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چکيد ه 

کلستریدیوم پرفرنجنس جزو کلستریدیوم هایی قرار می گیرد که بیماری زایی آن ها به دلیل تولید توکسین و زهرابه کشنده ای است که در داخل 
بدن ترشح می کنند و ضررهاي اقتصادي زيادي را به صنعت دام وارد مي کنند. کلستریدیوم پرفرنجنس چهار نوع توکسین اصلی آلفا، بتا، اپسیلون 
و یوتا تولید می کند. در مطالعه حاضر تعداد 84 جدایه از تیپ های مختلف کلستریدیوم پرفرنجنس که از گوسفند و بز با روش های بیوشیمیایی و 
 In( تعیین تیپ شده بودند جهت ارزیابی قدرت تولید توکسین های آلفا، بتا و اپسیلون در شرایط برون تنی PCR میکروبی جداسازی و با روش
Vitro( با روش الیزا مورد بررسی قرار گرفتند. براساس نتایج بدست آمده از تعداد 84 جدایه، 64 جدایه حضور حداقل یک توکسین را در آزمایش 
الیزا نشان دادند. همچنین در 31 جدایه حضور فقط توکسین آلفا، شش جدایه فقط توکسین اپسیلون، 17 جدایه توکسین آلفا و اپسیلون، شش 
جدایه توکسین آلفا و بتا و چهار جدایه هر سه توکسین آلفا، اپسیلون و بتا تایید شد و در 20 جدایه حضور هیچ کدام از توکسین ها شناسایی نشد. 
نتایج حاصل با نتایج تعیین تیپ به روش PCR که روی جدایه ها انجام شده بود نیز مقایسه شد. با بررسی فراوانی و توزیع توکسین های مختلف 
در تیپ های مختلف مشخص شد که در جدایه های تیپ C بیشترین موارد حضور توکسین آلفا و بتا و جدایه های تیپ B بیشترین موارد حضور 

توکسین اپسیلون را نشان دادند که مشخص کرد بیماری زایی مرتبط با این تیپ ها در جدایه های مورد مطالعه وجود دارد.  
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Clostridium perfringens (C. perfringens) is one of the most common pathogens that produce an array of toxins that 
are secreted in the body which cause economic losses in the livestock industry. C. perfringens has four major toxins: 
alpha, beta, epsilon, and iota. A total of 84 isolates of C. perfringens from various types that originated from sheep and 
goats' isolates that were identified as C. perfringens by microbiological, biochemical, and toxin typed by PCR method 
were evaluated for production of alpha, beta, and epsilon toxin by ELISA method. Results showed that out of 84, 64 
isolates showed the presence of at least one toxin in ELISA test, 31, and six isolates were positive for only alpha and 
only epsilon toxin, respectively, 17, six isolates show the presence of both alpha and epsilon and both alpha and beta 
toxins, respectively furthermore four isolates positive for the presence of all three toxins, meanwhile, 20 C. perfringens 
isolates didn’t show any of the toxins. The results were compared with the results of toxinotyping by PCR method. The 
frequency and distribution of toxins in different strains were evaluated, so type C isolates showed the most positive 
cases of alpha and beta toxin and type B isolates showed the most positive cases of epsilon toxin, which could be related 
to the pathogenicity of these types in the isolates studied.
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مقدمه
ايجاد کننده  توجه  قابل  عوامل  از  کلستریدیوم  توکسين زاي  تيپ هاي 
بيماري هاي روده اي در حيوانات اهلي هستند که يکي از اصلی ترین آن ها 
توکسین هایی  آن  پرفرنجنس است و مهم ترین عامل حدت  کلستریدیوم 
هستند که توسط این باکتری تولید می شوند)5(. کلستریدیوم پرفرنجنس 
باسیل هاي گرم مثبت، اسپورزا، بی هوازي و کاتالاز منفی هستند که محل 
انسان  طبیعی زندگی آن ها خاك بوده و در دستگاه گوارش حیوانات و 
توانایی  اساس  بر   .)21( دارند  نیز وجود  عادي  فلور  از  عنوان جزئی  به 
E تقسیم بندی می شود  تا   A در تولید چهار توکسین اصلی به پنج تیپ 
که براي اپيدميولوژي و تشخيص بيماري هايي که به وجود می آورد مهم 
است زيرا بيماري هاي مختلف توسط توکسین های مختلف ايجاد مي شوند 

)جدول 1( )28(. 
بیماری زایی کلستریدیوم پرفرنجنس مربوط به توکسین های کشنده اصلی 
ترشح  که  است  دیگر  جزیی  توکسین های  و  یوتا(  و  اپسیلون  بتا،  )آلفا، 
زمان  و  هستند  کشنده  اغلب  آن  از  ناشی  روده ای  بیماری های  می کند. 

اقتصادی  تأثیرات  دلیل  به همین  که  دارد  آنها وجود  درمان  برای  کمی 
مهمی دارند )7(.

علاوه بر تولید توکسین های اصلی بیش از 23 نوع توکسین دیگر نیز توسط 
این باکتری تولید می شود که در بیماری زایی باکتری نقش دارند بنابراین 
از مهم ترین تولید کننده های توکسین در بین باکتری ها است )16(.  یکی 
در روش جديدي که توسط رود )Rood( و همکاران )2018 ( پيشنهاد شد 
دو توکسينوتايپ F و G به تيپ هاي قبلي اضافه گردید که تيپ F توکسين 
آلفا و Cpe و تيپ G توکسين آلفا و NetB توليد مي کنند و هيچکدام از 
توکسين هاي ديگر توسط اين دو تيپ شناسايي شده جديد توليد نمي شوند 
و  پرفرنجنس  کلستریدیوم  اصلی  توکسین های  رو شناسایی  این  از   .)22(
باشند  موثر  آن  بیماری زایی  در  است  ممکن  که  توکسین هایی  سایر  نیز 
در تشخیص بیماری و علل وقوع آن برای درک بهتر اپیدمیولوژی بیماری 
دارای اهمیت می باشد )10, 17(. همچنین استفاده از این توکسین ها برای 
تولید واکسن های موثر به منظور جلوگیری از بیماری های دامی ناشی از 
پاتوژن های کلستریدیایی یک روش رایج و بسیار موثر در ساخت واکسن 
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است )24(.
توکسین های  تشخیص  برای  الیزا  روش  مانند  سرولوژی  روش های 
این  معمول  طور  به  که  می شود  استفاده  زیاد  میزان  به  کلستریدیایی 
یا کشت  روده  محتویات  در  توکسین خاص  یک  شناسایی  برای  روش ها 
خالص باکتریایی کاربرد دارند. روش های مبتنی بر الیزا با حساسیت بالا 
قادر به تشخیص توکسین های این باکتری می باشند و روشی دقیق، سریع 

و اختصاصی است )18(. 
الیزا در مطالعات مختلف عیار سنجی  این با طراحی کیت های  علاوه بر 
الیزای  D نیز با روش  C و  آنتی توکسین های بتا و اپسیلون در تیپ های 
غیرمستقیم انجام شده است و نتایج نشان داد که روش الیزا جایگزینی 
می باشد) 1،  ایمنی زایی  ارزیابی  در  خنثی سازی سرم  تست  برای  مناسب 
20(. مزیت روش الیزا نسبت به روش های درون تنی (In Vivo) سنجش 
توکسین، عدم استفاده از حیوانات آزمایشگاهی و دقت بالای آن است 
از  میلی لیتر  در  گرم  نانو  یک  تشخیص  به  قادر  روش  این  که  طوری  به 
اپسیلون  توکسین  از  نانوگرم در میلی لیتر  بتا و 0/1  و  آلفا  توکسین های 

می باشد )19(.
هدف از این مطالعه ارزیابی قدرت تولید توکسین توسط تیپ های مختلف 
جدایه های کلستریدیوم پرفرنجنس به روش الیزا است که به صورت کلی 
در همه جدایه ها و همچنین به تفکیک در تیپ های مختلف بررسی شده 
است و از آنجا که یکی از روش های تعیین تیپ های مختلف کلستریدیوم 
پرفرنجنس روش الیزا می باشد نتایج حاصل از این مطالعه با نتایج تعیین 

تیپ به روش PCR که روی جدایه ها انجام شده بود نیز مقایسه گردید.

مواد و روش ها
جدایه ها

از دام های گوسفند و  در مجموع 84 جدایه کلستریدیوم پرفرنجنس که 
بز منطقه جنوب و جنوب شرق کشور جداسازی و در آرشیو میکروبی 
آزمایشگاه موسسه رازی)شعبه جنوب شرق کشور-کرمان( ذخیره شده 
 PCR بودند در این مطالعه استفاده شد )25(. تعیین تیپ جدایه ها با روش
Multiplex با به کارگیری جفت پرایمر برای هر ژن آلفا، بتا، اپسیلون و 
یوتا به همراه سویه های مرجع استاندارد به عنوان کنترل مثبت و منفی با 

برنامه دمایی مشخص انجام شده بود )جدول 2(. 
براساس نتایج مولکولی 22 جدایه توکسینوتیپ A ، 19جدایه توکسینوتیپ 
B، 22 جدایه توکسینوتیپ C و 21 جدایه باقی مانده متعلق به توکسینوتیپ 

D بودند )9، 3(.

آماده سازی جدایه ها
جدایه  حاوی  کرایوبانک های  جدایه ها،  بازیابی  برای  خلاصه  طور  به 
درجه   -70 فریزر  از   )D و   A ،B ،C )تیپ های  پرفرنجنس  کلستریدیوم 
سانتی گراد خارج و روی محیط کشت بلاد آگار حاوی پنج درصد خون 
دستگاه  از  استفاده  با  پلیت ها  سپس  شد،  داده  کشت  دفیبرینه  گوسفند 
بی هوازی  هلند(   ،Mart Microbiology BV Drachtenthe( آنوکسومات 
شد که دستگاه آنوکسومت گازهای نیتروژن )80 درصد(، دی اکسید کربن 
)10 درصد( و هیدروژن )10 درصد( را جایگزین اکسیژن موجود در جار 
می کند سپس در دمای 37 درجه سانتی گراد به مدت 48 ساعت انکوبه 
نظر  از  آگار  بلاد  ايجاد شده روی  کلوني هاي  انکوباسیون،  از  شدند. پس 
ساختاری و نوع همولیز بررسی شدند. با استفاده از مشخصات ظاهری 
کلونی )ایجاد همولیز بتا مشخص با منطقه دو برابر همولیز بر روی بلاد 
آگار(، رنگ آمیزی گرم و ارزیابی میکروسکوپی و همچنین نتایج منفی در 

آزمون کاتالاز حضور سویه های خالص قطعی شد.

آزمایش الیزا 
کلستريديوم  اپسیلون  و  بتا  آلفا،  توکسین های  وجود  تشخیص  منظور  به 
پرفرنجنس از کیت های الیزای تجاری توکسین آلفا، بتا و اپسیلون ساخت 
این کیت ها  Bio-x Diagnostic کشور بلژيک استفاده گرديد که  شرکت 
از پلیت های 96 خانه ای تشکیل شده اند که برای انجام 48 تست طراحی 
آنتی بادی های  بوسیله  پلیت  هر   G و   A ،C ،E ردیف های  است.  شده 
پرفرنجنس  کلستریدیوم  اپسیلون  و  بتا  آلفا،  توکسین های  اختصاصی 
پوشیده شده اند که این آنتی بادی ها امکان جذب آنتی ژن خاص مربوطه 
را اگر در نمونه ها موجود باشد، دارند. ردیف های کنترل منفی B ،D ،F و 
H که به وسیله آنتی بادی های غیر اختصاصی پوشیده شده اند اجازه تمایز 

جدول 1- تیپ های مختلف کلستریدیوم پرفرنجنس به همراه بيماري ها و توکسین های تولید شده توسط هر تیپ.

بيماريتيپ
توکسين

يوتااپسيلونبتا آلفا

Aزردي بره ها+---

Bاسهال بره ها و سپتي سمي هموراژيک در گوسفند و بز+++-

C)آنتريت نکروتيک)بره، بچه خوک، گوساله و جوجه++--

D)انتروتوکسمي، بيماري پرخوري، قلوه نرمي)گوسفند+-+-

E)انتروتوکسمي)بره و گوساله+--+

مقایسه قدرت تولید توکسین توسط تیپ های   ...
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جدول 2- پرایمرهای مورد استفاده برای تعیین تیپ جدایه ها.

رفرانسآمپلیکون)bp(توالی پرایمرژنتوکسین

16 Sr RNACl
AAAGATGGCATCATCATTCAAC

TACCGTCATTATCTTCCCCAAA
279)31(

plc (cpa)آلفا
GCTAATGTTACTGCCGTTGA

CCTCTGATACATCGTGTAAG
324)30(

cpbبتا
GCGAATATGCTGAATCATCTA

GCAGGAACATTAGTATATCTTC
196)30(

etxاپسیلون
GCGGTGATATCCATCTATTC

CCACTTACTTGTCCTACTAAC
655)30(

iapیوتا
ACTACTCTCAGACAAGACAG

CTTTCCTTCTATTACTATACG
446)30(

بین واکنش ایمنی خاص و اتصال غیر اختصاصی را می دهند. همچنین از 
آنتی بادی مونوکلونال به عنوان کنژوگه استفاده شده که ویژگی عالی و 

نتایج بسیار قابل اطمینان را تضمین می کند.
در روش الیزا بر طبق دستورالعمل کیت ابتدا محیط تیوگلیکولات ساخته 
شد که حاوی پپتون کازیین تریپتیک )30 گرم(، عصاره مخمر )20 گرم(، 
گلوکز )یک گرم( و ال سیستئین )یک گرم( بود که پپتون و عصاره مخمر 
را در 950 میلی لیتر آب حل کرده و اتوکلاو شد. گلوکز و ال سیستئین در 
50 میلی لیتر آب حل کرده و با فیلتراسیون استریل شد و در دمای اتاق دو 
محلول مخلوط شدند. کلونی های خالص شده بر روی پلیت بلاد آگار در 
محیط تیوگلیکولات ساخته شده کشت داده شده و به مدت هشت ساعت 
در دمای 37 درجه سانتی گراد در شرایط بی هوازی انکوبه شدند و سپس 
به مدت پنج دقیقه با دور 2000 سانتریفیوژ شده و از سوپرناتانت رویی 
بدون رقت سازی برای انجام آزمایش استفاده شد. میزان 100 میکرولیتر 
از سوپرناتانت به گوده ها اضافه شد و به مدت 60 دقیقه در دمای اتاق 
در  دقیقه  کنژوگه 60  اضافه کردن  با  از شستشو  بعد  و  انکوبه می شود 
دمای اتاق انکوبه می شود. بعد از انکوباسیون دوم پلیت شسته می شود و 

کروموژن به گوده ها اضافه می شود. 
به  کنژوگه  باشد،  داشته  آزمایش شده وجود  نمونه های  در  توکسین  اگر 
گوده مربوطه متصل می ماند و آنزیم کروموژن بی رنگ را به یک ترکیب 
با محلول متوقف کننده  رنگی کاتالیز می کند. در نهایت واکنش آنزیمی 
)اسید( متوقف شده و میزان جذب نور حاصل از آن در طول موج 450 
استرالیا   )Anthus 2020 Wals( ریدر  الیزا  دستگاه  از  استفاده  با  نانومتر 

خوانش گردید.
برای تفسیر نتایج ابتدا میزان جذب نور خالص هر گوده و همچنین کنترل 
مثبت را با کسر عدد جذب نوری هر گوده از کنترل منفی آن به دست 
آورده و سپس عدد به دست آمده بر عدد کنترل مثبت تقسیم و در عدد 
100 ضرب شده تا درصد توکسین حاصله را نشان دهد این آزمایش تنها 
در صورتی معتبر است که آنتی ژن کنترل مثبت در 10 دقیقه میزان جذب 
نوری بیشتر از مقدار داده شده در برگه اطلاعات  کنترل کیفی کیت ایجاد 
یا  مساوی  جواب های  نهایی  تفسیر  در  کیت  دستورالعمل  براساس  کند. 
الیزا مثبت تلقی  بالای هفت درصد از نظر حضور توکسین در آزمایش 

شدند.

تحلیل آماری
از آزمون مربع کای (Chi-square) برای مقایسه حضور توکسین ها در بین 
تیپ های مختلف، استفاده شد و همچنین از طریق آمار توصیفی مورد 
تجزیه و تحلیل قرار گرفت. اختلاف آماری معنی داری P>0/05 تعریف 

شد.

نتایج 
براساس نتایج الیزا از 84 جدایه بررسی شده 64 جدایه )76 درصد( حضور 
حداقل یک توکسین کلستریدیوم پرفرنجنس را نشان دادند که به تفکیک 
فراوانی حضور توکسین های آلفا، بتا و اپسیلون در بین جدایه ها به ترتیب 
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معادل 58 )69 درصد(، 10 )11 درصد( و 27 )32 درصد( بودند )نمودار1(.
نتایج آزمایش سنجش حضور توکسین های آلفا، بتا و اپسیلون کلستریدیوم 
پرفرنجنس با روش الیزا در نمونه هايي که از نظر حضورتوکسين ها مثبت 
تلقی شدند در جدول 3 آورده شده است. بطوری که در 31 جدایه فقط 
توکسین آلفا، شش جدایه فقط توکسین اپسیلون، 17 جدایه توکسین آلفا 
و اپسیلون، شش جدایه توکسین آلفا و بتا و چهار جدایه از نظر حضور 
هیچکدام  حضور  جدایه  در20  همچنین  بودند.  مثبت  توکسین  سه  هر 
از توکسین ها شناسایی نشد. در بررسي فراواني توکسين ها در سويه هاي 
 14 در  آلفا  توکسین  پرفرنجنس حضور  کلستریدیوم   A تیپ  در  مختلف 
جدایه )63 درصد(، در تیپ B کلستریدیوم پرفرنجنس حضور توکسین های 
آلفا، بتا و اپسیلون به ترتیب در 14 )66 درصد(، پنج )23 درصد( و 15 
)71 درصد( جدایه تایید شد. در تیپ C کلستریدیوم پرفرنجنس حضور 
توکسین های آلفا و بتا به ترتیب در 15 )78 درصد( و شش )31 درصد( 
جدایه تایید شد. در تیپ D کلستریدیوم پرفرنجنس حضور توکسین های 
آلفا و اپسیلون به ترتیب در 15 )68 درصد( و 12 )54 درصد( جدایه تایید 

شد )نمودار 2(.
با  جدایه   34 مجموع  در  الیزا  روش  با  جدایه ها  تیپ  تعیین  مقایسه  با 
توکسینوتایپ مشخص شده با روش PCR مطابقت داشتند. از 22 جدایه 
تیپ A، 14 جدایه )63 درصد( از نظر حضور توکسین آلفا مثبت بودند در 
جدایه های تیپ B که انتظار حضور توکسین آلفا، بتا و اپسیلون می رفت 
توکسین  این سه  )21درصد( بصورت همزمان حضور  فقط چهار جدایه 
را نشان دادند در تیپ C نیز حضور همزمان توکسین آلفا و بتا فقط در 

پنج جدایه )22درصد( و همچنین در تیپ D حضور توکسین های آلفا و 
اپسیلون فقط در نه جدایه )42 درصد( تایید شد.

بحث
جنس  در  بیماری زا  گونه های  بیشترین  از  یکی  پرفرنجنس  کلستریدیوم 
توکسین های  می کند  تولید  زیادی  توکسین های  که  است  کلستریدیوم 
کلستریدیوم پرفرنجنس عامل اصلی حدت و ضایعات و علائم مرتبط با 
بیماری های ناشی از کلستریدیوم پرفرنجنس هستند. شاید بر همین اساس 
بیماری های  پرفرنجنس،  تیپ های مختلف کلستریدیوم  که  گفته می شود 
 )2008( همکاران  و   )Van( ون  می کنند.  ایجاد  دام ها  در  را  گوناگونی 
کلستریدیوم  سویه های  بیماری زایی  در  اختلافات  که  کردند  گزارش 

پرفرنجنس ارتباط نزدیکی با تولید توکسین دارد )30(.
کلستریدیوم  اپسیلون  و  بتا  آلفا ،  توکسین های  مطالعه حاضر، حضور  در 
پرفرنجنس توسط آزمایش الیزا در 64 جدایه از 84 جدایه مثبت بود، در 
حالی که وجود ژن های این توکسین ها در همه جدایه ها توسط آزمایش 
Multiplex PCR شده بود و بر همین اساس تعیین تیپ شده بودند. در 
مجموع نتايج اين مطالعه عدم همخوانی يافته های سرولوژی و مولکولی 
را نشان داد. در مواردی باکتری ها دارای ژن توکسین هستند اما ممکن 
یا  و  نشود  تولید  توکسین ها  ترجمه  یا  و  ژن  بیان  عدم  علت  به  است 
اینکه مقدار که تولید می شود آنقدر ناچیز باشد که قابل شناسایی نباشد. 
با  ارتباط مستقیمی  توکسین زا در جدایه  نظر می رسد که وجود ژن  به 
ترشح همه توکسین هاي قابل تشخیص با آزمایش الیزا ندارد و همچنین 

نمودار 1 - میزان حضور توکسین های مختلف در جدایه های کلستریدیوم پرفرنجنس.

مقایسه قدرت تولید توکسین توسط تیپ های   ...
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جدول 3 - نتایج آزمایش سنجش میزان توکسین های آلفا، بتا و اپسیلون کلستریدیوم پرفرنجنس با روش الیزا.

تيپکد نمونهردیف
نوع توکسین بر اساس نتایج آزمایش الیزا

آلفابتااپسیلون

1KERAZI 10A**+

2KERAZI 2A**+

3KERAZI 7A**+

4KERAZI 61A**+

5KERAZI 62A**+

6KERAZI 63A**+

7KERAZI 64A**+

8KERAZI 65 A**+

9KERAZI 67A**+

10KERAZI 13A**+

11KERAZI 11A**+

12KERAZI 8A**+

13KERAZI 1A**+

14KERAZI 3A**+

15KERAZI 68B--+

16KERAZI 69B--+

17KERAZI 25B+-+

18KERAZI 27B+-+

19KERAZI 19B+--

20KERAZI 20B+-+

21KERAZI 22B+-+

22KERAZI 23B+++

23KERAZI 21B+--

24KERAZI 29B+++

25KERAZI 24B+--

26KERAZI 28B+-+

27KERAZI 26B+--

28KERAZI 16B-++

29KERAZI 17B+-+
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ادامه جدول 3 - نتایج آزمایش سنجش میزان توکسین های آلفا، بتا و اپسیلون کلستریدیوم پرفرنجنس با روش الیزا.

تيپکد نمونهردیف
نوع توکسین بر اساس نتایج آزمایش الیزا

آلفابتااپسیلون

30KERAZI 18B+-+

31KERAZI 70B+++

32KERAZI 71B+++

33 KERAZI 37C*++

34KERAZI 35C*-+

35KERAZI 72C*-+

36KERAZI 73C*-+

37KERAZI 74C*-+

38KERAZI 75C*-+

39KERAZI 44C*-+

40KERAZI 76C*-+

41KERAZI 77C*-+

42KERAZI 78C*-+

43KERAZI 33C*-+

44KERAZI 41C*++

45KERAZI 39C*++

46KERAZI  42C*++

47KERAZI 40C*++

48KERAZI 79D**+

49KERAZI 80D+*+

50KERAZI 59D-*+

51KERAZI 60D+*+

52KERAZI 81D+*+

53KERAZI 52D+*+

54KERAZI 54D-*+

55KERAZI 53D+*+

56KERAZI 57D+*-

57KERAZI 53D+*+

58KERAZI 50D+*-

مقایسه قدرت تولید توکسین توسط تیپ های   ...
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تولید  به  قادر  پرفرنجنس  کلستریدیوم  سویه های  از  برخی  است  ممکن 
توکسین در مقادیر قابل اندازه گیری در شرایط آزمایشگاهی نباشند. کیت 
غیرمستقیم طراحی شده  الیزای  براساس  مطالعه  این  در  استفاده  مورد 
به  که  است  آنتی بادی هایی  شامل  پایه،  الیزای  تشخیصی  سیستم  و  بود 
آنزیم متصل گردیده و در حالت پایدار قابلیت کاتالیز واکنش ها را دارند 
که فرآورده نهایی آنها قابل رویت است. ضمن اینکه جایگاه های اتصال 
آنتی بادی برای ایجاد واکنش با آنتی ژن های اختصاصی آزاد می ماند. در 
تـشخيص  بـراي  كلونـال  مونو  آنتی بادی هــاي  از  الیزا  شناســايي  روش 
می تواند  که  مـي شـود  استفاده  پرفرنجنس  كلـستريديوم  توكـسين هـاي 
عليـه  شـده  توليـد  آنتی بادی هـاي  بـين  متقاطع  واكنش  کاهش  به  منجر 
توكسين ها شود و در شناسايي نوع توكـسين اختصاصی عمل كنـد )5(. یکی 
از مناسب ترین روش ها برای تشخیص توکسین در سویه های کلستریدیوم 
پرفرنجنس با روش الیزا این است که در ابتدا اسپورزایی را با کشت های 
خاص تحریک کرد زیرا سطوح بالای توکسین روده ای در زمان اسپورزایی 
مختلف  تیپ های  توسط  توکسین  تولید  بررسی  در   .)6( می شود  ایجاد 
بیشترین موارد مثبت حضور توکسین آلفا و بتا در جدایه های تیپ C و 
B مشاهده  تیپ  اپسیلون در جدایه های  توکسین  مثبت  موارد  بیشترین 
شد که می تواند مرتبط با بیماری زایی و قدرت تولید توکسین در جدایه ها 

باشد. 
براي  اليزا  نتايج  که  دادند  نشان   )2020( همکاران  و   (Hayati) حياتي 
که  بطوري  بودند  متفاوت  و کشت   PCR نتايج  با  بيماري  تخمين شيوع 
از حدود 20 درصد از موارد باليني بيماري با وجود نتيجه منفي حضور 
آشکار  که  اما همان طور  باکتري جداسازي شد  الیزا  آزمایش  در  توکسين 
از  استفاده  تاييد بيماري کافي نيست. آن ها  براي  باکتري  است جداسازي 
روش الیزا را براي گزارش بيماري در يک منطقه پيشنهاد دادند )13(. در 
مطالعه دیگری توانایی تولید توکسین های آلفا و اپسیلون در جدایه های 

کلستریدیوم پرفرنجنس تیپ D در محیط های مختلف با روش های الیزا، 
میزان  (Minimum Lethal Dose, MLD) و سنجش  حداقل دوز کشنده 
نشان  نتایج  که  گرفت  قرار  مقایسه  مورد   (Total Protein) تام  پروتئین 
داد گاهی جدایه ها در شرایط محیطي قادر به تولید توکسین نمي باشند 
چرا که حضور توکسین بستگي به میزان باکتری و توانایي سنتز و ترشح 

آن دارد )15(.
احمدی (Ahmadi) و همکاران )2020( تعداد 20 رأس گوسفند مشکوک 
باکتری  پاتولوژی،  لحاظ  )به  بالینی  نظر  از  را  آنتروتوکسمی  بیماری  به 
شناسی، سرولوژی و مولکولی( مورد ارزيابی قرار دادند که در مجموع 
نتايج اين مطالعه وجود عدم هم خوانی يافته های بالینی، پاتولوژی، باکتری 

شناسی، سرولوژی و مولکولی را نشان دادند )2(. 
روش هاي  براساس  توکسين ها  شناسايي  سنتي  روش هاي  کلی  طور  به   
هندي  خوکچه  در  پوستي  هاي  تست  يا  موش  در  سرم  خنثي سازي 
مطالعه ای  در   )1991( همکاران  و   (Nagahama)ناگاهاما  .)23( است 
تست های  از  بالاتر  بار   10-1000 تقریباً  الیزا  که حساسیت  دادند  نشان 
درمونکروز  MLD((e(Minimum Lethal Dose)یا  موش  در  کشندگی 
خوکچه هندی می باشد. علاوه بر این از دیگر مزایای روش الیزا کاهش 
استفاده از حیوانات آزمایشگاهی می باشد )19(. نتایج الیزا در تشخیص 
توکسین باکتری کلستریدیوم پرفرنجنس از محتویات روده ای مشکوک به 

آنتروتوکسمی، 95 درصد قابل اعتماد است )11(.
یوزال (Uzal) و همکاران )2003 ( چهار روش را برای تشخیص توکسین 
مقایسه  بز  و  بدن گوسفند  مایعات  و سایر  روده  در محتویات  اپسیلون 
کردند که نتایج آن ها تفاوت قابل توجهی را در حساسیت تست ها نشان 
)29(. در مجموع تست های  بود  بیشتر  الیزا  آزمایش  اما حساسیت  داد، 
مبتنی بر الیزا با حساسیت یک تا دو نانوگرم بر میلی لیتر قادر به تشخیص 

توکسین های این باکتری می باشند )27(.

ادامه جدول 3 - نتایج آزمایش سنجش میزان توکسین های آلفا، بتا و اپسیلون کلستریدیوم پرفرنجنس با روش الیزا.

 * آزمایش انجام نشد.

تيپکد نمونهردیف
نوع توکسین بر اساس نتایج آزمایش الیزا

آلفابتااپسیلون

59KERAZI 46D-*+

60KERAZI 47D+*+

61KERAZI 82D-*+

62KERAZI 48D+*+

63KERAZI  83D+*+

64KERAZI 84D+*+

271058جمع کل
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در مقایسه روش الیزا با سایر روش های معمول )خنثی سازی در موش و 
کشت میکروارگانیسم ها( میزان حساسیت و ویژگی برای توکسین بتا به 
ترتیب 90/5 و 89/2 درصد و برای توکسین اپسیلون به ترتیب 97/4 و 
94/6 درصد بود )8(. گوکی(Goekce) و همکاران )2007( گزارش کردند 
از 295 نمونه محتویات روده گوسفندان مشکوک به آنتروتوکسمی و سالم 
در آزمایش های الیزا و LAT) Latex Agglutination Test( به ترتیب220 
توکسین  تولید  نظر  از  نمونه  درصد(   58/46(  152 و  درصد(   84/61(
در  بیشتر  مثبت  نمونه های  تعداد  که  بود  مثبت  پرفرنجنس  کلستريديوم 
آزمایش الیزا می تواند به دلیل این باشد که مقادیر کم توکسین ها ممکن 

است در LAT قابل تشخیص نباشند )11(.
در مطالعه دیگری که از روش الیزا برای شناسایی توکسین های کلستريديوم 
پرفرنجنس در 150 نمونه )نمونه های روده ای در کالبد شکافی از بره های 
مشکوک به انتروتوکسمی یا مرگ و میر ناشی از سندرم مرگ ناگهانی( 
الیزا حداقل یک مورد از سه توکسین  استفاده شده بود بر اساس نتایج 
)آلفا، بتا و اپسیلون( در 32 حیوان تایید شد. آنها بیان داشتند که از آنجا 
که انتروتوکسمی یک بیماری پیچیده روده ای است، ممکن است تنها به 
وجود سموم مربوط نباشد و وقوع بیماری بستگی به میزان باکتری های 

موجود و سایر شرایط )محیطی و میکروبیولوژیکی( نیز دارد )12(.
 اگر چه از روش الیزا براي شناسايي تيپ هاي مختلف باکتري کلستريديوم 
این  نتایج  اما  مي شود  استفاده  نیز  اصلی  توکسین های  حضور  براساس 
مطالعه نشان داد که فقط در 34 جدایه هم خوانی بین توکسینوتایپ ها با 
روش PCR وجود داشت. از آنجا که روش الیزا منوط به ترشح توکسین 

در  است  ممکن  توکسین  ترشح  عدم  صورت  در  می باشد  نظر  مورد 
روش هاي تعيين تيپ به روش های کلاسیک مانعی ایجاد کند. در حالی که 
تعیین تیپ کلستريديوم پرفرنجنس با روش PCR مبتني بر وجود يا عدم 
وجود توالي ژن هاي مربوط به چهار توکسین اصلي )آلفا، بتا، اپسيلون و 
يوتا( در باکتري مي باشد و روش مطمئنتری در تشخیص توکسینوتایپ های 
این باکتری در گونه های مختلف حیوانات است. این روش بسیار کاربردی 
و قابل انجام در اکثر آزمایشگاه های تشخیصی می باشد. از نظـر تئـوري، 
انجـام شود و قطعه   DNA با يك مولكـول  PCR مي تواند حتي  واكنش 
يا  PCR به صورت حضور  نتايج  آنجايي كه  از  را تكثير كند و  مورد نظر 
فقدان يك قطعه خاص DNA با اندازه ويژه ثبت مي شود. این روش براي 
اپيدميولوژيک و ژنوتايپينگ سويه هاي مختلف در دامپزشکي  مطالعات 

نیز داراي اهميت مي باشد )4، 32(.
بیوماس (Baums) و همکاران )2004( از روش PCR جهت تشخيص ژنوم 
توکسين ها استفاده کردند و نشان دادند که این روش يک ابزار مفيد و 
 (Jabbari) مطمئن در تعيين تيپ کلستريديوم پرفرنجنس است )6(. جباری
کلستریدیوم  تایپینگ  برای   PCR که  کردند  تایید   )2011( همکاران  و 
مطالعات  در  و  است  مناسبتر  سرولوژیک  روش های  از  پرفرنجنس 
اپیدمیولوژیک به عنوان جایگزینی برای روش های قدیمی استفاده شود 
افزایش می دهد و  )14(. روش هاي مولکولي سرعت و دقت تشخیص را 
از طرفی شناسايي تحت تيپ ها با روش الیزا امکانپذير نيست و فقط با 
این روش انجام مي شود )26، 33(. از آنجا که ترشح توکسین نقش اصلی 
می کند  ایفا  پرفرنجنس  کلستریدیوم  مختلف  تیپ های  بیماری زایی  در 

نمودار 2 - توزيع فراواني توکسين های آلفا، بتا و اپسيلون در تيپ هاي A ، B، C و D کلستريديوم پرفرنجنس.
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در  می باشند  شایانی  اهمیت  دارای  توکسین زایی  به  مربوط  مطالعات 
حالی که بیشتر مطالعات ایران روی شناسایی و حضور ژن های توکسین ساز 
بیشتر  تحقیقات  که  است  شده  انجام  باکتری  این  توکسینوتایپینگ  و 
می تواند اطلاعات تکمیل تری را در این زمینه در اختیار پژوهشگران قرار 

دهد )9، 14(.

نتیجه گیری
توکسین  ترشح  جدایه ها  از  برخی  در  می دهد  نشان  مطالعه  این  نتایج 
بنابراین وجود ژن توکسین زا در جدایه  انجام نشد و  آنها  براساس تیپ 
تیپ های  در  انتظار  مورد  توکسین هاي  همه  ترشح  با  مستقیمی  ارتباط 
و  بیان  مواردی  در  و  ندارد  آزمایشگاهی  کشت  محیط های  در  مختلف 
تولید توکسین مورد نظر انجام نمی شود. بر این اساس روش الیزا روشی 
تولید  سنجش  و  توکسین زایی  مطالعات  برای  اطمینانی  قابل  و  دقیق 

توکسین توسط جدایه های کلستریدیوم  پرفرنجنس می باشد.

تشکر و قدردانی
این تحقیق در قالب اجرای پروژه تحقیقاتی به شماره 18-003-960089-

85-2 مورد حمایت موسسه تحقیقات واکسن و سرم سازی رازی، سازمان 
همکاران  از  است.  گرفته  انجام  کشاورزی  ترویج  و  آموزش  تحقیقات، 
در  را  ما  که  کرمان  شعبه  رازی  و سرم سازی  واکسن  تحقیقات  موسسه 

انجام این تحقیق یاری کردند تشکر و قدردانی مي شود. 
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