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Background and Aim: Clostridium perfringens are classified into five toxin types 

A to E, on the basis of production of Alpha, Beta, Epsilon and Iota toxins. Some strains 

are able to produce enterotoxin, can cause food poisoning in human. The bacteria are 

able to produce netB and TpeL toxins which are virulence factors in necrotic enteritis 

in poultry. The aim of this study was to determine the toxin profile of C. perfringens 

strains isolated from packed chicken portions using Single and Multiplex PCR assays. 

Materials and Methods: In a crossectional study, 180 sample of chicken portions 

including wing (n=50), liver (n=50), neck (n=50) and gizzard (n=30) were collected 

randomly and examined for C. perfringens contamination. For this purpose all of 

samples were cultured on the 7% sheep defibrinated blood agar, TSN and TSC culture 

media. All of the isolates were investigated for the presence of alpha, beta, epsilon, iota 

toxin and virulence (tpeL and netB) genes. 

Results: In the present study, 6 isolates out of 180 samples, were confirmed as C. 

perfringens by culture and molecular methods. All of the isolates (100%) were 

confirmed as cpa and cpb positive strains and belong to type C of C. perfringens. The 

netB gene was detected in 5 isolates (83.33%) and tpeL gene in three isolates (50%). 

Conclusions: Our findings show the majority of C. perfringens in broilers are 

belong to type C which produce necrotic enteritis in poultry and may be transmitted to 

human through poultry products. 
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برمبنای تولید سموم آلفا، بتا، اپسیلون و یوتا به پنج  پرفرینجنس کلستریدیومباکتری  :زمینه و اهداف

 طبقه بندی می شود. بعضی از سویه های این باکتری قادر به تولید انتروتوکسین بوده که  Eتا  Aتیپ 

که  tpeLو  netBهای دیگری همچون توکسین ،واند باعث مسمومیت غذایی در انسان شود. علاوه بر اینمی ت

های طیور مطرح شده اند، ممکن است در در بیماری پرفرینجنس کلستریدیوماخیرابه عنوان عوامل حدت 

روفایل توکسینی تعیین پمطالعه  هدف از این. انسان نیز در تشدید علائم مسمومیت غذایی موثر باشند

های ی قطعات بسته بندی شده مرغ گوشتی با استفاده از روشجداشده از نمونه ها ینجنسپرفر یدیومکلستر

Single وMultiplex PCR  .می باشد 

نمونه قطعه بسته بندی شده مرغ گوشتی شامل  081در یک مطالعه مقطعی تعداد مواد و روش کار: 

نمونه( به طور تصادفی جمع آوری و از بابت آلودگی به  01مونه( و سنگدان )ن 01گردن، بال و کبد )هر کدام 

 %7مورد ارزیابی قرار گرفت. بدین منظور نمونه ها برروی محیط های آگار حاوی  کلستریدیوم پرفرینجنس

کشت گردیدند. جدایه های بدست آمده از بابت حضور ژن های مسئول  TSCو TSNخون دفیبرینه گوسفند، 

 تعیین تیپ گردیدند. PCR( به روش netBو  tpeLتوکسین )آلفا، بتا، اپسیلون و یوتا( و ژن های حدت ) تولید

 پرفرینجنس کلستریدیومجدایه به عنوان  6های مورد بررسی تعداد در این مطالعه از کل نمونه: هایافته

شناسایی گردید. با توجه به نتایج  ،cpbو  cpa( ژن های %011ها )مورد تایید قرار گرفتند که درتمامی جدایه

جدایه  0تعلق دارند. در پرفرینجنس کلستریدیوم Cها به تیپ بدست آمده مشخص گردید که کلیه جدایه

 شناسایی گردید. tpeL( ژن %01جدایه ) 0و در  netB( ژن 80.00%)

 تریدیومکلسدهد که ممکن است تیپ های توکسین زای نتایج این مطالعه نشان می: گیرییجهنت

که در ایجاد انتریت نکروتیک در طیورنقش  netBکه واجد ژن های عوامل حدت باکتری چون  پرفرینجنس

 فرآورده های طیور به انسان انتقال یابند. دارند از طریق مرغ و

 PCRتوکسین، مرغ گوشتی،  ،کلستریدیوم پرفرینجنس :کلیدی کلمات 

 پزشکی ایران محفوظ است. شناسییکروبمبرای مجله این مقاله  زو استفاده علمی ا نشر حق چاپ، :© رایتیکپ

 :نویسنده مسئول
 محمد محسن زادهدکتر 

دانشیارگروه بهداشت مواد  

غذایی، دانشکده دامپزشکی، 

دانشگاه فردوسی مشهد، مشهد، 

 ایران

 
 59103135900 :نتلف 

 

پست الکترونیک:
mohsenza@um.ac.ir 

 مهمقد     

علاوه بر اینکه به طور بسیار  پرفرینجنس کلستریدیوم باکتری

د دارد، به عنوان جزئی از فلور ای در خاک و محیط وجوگسترده

طبیعی دستگاه گوارش انسان و تقریبا تمام حیوانات خونگرم نیز 

تواند به عنوان یک می باشد. این باکتری تحت شرایط خاصی می

پاتوژن عمل نماید. حدت بیماریزایی این باکتری به خاطر تولید 

آنتروتوکسین ناشی از (. 9)نوع توکسین می باشد.  10حداقل 

به عنوان یک عامل شایع مسمومیت  پرفرینجنس کلستریدیوم

غذایی در انسان می باشد به طوری که در آمریکا و انگلیس به 

عنوان سومین عامل شایع در ایجاد مسمومیت غذایی شناخته 

(. فراورده های طیور به لحاظ مصرف وسیع آن در 0شده است )

اکتری به انسان ایران می توانند یکی از راه های انتقال این ب

 پزشکی ایران یشناسکروبیممجله 

 9313 بهار – 9شماره  – 8سال 
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( از آلودگی مرغ و 3،3باشند. به لحاظ وجود گزارشات مختلف )

توکسین زا و مقاوم  پرفرینجنس کلستریدیومفرآورده های آن به 

به آنتی بیوتیک امکان انتقال این باکتری به انسان و ایجاد 

مسمومیت های غذایی و اسهال های مقاوم به آنتی بیوتیک وجود 

باکتری در ایجاد گانگرن گازی در انسان  دارد. همچنین این

دخالت دارد. در طیور نیز می تواند هم به شکل بالینی و هم تحت 

 (. 5،5بالینی ایجاد بیماری نماید )

 پرفرینجنس کلستریدیومهای باکتری در گذشته تعیین تیپ

ی هندی و یا موش در خوکچه سازی سرمبر اساس روش خنثی

های مختلف نیاز سرمآنتیبه  این روش گرفت. درصورت می

 امروزه. داشتی آنها مشکلات خاص خودش را باشد، که تهیهمی

ی زیاد و مسائل مربوط به به علت زمان بر بودن، صرف هزینه

در تعیین تیپ این باکتری مولکولی  هایروشاز حقوق حیوانات، 

بر اساس  پرفرینجنس کلستریدیوم. باکتری می شوداستفاده 

توکسین اصلی به نام های آلفا، بتا، اپسیلون و نوع  4تولید توانایی 

فقط توانایی  Aتیپ . شوندبندی میطبقه Eتا  Aتیپ  0یوتا به 

توکسین های آلفا،  Bدر حالیکه تیپ  ؛تولید آلفا توکسین را دارد

توانایی تولید توکسین  Cبتا و اپسیلون را تولید می کند. تیپ 

نیز توکسین های  Eفا و اپسیلون و تیپ آل ،D های آلفا و بتا، تیپ

اصلی ذکر های  علاوه بر توکسین .آلفا و یوتا را تولید می کند

نوع  10توانایی تولید حداقل سویه های این باکتری ، در بالا شده

 netBو  ینانتروتوکساز جمله خارج سلولی دیگر  توکسین و آنزیم

های مولد ژن جایگاه هر کدام از این(. 7) باشند یمرا دارا 

باشد. ها در سلول، متفاوت میعملکرد آن یتوکسین و نحوه

بر ، cpaیا  plc، های مولد توکسین مثل ژن آلفا توکسینبرخی ژن

های قرار دارند در حالی که برخی دیگر مثل ژنروی کروموزوم 

بر روی پلاسمید واقع  (etx( و یا اپسیلون )cpbتوکسین بتا )

بر روی کروموزوم و هم تواند ( میcpeوکسین )اند. ژن انتروت هشد

هم  بر روی پلاسمید قرار گیرد. به غیر از توکسین یوتا که از 

های داخل سلولی اثرات خود را طریق فعال کردن واکنش

ها از طریق تاثیر بر غشاهای سلولی ی توکسینگذارد، بقیهمی

د به نام  یک توکسین جدیاخیرا . (9) نمایندنقش خود را ایفا می

netB توسط ،Keyburn  در استرالیا کشف ( 2555)و همکاران

 کلستریدیومی یک سویه درگردید. آنها این توکسین را 

نتریت اکه از یک مرغ مبتلا به بیماری  Aتیپ  پرفرینجنس

آنها در مطالعه . (8تشخیص دادند )نکروتیک جدا شده بود، 

ه، توکسین آلفا برای که بر خلاف تصورات اولی دیگری نشان دادند

. (1د )باشایجاد بیماری آنتریت نکروتیک عاملی ضروری نمی

Martin  وSmyth (2559در مطالعه ،) ای نشان دادند که ژن

netB  آنتریت  مبتلا بهسویه های  جدا شده از مرغان  %0583در

نکروتیک شناسایی شد در حالیکه تنها درصد اندکی از جدایه 

 .(92) را داشتند( این ژن %6/5رغان سالم )های بدست آمده از م

Amimoto یک توکسین ژاپن ای درمطالعهدر (2552) و همکاران

 کلستریدیومی یک سویهدر( را tpeL) جدید به نامتوکسین

و  Nagahama(. 11تشخیص دادند ) Cتیپ  پرفرینجنس

 کلستریدیومنمونه های  را دراین ژن  (2511همکاران )

به نظر  بنابراین (.90کردند ) بررسییز ن Aتیپ  پرفرینجنس

ایجاد بیماری علاوه بر نقش اصلی در  tpeLرسد که توکسین می

 .شودمینیز زایی نتریت نکروتیک طیور باعث تشدید روند بیماریا

 کلستریدیومهای مختلف باکتری از آنجایی که تیپ

-در حیوانات مختلف و همچنین در انسان، بیماری پرفرینجنس

لذا تعیین تیپ این  ؛گردندتفاوت و گوناگونی را سبب میهای م

باکتری به منظور فهمیدن عامل مسبب بیماری و همچنین 

. بنابراین باشدهای اپیدمیولوژیکی، بسیار حائز اهمیت میبررسی

 کلستریدیومهای سویهتعیین تیپ مولکولی با هدف  مطالعهاین 

مرغ  شدهقسمت های بسته بندی از  جداشده پرفرینجنس

و همچنین ردیابی ژن های  استان خراسان رضویگوشتی در 

 .بدست آمده انجام گردیدهای در جدایه  netBو   tpeLجدید  

 :هاروشمواد و 

 سویه های باکتریایی 

نمونه  155تعداد  1391طی سال  یک مطالعه مقطعیدر 

قطعه بسته بندی شده مرغ گوشتی شامل گردن، بال و کبد )هر 

نمونه( از مراکز عرضه در مشهد،  35نمونه( و سنگدان ) 05کدام 

استان خراسان رضوی به طور تصادفی جمع آوری و از بابت 

 FDA، با استفاده از روش پرفرینجنس کلستریدیوم آلودگی به

گرم ازهر  15. بدین منظور (93مورد ارزیابی قرار گرفت ) (2551)

آب پپتونه کاملا میلی لیتر محیط کشت  95یک از نمونه ها با 

میلی لیترمحیط کشت  9هموژن گردید. سپس به دو لوله حاوی 

میلی 1( و به هر کدام مقدار FTG, HiMediaمایع تیوگلیکولات )

لیتر از از نمونه هموژن شده اضافه گردید. یکی از این دو لوله را 

دقیقه شوک حرارتی داده و لوله  25برای  سلسیوسدرجه  22در 

و در شرایط بی  سلسیوسدرجه  32ساعت در  24 تا 15ها برای 
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هوازی گرمخانه گذاری گردیدند. بعد از غنی سازی اولیه برای 

، از هر کدام از لوله ها بر روی محیط پرفرینجنس کلستریدیوم

گوسفند به صورت ی خون دفیبرینه %2کشت آگار خوندار حاوی 

 و لسیوسدرجه س 32ساعت در  45خطی کشت داده و به مدت 

. برای تایید تشخیص گردیدشرایط بی هوازی گرمخانه گذاری 

از هریک از پرگنه جداشده،  پرفرینجنس کلستریدیومباکتری 

های واجد همولیز دوگانه روی محیط آگار خوندار، بر روی محیط 

( و TSC, HiMediaکشت آگار سیکلوسرین تریپتوز سولفیت )

( کشت TSN, HiMediaآگار نئومایسین تریپتون سولفیت )

 24به مدت  سلسیوسدرجه  32گردید. پلیت های فوق در 

جدایه های ساعت در شرایط بی هوازی گرمخانه گذاری گردیدند. 

 -تایید شده در محیط کشت مایع قلب پرفرینجنس کلستریدیوم

تا انجام  لسیوسدرجه س -25مغز همراه با گلیسرول در 

 آزمایشات مولکولی نگهداری شدند.

  ژنومی DNAاستخراج 

از پرگنه های خالص رشد  ،ژنومی DNAبه منظور استخراج 

آگار نئومایسین تریپتون سولفیت یافته بر روی محیط کشت 

(TSN ) میکرولیتر محلول بافر فسفات نمکی  255برداشته و در

(PBSمخلوط شدند. سوسپانسیون بدست آمده در ) g× 14555 

مرتبه با  دو رسوب بدست آمده دقیقه سانتریفیوژ و 0برای 

شستشو گردید. سپس مجددا سوسپانسیون تهیه  PBSمحلول 

 DNAشد و با استفاده ازکیت استخراج 

 (AccuPrep®, Bioneer, Korea و بر اساس توصیه کارخانه )

 انجام گرفت .  DNAسازنده، استخراج 

 کلستریدیومتعیین پروفایل توکسینی جدایه های 

  Multiplex PCRبه روش پرفرینجنس 

در مطالعه حاضر بر اساس روش  Multiplex PCRآزمایش 

(.  93( انجام گردید )2555) Songerو   Uzalارائه شده توسط

در جدول شماره ی  ،توالی نوکلئوتیدی آغازگرهای مورد استفاده

در  PCRنشان داده شده است. مخلوط واکنش مولتی پلکس  1

نامه حرارتی زیر: ( با برTechne, England)سایکلر ال ترمدستگاه 

 0مدت ه ب سلسیوسدرجه  90دناتوراسیون اولیه در دمای 

درجه  94شامل واسرشته سازی در دمای  سیکل 45 ،دقیقه

درجه  06هیبرید شدن آغازگرها در ،ثانیه 65برای  سلسیوس

 سلسیوسدرجه  22در DNAثانیه و بسط  65به مدت  سلسیوس

 سلسیوسدرجه  22 مایپلیمریزاسیون نهایی در دثانیه،  65برای 

مشخصات مخلوط واکنش  .، قرار داده شددقیقه 0به مدت 

Multiplex PCR  نشان داده شده است. سویه  2در جدول شماره

ژن  واجدA  تیپ پرفرنجنس کلستریدیوم CIP106157های 

 کلستریدیوم CIP6061و  (+cpa+,  cpe ) نتروتوکسینا

 ,+cpa+, cpb+, etx) مثبت2ژن بتا واجد B  تیپ پرفرنجنس

cpb2+)  تهیه شده از انستیتو پاستور به عنوان کنترل مثبت در

 مورد استفاده قرار گرفتند. Multiplex PCRآزمایش 

 Multiplex PCRمشخصات مواد مخلوط واکنش  :1جدول 

 (میکرولیترحجم مورد نیاز ) مواد و غلظت مورد نیاز

 PCR 10X 0بافر 

MgCl   (Mm 05) 2 

dNTPs (Mm 15) 6/5 

 2 × 0/2 (Pm 15)رفت و برگشت،  Cpaپرایمر 

 2 × 5/1 (Pm 15)رفت و برگشت،  Cpbپرایمر 

 2 × 2/2 (Pm 15)رفت و برگشت،  Etxپرایمر 

 2 × 6/2 (Pm 15)رفت و برگشت،  ItxAپرایمر 

 2× 2/1 (Pm 15)رفت و برگشت،  Cpeپرایمر 

 2 × 5/1 (Pm 15و برگشت، )رفت  Cpb2پرایمر 

 2/6 آب مقطر دوبار تقطیر

Taq DNA Polymerase (U/µl 0) 1 

 DNA  15الگوی 

 میکرولیتر 05 کل

 

 netBجهت تشخیص ژن  Single PCRانجام 

به   AKP78به نامهای  آغازگربدین منظور از یک جفت  

پسین که قبلا  آغازگربه عنوان  AKP79پیشین و آغازگر عنوان 

بود، استفاده  ( توصیف شده2555)و همکاران  Keyburnسط  تو

مورد استفاده در  آغازگرهای. توالی نوکلئوتیدی (8) گردید

مخلوط  ،netBجهت تشخیص ژن  .نشان داده شده است 1جدول

)جدول  میکرولیتر تهیه گردید 05در حجم PCRواکنش اصلی 

جهت  Single PCRی حرارتی برای انجام ی چرخه. برنامه(3

درجه  94 دناتوراسیون اولیه در دمای، شامل:  netBشناسایی ژن

سیکل شامل واسرشته سازی در  30 دقیقه. 2به مدت  سلسیوس

 آغازگرهاثانیه، هیبرید شدن  35برای  سلسیوسدرجه  94دمای

 22در DNAثانیه و بسط  35به مدت  سلسیوسدرجه  00 در

 22 نهایی در دمایثانیه. پلیمریزاسیون  65برای  سلسیوسدرجه 

 JRMTK01از سویه  بود. دقیقه12به مدت  سلسیوسدرجه 
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 netBمثبت ژن  به عنوان کنترل کلستریدیوم پرفرینجنس

  استفاده گردید.
 Single PCRمشخصات مواد مخلوط واکنش  :2جدول 

 مواد و غلظت مورد نیاز (میکرولیترحجم مورد نیاز )

 PCR 10Xبافر  3435

045 MgCl   (Mm 05) 

9 dNTPs (Mm 15) 

 (Pm 15پرایمر )رفت و برگشت،  245 ×0

 آب مقطر دوبار تقطیر 39425

9 Taq DNA Polymerase (U/µl 0) 

  DNAالگوی  92

 کل میکرولیتر 52

 

 tpeLجهت تشخیص ژن  Single PCRانجام 

آغازگرهای توصیف شده به وسیله دین منظور از ب

Coursodon ( اس2512و همکاران )( 95تفاده گردید.)  توالی

 است.آمده  1مورد استفاده در جدول آغازگرهاینوکلئوتیدی 

 شامل: tpeLی حرارتی جهت شناسایی ژن برنامه ی چرخه

 0به مدت  سلسیوسدرجه  94 دناتوراسیون اولیه در دمای

درجه  94سیکل شامل واسرشته سازی در دمای 35 ،دقیقه

درجه  00در آغازگرها ثانیه، هیبرید شدن 65برای  سلسیوس

 سلسیوسدرجه  22در DNAثانیه و بسط  65به مدت  سلسیوس

درجه  22 پلیمریزاسیون نهایی در دمای و ثانیه 65برای 

 PCRمشخصات مخلوط واکنش  .بود دقیقه 2به مدت  سلسیوس

محصولات  داده شده است.نشان  3در جدول مورد استفاده 

ژل  برروین تحقیق ای PCRکلیه ی آزمایشات در بدست آمده 

در رانده شد و باندهای تشکیل شده  v/cm  0 با ولتاژ %0/1آگارز  

UV Transillumination (Padideh Nojen Pars, Iran بررسی )

واجد ژن   پرفرینجنس کلستریدیوم  JRTK01از سویه  .گردید

tpeL  گردید.استفاده به عنوان کنترل مثبت 

 

 

 هایجدایه Multiplex PCRالکتروفورز محصولات  حاصل از : 1شکل 
 ;bp155 : مارکر مولکولی M. درصد180بر روی ژل آگارز  کلستریدیوم پرفرینجنس 

، cpa ،cpb هایژن واجد B  کلستریدیوم پرفرنجنس تیپ CIP6061سویه : 6561
cpb2  وetx 6102 سویه :CIP106157 کلستریدیوم پرفرنجنس تیپ  Aژن  واجد
: کنترل منفی  -C ;: کنترل منفی )کلستریدیوم دیفیسیل( -cpe  ،Cو  cpaهای 

ها که واجد ژن کلستریدیوم پرفرینجنس جداشده از نمونه:  6-1)سرم فیزیولوژی( و 
 ( می باشند.bp196) cpb( و bp324) cpaهای 

 
 Single PCR و Multiplex PCR مختلف شاتیآزما در استفاده مورد یمرهایپرا مشخصات: 3جدول 

 منبع PCRروش  (bp) توالی نوکلئوتیدی ژن هدف

cpa 5’-GCTAATGTTACTGCCGTTGA-3’ 

5’-CCTCTGATACATCGTGTAAG-3’ 

423 Multiplex PCR 14 

cpb 5’-GCGAATATGCTGAATCATCTA-3’ 

5’-GCAGGAACATTAGTATATCTTC-3’ 

691 Multiplex PCR 14 

etx 5’-GCGGTGATATCCATCTATTC-3’ 

5’-CCACTTACTTGTCCTACTAAC-3’ 

166 Multiplex PCR 14 

itxA 5’-ACTACTCTCAGACAAGACAG-3’ 

5’-CTTTCCTTCTATTACTATACG-3’ 

441 Multiplex PCR 14 

cpe 5’-GGAGATGGTTGGATATTAGG-3’ 

5’-GGACCAGCAGTTGTAGATA-3’ 

244 Multiplex PCR 14 

cpb2 5’-AGATTTTAAATATGATCCTAACC-3’ 

5’-CAATACCCTTCACCAAATACTC-3’ 

615 

 

Multiplex PCR 14 

netB 5’-GCTGGTGCTGGAATAAATGC-3’ 

5’-TCGCCATTGAGTAGTTTCCC-3’ 

484 Single PCR 5 

tpeL 5’-ATATAGAGTCAAGCAGTGGAG-3’ 

5’-GGAATACCACTTGATATACCTG-3’ 

411 Single PCR 10 
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جداشده از قطعات مرغ گوشتی  کلستریدیوم پرفرینجنسهای ژن مولد توکسین وتعیین تیپ جدایه 6جهت ردیابی  PCRنتایج  آزمایش مولتی پلکس : 4جدول 

 بسته بندی شده

 

 نمونه

  کلستریدیومتیپ  پروفایل توکسینی
 (cpeوتوکسین )انتر Cpb2 (etxاپسیلون ) (itxAیوتا ) (cpbبتا ) (cpa)  آلفا پرفرینجنس 

 Cتیپ  - - - - + + گردن

 Cتیپ  - - - - + + بال

 Cتیپ  - - - - + + سنگدان

 Cتیپ  - - - - + + کبد

 

 

های جدایه Single PCRالکتروفورز محصولات حاصل از : 2شکل 

  .netBدر ارتباط با ژن  %0/1بر روی ژل آگارز  کلستریدیوم پرفرینجنس

M مارکر مولکولی :bp155؛ C+ کلستریدیوم پرفرینجنس: سویه 

JRMTK01   واجد ژنnetB  ،C- :فاقد  کنترل منفی(DNA ژنومی)و  1 ؛

: 3 ؛جدا شده از نمونه های بال کلستریدیوم پرفرینجنسجدایه های  :2

 : جدایه0و  4 ؛جدا شده از نمونه ی گردن کلستریدیوم پرفرینجنسی جدایه

 جدا شده از نمونه های کبد. ریدیوم پرفرینجنسکلستهای 

 

 یافته ها

 کلستریدیوم( %33/3سویه ) 6در این مطالعه تعداد 

نمونه قطعات بسته بندی شده مرغ  155مجموع از  پرفرینجنس

گوشتی جداسازی گردید. هر بافت مورد بررسی در این تحقیق به 

سئول ژن م 4یک پرنده تعلق داشت. کلیه جدایه ها از میان 

مثبت  cpbو  cpaهای  ژناز بابت  های اصلی فقطتولید توکسین

ها یافت نگردید ( در آنitxAو etxهای اصلی )بودند و سایر ژن

  C(. بنابراین تمامی جدایه ها به تیپ 4و جدول  1)شکل 

 
های تعلق دارند. همچنین تمامی جدایه پرفرینجنس کلستریدیوم

منفی  cpeدر ارتباط با ژن  پرفرینجنس کلستریدیومباکتری 

 پرفرینجنس کلستریدیومسویه باکتری  6بودند. همچنین از میان

مثبت و تنها  netB( در ارتباط با ژن %33/53جدایه ) 0جدا شده، 

نیز  tpeL(. در ارتباط با حضور ژن 2یک جدایه منفی بود ) شکل 

جدا شده از  پرفرینجنس کلستریدیومسویه ی باکتری  6از میان

( مثبت %05جدایه )3کبد و سنگدان مرغ،  ،گردن ،نه های بالنمو

 (.3جدایه منفی بود )شکل  3و 

 

 
 یها یهجدا Single PCRالکتروفورز محصولات  حاصل از : 3شکل 

  tpeLدر ارتباط با ژن  %0/1ژل آگارز  یبر رو ینجنسپرفر یدیومکلستر

Mیمارکر مولکول ؛ bp100 ،Cینجنسپرفر یدیومکلستر یهو+: سJRTK01 

 هاییهجدا :2و  1 ؛(یژنوم DNA)فاقد ی: کنترل منف-tpeL ،Cواجد ژن 

 یدیومکلستر ییه: جدا3 ؛بال یجدا شده از نمونه ها ینجنسپرفر یدیومکلستر
 یدیومکلستر یها یه: جدا0و  4 ؛گردن یجدا شده از نمونه ینجنسپرفر
 کبد. یهاجدا شده از نمونه  ینجنسپرفر
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 بحث

در رابطه با جداسازی،  زیادیهای اخیر مطالعات در سال

 کلستریدیومهای مختلف تعیین تیپ مولکولی، بررسی ژن

نتریت نکروتیک اطیور با بیماری  ابتلایدر موارد  پرفرینجنس

اما در ارتباط با جداسازی و تعیین تیپ   ؛انجام شده است

د در مواد غذایی و موجو پرفرینجنس کلستریدیوممولکولی 

طیور، مطالعات بسیار محدودی انجام شده غذایی فراورده های 

 است.

، باعث پرفرینجنس کلستریدیومباکتری  های مختلفتیپ

 حیوانات می شود. یکی از و انسان های مختلف درایجاد بیماری

انسان  در پرفرینجنس کلستریدیومهای مهمی که باکتری بیماری

ای که امروزه توجه ویژه باشدمومیت غذایی میکند، مسمی ایجاد

 زیادی از ی بسیارشود. سالیانه عدهبه آن درسطح جهان می

که یکی  شوندمسمومیت غذایی می جهان دچار ها درسراسرانسان

 کلستریدیومباکتری  علل مهم آن مسمومیت غذایی با از

 درمتفاوتی  بسیار آمار های اخیرباشد. درسالمی پرفرینجنس

 پرفرینجنس کلستریدیومباکتری  شیوع مسمومیت غذایی با مورد

 گونه آماری درمتاسفانه هیچ دارد، اما کشورهای مختلف وجود در

ایران،  آن در میزان رخداد و این باکتریمسمومیت غذایی  مورد

 قیقد آمار عدم وجود مورد درمختلفی ندارد. دلایل  وجود

دارد  وجود دیوم پرفرینجنسکلستریباکتری  مسمومیت غذایی با

 مورد ثبت اطلاعات کافی درتوان به عدم میاز آن جمله که 

علائم مسمومیت غذایی،  با هاکننده به بیمارستان بیماران مراجعه

 غذایی درعلائم مسمومیت  عدم بهبود یا عدم پیگیری بهبود

 مورد مطالعات کافی در مراجعه، عدم تحقیقات و بیماران پس از

ایران اشاره  در هاآن ی ایجادنحوه و یهای غذای مسمومیت انواع

 عدم تحقیقات لازم در مورد توان درترین دلیلی که میکرد. مهم

 های غذایی ناشی ازمسمومیت وکلستریدیوم پرفرینجنس  مورد

 باشد. کشت باکتری می مورد برد، در آن نام

Brynestad  وGranum (2552 )ای به بررسی طی مطالعه

کلستریدیوم پرفرینجنس ی ایجاد مسمومیت غذایی توسط  نحوه
شده توسط  پرداختند. مسمومیت غذایی ایجاد Cو  Aتیپ 

شایع  دراغلب نقاط دنیا بسیار Aتیپ کلستریدیوم پرفرینجنس 

ساعت  24این نوع مسمومیت غذایی اغلب پس از  اما ؛می باشد

 باغذایی مسمومیت   .پیدا می کندخود به خود بهبود 
 محدود اما کشنده  بسیار Cتیپ کلستریدیوم پرفرینجنس 

سال اخیر هیچ گونه گزارشی  15طی  باشد به طوری که در می

درمورد این نوع مسمومیت غذایی داده نشده است. حدود 

شدید  جنگ جهانی دوم یک شیوع بسیار چندسال پس از

 کلستریدیومکه عامل آن اتفاق افتادمسمومیت غذایی در اروپا 
کلستریدیوم  بود. مسمومیت غذایی با Cتیپ پرفرینجنس 
که حتی به طوری .باشدبسیار خطرناک می Cتیپ پرفرینجنس 

 وجود احتمال مرگ و میر %20-%10 اگر درمان صورت بگیرد

 (.0)دارد 

های مختلف باکتری جدایه تعیین تیپامروزه برای 

به   Multiplex PCRاز روش مولکولی پرفرینجنس کلستریدیوم

ی هندی سازی سرم در موش یا خوکچهجای روش سنتی خنثی

می باشد.  و قابل اطمینان استفاده می شود که روشی راحت

ها با روش قدیمی قابلیت تایپینگ ندارند و یا میزان برخی از سویه

باشد که بتوان با خنثی ها به آن اندازه نمیتولید توکسین آن

در  باید در نظر داشت که سازی سرم مشخص نمود. از طرفی

مورد بررسی توکسین  مولدهای ژن حضورروش مولکولی، تنها 

و توانایی تولید توکسین مشخص نمی باشد.  قرار می گیرد

بررسی میزان  به است که ایراناولین مطالعه در  ی حاضرمطالعه

با  پرفرینجنس کلستریدیومهای مرغ به باکتری آلودگی فراورده

)برای  Multiplex PCR کشت آزمایشگاهی،های  شاستفاده از رو

 Single، وcpa ،cpb ،etx ،itxA ،cpe ،cpb2های ژنتشخیص 

PCR   برای ژن های(netB  وtpeL .می پردازد )Meer   وSonger 

 کلستریدیوم جدایه 55 در مطالعه ایی که بر روی( 1992)

روش خنثی سازی  بهی فنوتیپ  مقایسه از طریق پرفرینجنس

نشان دادند ، انجام دادند Multiplex PCRروش  هرم و ژنوتیپ بس

یعنی  .ارتباط وجود دارد جدایه هابین فنوتیپ و ژنوتیپ  %99که 

حضور ژن با تولید توکسین همراه  %99های اصلی در ارتباط با ژن

های مولکولی دیگری نیز علاوه بر . البته روش(95) خواهد بود

Multiplex PCR  کلستریدیومهای جدایه ژنوتیپ تعیینبرای 

 Multiplex PCR روش اما ؛به کار گرفته شده است پرفرینجنس

 ی تشخیصی ها آزمایشگاه اکثر بسیار کاربردی و قابل انجام در

 ( از2554) و همکاران Al-Khaldi می باشد.

 Real-time Multiplex PCR  تعیین تیپبرای جداسازی سریع و 

موجود در مدفوع گاوهای  فرینجنسپر کلستریدیومهای جدایه

 .(97) شیری استفاده نمودند
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 پرفرینجنس کلستریدیومهای  حاضرکلیه ی سویهدر مطالعه  

با مرغ گوشتی  قطعات بسته بندی شدهاز نمونه های  جداشده

 کلستریدیومبه عنوان  Multiplex PCRاستفاده از روش 

ات آزمایشهمچنین  تشخیص داده شدند. Cتیپ  پرفرینجنس

که انجام شد  tpeLو  netBبرای ژن  Single PCRجداگانه 

 tpeLژن  جدایه ها %05درو  netBها ژن  جدایه %33/55در

و  Nowell ای مشابه که توسطدر مطالعه .گردیدشناسایی 

عدد بال و پای مرغ به  64(، انجام شد تعداد 2515همکاران )

ازی صورت تازه و تصادفی جمع آوری گردید. پس از جداس

های به طور جداگانه برای هر یک از ژن PCR باکتری، آزمایش

cpa ،cpb2 ،cpe ،netB و ،tpeL  ی نمونه 64انجام شد. از مجموع

 کلستریدیوم( %66) نمونه 42از  مورد بررسی در این مطالعه،

 cpeژن  ین جدایه هاجداسازی شد. در هیچ یک از ا پرفرینجنس
 %6/1 در tpeLو ژن  %21در netBیافت نشد. در این مطالعه ژن 

تشخیص  cpb2ژن  ،ها جدایهاز  %01ها شناسایی شد. در جدایه

 و Nowellی مطالعهمطالعه حاضر از چند جهت با . (98) شد داده

در مطالعه ایشان این که  باشد. اولاًمتفاوت می( 2515)همکاران 

، جهت تشخیص PCRدرآزمایش  cpaتنها حضور ژن 

سایر حضور  مورد بررسی قرارگرفت و رینجنسپرف کلستریدیوم

 پرفرینجنس یومیدکلستربرای تعیین نوع  etxو cpb, itxA ژنهای

ی بررسی قرار نگرفت. در حالی که در مطالعه ها مورد جدایه در

قرار  مطالعهمورد  etxو  cpa ،cpb ،itxA ژن هایحاضر حضور

 cpaژن دارای  بدست آمدههای جدایهگرفت که در نهایت تمام 

شناخته  Cتیپ  پرفرینجنس کلستریدیومو به عنوان بودند  cpbو

( 2515و همکاران ) Nowellعلاوه براین درمطالعه ی  .ندشد

 به صورت منجمدنیزنمونه  24تعداد علاوه بر نمونه های تازه 

 کلستریدیوم (%62نمونه ) 16از که  آوری گردیدجمع

مقایسه  یکدیگربا نتایج حاصل و  جداسازی شد پرفرینجنس

 .گردید

 tpeLو  netBهای های اخیر دو توکسین جدید به نامدر سال

که مطالعات بسیاری در رابطه با جداسازی این دو  هکشف گردید

نتریت نکروتیک اها در ایجاد بیماری از طیور و نقش آن توکسین

ای در مورد نقش این دو اما مطالعه ؛(02،91،95) انجام شده است

 کلستریدیوم پرفرینجنسدر ایجاد مسمومیت غذایی با توکسین 

که عامل اصلی  شدمی ها این گونه تصورمدت انجام نشده است. تا

 ؛باشد توکسین آلفا می طیور نتریت نکروتیک دراایجاد بیماری 

مشخص گردیدکه این ژن در ایجاد  netBپس ازشناسایی ژن  اما

سی دارد و به نقش اسا پرفرینجنس کلستریدیومزایی بیماری

عنوان عامل اصلی در روند بیماری زایی آنتریت نکروتیک معرفی 

در ایجاد  tpeLو  netB های ژننقش احتمالی (. 91گردید )

بایستی  پرفرینجنس کلستریدیومبا مرتبط مسمومیت غذایی 

(، در 2555) و همکاران  Keyburnمورد تحقیق قرار گیرد. 

مرغان  جداشده از رفرینجنسپ کلستریدیومهای سویهای مطالعه

مورد بررسی   netB ژنرا از بابت حضور نتریت نکروتیک امبتلا به 

در  netB نتایج حاصل از این مطالعه نشان داد که ژن قرار دادند.

نتایج این مطالعه با مطالعه  .(8) ها وجود دارد جدایهاین  22%

Keyburn ( که  نشان دادند 2515و همکاران )ی جدایه ها %25

از جدایه های مربوط به گله  %6/3مربوط به گله های بیمار و 

 بودند، مطابقت داشت. netBهای سالم واجد ژن 

های سویه( که بر روی 92، 09-03مطالعات مختلفی )

مبتلا جدا شده از مرغان سالم و مرغان  پرفرینجنس کلستریدیوم

ا تنه netBکه ژن انجام شده، نشان داده نتریت نکروتیک ا به

 جدایهو در وجود دارد نتریت نکروتیک ا مبتلابههای جدایهدر

ه است. این از مرغان سالم این ژن ردیابی نشدبدست آمده های 

موضوع نشان می دهد که حضور این ژن در بروز بیماری انتریت 

نکروتیک در طیور نقش مهم و اساسی دارد. با این وجود 

Abildgaard (2515و همکاران)  ای متفاوت، نشان در مطالعه

شده  جدا پرفرینجنس کلستریدیومهای  جدایه %05تنهادادند که 

 کلستریدیومهای جدایه %65نتریت نکروتیک و ا هب از طیور مبتلا

می باشند.  netBجدا شده از مرغان سالم واجد ژن  پرفرینجنس

 netBاین مطالعه تنها گزارشی است که در آن درصد حضور ژن 

جداشده از مرغان سالم  پرفرینجنس تریدیومکلسهای  جدایهدر 

های اخذ شده از مرغان جدایهبالاتر از درصد حضور این ژن در 

 (.02) باشدنتریت نکروتیک میا مبتلا به

Coursodon ( در مطالعه2512و همکاران )های ای گروه

نتریت نکروتیک را مورد بررسی قرار امختلف از مرغان مبتلا به 

از بدست آمده  پرفرینجنس کلستریدیوم یجدایه ها دادند.

باعث گسترش شدید  tpeLهای روده، نشان داد که ژن نمونه

نکروتیک و افزایش میزان ضایعات ماکروسکوپی،  انتریت بیماری

. (95) شودمیکروسکوپی و علائم درمانگاهی این بیماری می

باعث افزایش  tpeLاگرچه در این مطالعه نشان داده شد که ژن 

 ؛شودنتریت نکروتیک در طیور میاعات ایجاد شده در بیماری ضای

مشخص ایجاد بیماری به خوبی در روند  tpeLژن  نقشهنوز  ولی

ویژه ه ب ورا  cpbنقش توکسین  ینشده است. البته گزارش دیگر
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نسبت به سایر توکسین  بسیار موثرتردر ایجاد بیماری   Cدر تیپ

که کلیه ی جدایه های بدست با توجه به این .ها معرفی کرده است

  پرفرینجنس کلستریدیوم Cآمده در مطالعه ی ما از نوع تیپ 

می باشد، انتقال این ژن به انسان از طریق فرآورده های طیور 

 محتمل به نظر می رسد. 

با توجه به نتایج بدست آمده می توان نتیجه گرفت که 

طی  جنسپرفرین کلستریدیومآلودگی مرغ و فرآورده های آن با 

یا فرآوری و عدم نگهداری مناسب می تواند به انسان  کشتار و

منتقل شده و باعث ایجاد مسمومیت غذایی در انسان شود. 

 پرفرینجنس کلستریدیوم Cتیپ ناشی از غذایی مسمومیت های 

آن می باشد. همچنین امکان  Aتیپ بسیار کشنده تر از در انسان 

وجود دارد. بنابراین رعایت  از طیور به انسان netBانتقال ژن 

موارد بهداشتی در حین کشتار و بسته بندی مناسب مرغ و 

فراورده های آن بسیار حائز اهمیت می باشد. از طرفی با توجه به 

اینکه روش های روتین آزمایشگاهی بسیار پرهزینه و وقت گیر 

 بوده و از حساسیت کمتری برخوردار می باشد، روش

 Multiplex PCR واند به عنوان یک روش مناسب و قابل می ت

 باشد. پرفرینجنس کلستریدیوماطمینان برای تعیین تیپ 

 تقدیر و تشکر 

 نویسندگان بر خود لازم می دانند از آقایان دکتر بهرام شجاع

دوست و دکتر علی طلوع زرین بدلیل در اختیار قراردادن سویه 

واجه نصیری، های استاندارد و آقای علی کارگر و سرکار خانم خ

کارشناسان آزمایشگاه بدلیل کمک های بی دریغ در اجرای این 

تحقیق و معاونت پژوهشی دانشگاه فردوسی مشهد بدلیل تامین 

قدردانی و تشکر  22120هزینه های اجرای این تحقیق به شماره 

 نمایند.

 تعارض منافع 

 بین نویسندگان هیچ گونه تعارض منافعی وجود ندارد. 
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