه ها حاوی 
تریپسین بودند. تریپسین برای توکسین آلفا تولید شده توسط کلستريديوم 
پرفرنجنس تیپ D نقش کاتالیزوری دارد و انکوباسیون باعث می شود که 
این توکسین از حالت غیر فعال به حالت فعال تبدیل شود و در این مرحله 
است که این توکسین سبب بیماری در حیوان آزمایشگاهی و در نهایت 
مقادیر  همبستگی  ضریب  آزمون  اساس  بر  که  زیرا  می شود  آنها  مرگ 
آزمایش حداقل دوز کشنده رابطه مستقیم با مقادیر پروتئین تام دارد. 
پس می توان این نکته را یادآور شد، پروتئین تام که توسط اسپکتروفتومتر 
اپسیلون  توکسین  عمده  بطور  است  شده  اندازه گیری  تحقیق  این  در 
فعال است. با نتایجی که از سنجش پروتئین تام در این آزمایش بدست 
آمد، میزان پروتئین تام در نمونه ها و کنترل، اختلاف معنی داری را نشان 
فقط  آمده  بدست  نتایج  که  گفت  نمی توان  دیگر  طرفی  از  اما  می دهد 
دیگر  توکسین های  است  بلکه ممکن  است  اپسیلون  توکسین  به  مربوط 
نیز، هنوز در محیط مورد آزمایش توسط اسپکتروفتومتر اندازه گیری شده 

باشند. 
مناسب جهت  روش  یک  کشنده  دوز  آزمایش حداقل  اینکه  به  توجه  با 
سنجش کشندگی توکسین در محیط های آزمایشگاهی می باشد و همچنین 
میزان  سنجش  در  را  مناسبی  دقت  اسپکتروفتومتر  دستگاه  از  استفاده 
پروتئین تام تولید شده توسط باکتری بدست می آورد و با بررسی نتایج 
محیط  نوع  سه  که  می رسد  نظر  به  فوق،  آزمایش های  از  آمده  بدست 
 D تیپ  پرفرنجنس  کلستريديوم  تکثیر  و  رشد  در  استفاده  مورد  کشت 
جهت تولید توکسین اپسیلون مشابه بوده و از کشندگی یکسانی برخوردار 
است و به عبارتی امکان استفاده به عنوان جایگزین همدیگر وجود دارد. 
علاوه بر این استفاده از محیط کشت نوع C به منظور تکثیر کلستريديوم 

پرفرنجنس مقرون به صرفه نیست و لذا توصیه نمی شود.
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