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 چکیده  
زمینه مطالعه:  در حال حاضر عفونت کلســتریدیوم دیفیســیل در محیط های درمانی و جامعه یکی از بیماری های مورد بررســی در سطح 
جهانی است. دو ریبوتایپ مهم این باکتری باعناوین 027 و 078 از قدرت ویرولانس بالاتر به دلیل تولید زهرابه های بیشتر برخوردار می باشند و در 
اکثر مطالعات بیمارستانی و غذایی مرتبط با مواد خام دامی شناسایی شده اند. جهت دستیابی به ارتباط سویه کلستریدیوم دیفیسیل در نمونه های 
غذایی با ایزوله های محیط درمانی از تایپینگ مولکولی با روش PCR استفاده می شود. هدف: در این مطالعه ژن باینری توکسین ب )cdtB( و 
الگوی ریبوتایپ کلستریدیوم دیفیسیل توکسیژنیک جداشده در گوشت گوساله توزیع شده در سطح عرضه شهر اصفهان مورد ارزیابی قرار گرفت. 
روش کار: ژن cdtB در 12 ایزوله کلستریدیوم دیفیسیل توکسیژنیک )دارای ژن های زهرابه A و B( شناسایی شده در نمونه های گوشت گوساله 
جمع آوری شــده در ســطح عرضه شــهر اصفهان با روش مولکولی PCR مورد بررسی قرار گرفت. همچنین الگوی ریبوتایپ ایزوله های مثبت 
کلستریدیوم دیفیسیل با روش PCR-Ribotyping تعیین گردید و مقایسه آن با دو الگوی ریبوتایپ 027 و 078 کلستریدیوم دیفیسیل انجام شد. 
نتایج: ژن cdtB در کلیه ایزوله های مثبت کلستریدیوم دیفیسیل در مطالعه حاضر مشاهده نشد. ده الگوی متفاوت ریبوتایپ کلستریدیوم دیفیسیل 
در 12 ایزوله مثبت توکســیژنیک تشــخیص داده شد. تشابهی ما بین الگوهای ریبوتایپ مطالعه حاضر با دو ریبوتایپ 027 و 078 وجود نداشت. 
نتیجه  گیری نهایی: اگرچه در مطالعه حاضر دو ریبوتایپ 027 و 078 کلستریدیوم دیفیسیل شناسایی نشد اما جداسازی سویه های توکسیژنیک این 
باکتری با الگوی ریبوتایپ جدید در ایران، نشان دهنده خطرات احتمالی این باکتری در سلامت جامعه می تواند باشد. انجام پژوهش های بیشتر در 

سطح ملی در ارتباط با بررسی وضعیت این باکتری در منابع مختلف غذایی توصیه می شود. 

واژه های کلیدی: کلستریدیوم دیفیسیل توکسیژنیک، ژن cdtB،  تایپینگ، گوشت گوساله

مقدمه
کلستریدیوم دیفیسیل در ابتدا بعنوان عامل "عفونت بیمارستانی کلستریدیوم 

 Infectionا  "nosocomial Clostridium difficile" دیفیســیل" 

ا)CDI( در افراد بســتری در بیمارســتان که جهت درمان از آنتی بیوتیک 

اســتفاده می کردند معرفی گردید. ایجاد عفونت در ایــن باکتری از طریق 

ژن های مختلف که منجر به تولید زهرابه می شــود مهیا می گردد. ژن های 

 toxin"اB و  "toxin clostridium difficile A: tcdA" اA زهرابــه

clostridium d ifficile B: tcdB" از مهمتریــن عوامــل ایجاد عفونت 

 sigma" اR کلستریدیوم دیفیسیل شناخته شده اند. سه ژن دیگر شامل ژن

 "tcdE"اE و ژن " anti-sigma factor: tcdC"اC ژن ،" factor: tcdR

مســئول کنترل ترشــح زهرابه های اصلی یعنی A و B می باشند. ژن R  به 

 A تولید زهرابه های "positive regulator" عنوان تنظیم کننده مثبــت

   "negative regulator"یا تنظیم کننده منفی C  اســت. فعالیت ژن B و

منجر به توقف تولید زهرابه های اصلی کلستریدیوم دیفیسیل می شود. ژن 

E نیز ممکن اســت در ترشح زهرابه های A و B نقش داشته باشد. ژن های 

A و B بــا غیرفعال کــردن و تغییر دادن اتصالات گوانوزین تری فســفات 

"guanosine-5׳-triphosphate:GTP" در بخــش پروتئینــی خانواده 

"رئو" منجر به بهم خوردن آرایش ســاختمانی در ســلول ناحیه گوارشــی، 

مرگ و دفع آن می شــوند )11،15(. علاوه بر دو زهرابه اصلی این باکتری 

)زهرابه هــای A و B(، پروتئیــن دیگــری بــا عنوان "باینری توکســین Bا 

"binary toxin clostridium difficile: cdtB" شناخته شد )8(. این 

زهرابه در ســویه های با قدرت ویرولانس بالاتر مانند ریبوتایپ های 027 و 

078 کلستریدیوم دیفیسیل جداسازی و منجر به دپلیمریزه کردن اکتین در 

بخش ساختاری سلول می شود و قابلیت چسبندگی باکتری و تجمع آن را 

افزایش می دهد )26(. 

در ســال های اخیــر تغییراتــی در اپیدمیولوژی "عفونت بیمارســتانی 

کلســتریدیوم دیفیســیل" گزارش گردیــد. به طوری که شــیوع عفونت در 

محیط های خارج از سیســتم درمانی رو به افزایش گذاشت )29(. موضوعی 
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که در این بررســی ها به ویژه در مطالعات مولکولــی اپیدمیولوژی اهمیت 

PCR- می یابد تعیین تیپ  کلســتریدیوم دیفیســیل می باشــد که با روش

Ribotyping قابل انجام است. این روش دارای مزایایی مانند تکرارپذیری، 

سرعت، قابلیت انجام آسان و ارایه نتایج دقیق در مدت زمان کوتاه است )1(.

با جداســازی دو ریبوتایپ جهش یافته و با قدرت ویرولانس بیشتر از 

کلستریدیوم دیفیسیل با عناوین 027 و 078 در گوشت نگرانی های جهانی 

در ارتباط با این محصول به عنوان عامل احتمالی انتقال باکتری به مصرف 

 base" کنندگان افزایش یافت. در ریبوتایپ 027 حذف به میزان 18 جفت باز

pair" منجر به جهش در ژن زهرابه C می گردد و افزایش تولید زهرابه های 

A و B در محیــط آزمایشــگاه یا خارج از محیط طبیعــی "in vitro" اتفاق 

می افتد )27(. گزارشاتی از شیوع بیماری ها در سطح جهانی از کلستریدیوم 

دیفیسیل ریبوتایپ 027 منتشر شده است )19، 17(. در ریبوتایپ 078 حذف 

39 جفت باز و جهش در زهرابه C وجود دارد. البته این ریبوتایپ در مقایسه 

با 027، زهرابه A و B را در مقادیر کمتری تولید می کند )12(.

 کلستریدیوم دیفیسیل دارای نســخه های گوناگون ژن RNA است. 

ژن ها در بین سویه های مختلف باکتری و حتی ما بین نسخه های مختلف 

یک ژنوم تفاوت دارند. در روش معرفی شــده توسط   Bidet و همکاران در 

ســال 2000، از آغازگر اختصاصی نواحــی 16S و 23S ژن rRNA جهت 

تعیین ریبوتایپ کلســتریدیوم دیفیسیل استفاده می شود و تیپ باکتری بر 

 intergenic spacer:" اساس تفاوت در الگوهای حاصل از تکثیر منطقه

ITS"بین آغازگرهای اختصاصی فوق الذکر مشــخص می گردد. تفاوت در 

یک باند از این الگوها، بیانگر ریبوتایپ جدید می باشــد. با اســتفاده از این 

روش، بیش از 200 ریبوتایپ متنوع از مناطق مختلف جغرافیایی شناسایی 

گردید )8، 1(. اطلاعات اندکی در ارتباط با اپیدمیولوژی "عفونت کلستریدیوم 

 community" دیفیســیل در جامعــه" associated Clostridiumا 

difficile infection: CA-CDI" مانند عوامل خطر و مسیرهای انتقال 

آلودگــی باکتری وجود دارد )16(.  در مطالعــه انجام گرفته برروی بیماران 

مبتلا به اسهال بستری در بیمارستان الزهرا در شهر اصفهان میزان "عفونت 

کلستریدیوم دیفیسیل در جامعه" حدود 24% گزارش گردید و فرضیه وجود 

کلســتریدیوم دیفیسیل در گوشــت و فراورده های گوشتی مطرح شد )10(. 

بدین ترتیب بررسی هایی در ارتباط با فراوانی این ارگانیزم در گوشت خام 

و فراورده گوشتی همبرگر در اصفهان آغاز گردید. برای مثال، کلستریدیوم 

دیفیســیل در 7/1 و 2/4% از همبرگر و گوشــت گوساله نمونه برداری شده 

در کارخانجات فراورده گوشــتی همبرگر و بســته بندی گوشت این استان 

شناسایی شد )5،6(. در دیگر تحقیقات انجام شده نیز آلودگی گوشت، شیر 

خام و دیگر فراورده های غذایی به کلســتریدیوم دیفیســیل گزارش گردید 

)29، 20،22، 9(. نظــر به اینکه مصرف گوشــت گوســاله می تواند یکی از 

مسیرهای انتقال اسپور کلستریدیوم دیفیسیل به انسان محسوب گردد در 

این مطالعه در ابتدا وجود ژن cdtB در سویه های توکسیژنیک کلستریدیوم 

دیفیسیل در گوشت گوساله که در مطالعه قبلی انجام گرفته توسط این گروه 

تحقیقاتی جداســازی گردید بررسی شد )4(. سپس در این پژوهش، الگوی 

 RCR-Ribotyping  تایپینگ مولکولی سویه های شناسایی شده با روش

تعیین و با دو الگوی ریبوتایپ 027 و 078 مقایسه گردید.

مواد و روش کار
این بررســی با هدف ارزیابی وجــود ژن cdtB و الگوی ریبوتایپ 12 

ایزوله توکسیژنیک کلستریدیوم دیفیسیل )حاوی زهرابه های A و B( که در 

مطالعه قبلی ما در 100 نمونه گوشــت گوساله توزیع شده در فروشگاه های 

قصابی شهر اصفهان شناسایی شــد صورت گرفت )4(. نمونه های گوشت 

خام گوســاله در بازه زمانی فروردین تا شهریور 1392 از 20 قصابی و از هر 

کدام پنج نمونه در چهار منطقه مختلف شــهر اصفهان به صورت تصادفی 

جمع آوری گردید.

در ابتدا آزمایش مولکولی شناسایی ژن cdtB ایزوله های توکسیژنیک 

کلســتریدیوم دیفیســیل بــا روش PCR انجام شــد. به صــورت خلاصه 

ایــن مرحلــه با حجم نهایــی μl 50 و با ترکیبــی از μl 2/5 از بافر PCR،ا 

μl 2 از دزوکســی نوکلئوتیــد تری فســفات mM 10،  یــک واحد آنزیم 

 cdtB 0/1 پرایمرهای μl الگــو و DNA 5 μl ،پلــی مــراز DNA  تــک

 R و  [׳CTTAATGCAAGTAAATACTGAG-5-׳3]  توالــی  بــا 

[׳AACGGATCTCTTGCTTCAGTC-5-׳3] و آب دیونیزه اســتریل 

 initial" صــورت پذیرفت. چرخــه حرارتی به ترتیب واسرشــتگی اولیــه

denaturation" در  دمــای ºC 94 به مدت یک دقیقه، واسرشــتگی در  

ºC 94 به مدت 45 ثانیه، اتصال "annealing"در ºC 52 به مدت 60 ثانیه 

و بسط "extension"در ºC 72 به مدت 80 ثانیه براساس روش Stubbs و 

همکاران در سال  2000 بود. محصول PCR در ژل آگارز 1/5% با ولتاژ 80 

به مدت 1 ساعت الکتروفورز شد. ژل با محلول اتیدیوم بروماید رنگ آمیزی 

و با استفاده از دستگاه UV-doc باندهای جداشده مشاهده گردید )26(. 

جهت آزمــون PCR-ribotyping پرایمرهــای اختصاصی 16S با 

توالــی  ׳GTGCGGCTGGATCACCTCCT-5-׳3 و 23S  بــا توالی 

تکثیــر  جهــت  ׳CCCTGCACCCTTAATAACTTGACC-5-׳3 

ژن های ریبوزومی استفاده گردید. برای انجام ریبوتایپینگ ابتدا بافر واکنش 

5X حــاوی μl 500 از بافر 10X PCR،اμl 200 از dNTPs و μl 300 از آب 

دیونیزه تهیه شــد. پس ازتهیه بافر  آزمون PCR در هر واکنش با μl 80 از 

بافر 5X،ا μl ا2 از کلرید منیزیمmM 25، 2/5 واحد آنزیم تک DNA پلی 

مراز، μl 4 از هر پرایمر و μl 5 از DNA الگو انجام گرفت و بقیه آن تا حجم 

μl 100 با آب مقطر دیونیزه تکمیل گردید. برنامه PCR در 30 سیکل شامل 

واسرشته سازی اولیه در دمای ºC 95 به مدت 2 دقیقه، واسرشته سازی در 

دمــای ºC 92 به مــدت 60 ثانیه، اتصال در دمای ºC 55 به مدت 1 دقیقه 

و گســترش در ºC 72 به مدت 1 دقیقه و در پایان دمای ºC 72 به مدت 5 
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دقیقه صورت گرفت. جهت افزایش غلظت نهایی محصولات PCR بدست 

آمده  به مدت یک و نیم  ساعت در انکوباتور با دمای ºC 75 قرار می گرفتند.  

الگوی ریبوتایپ بوســیله الکتروفــورز در ژل آگارز 3% در ولتاژ 80 به مدت 

6 ســاعت و رنگ آمیزی بامحلولاتیدیوم بروماید بدست آمد )1( و سپس با 

الگوهای ریبوتایپ 027 و 078 ثبت شــده در آزمایشگاه مرجع دکتر ویز در 

دانشگاه Guelph کانادا مقایسه گردید )تصویر1(. جهت انجام آزمایشات 

مولکولی از ســویه کلستریدیوم دیفیسیل ریبوتایپ 027 و 078 دریافتی از 

دانشگاه Guelph کانادا به عنوان کنترل مثبت استفاده شد.

نتایج
ژن cdtB در 12 ایزوله مثبت کلســتریدیوم دیفیســیل توکسیژنیک 

جداسازی نشد )تصویر 2(. تنوع ریبوتایپ در مطالعه حاضر مشاهده گردید و 

ده الگوی متفاوت ریبوتایپ در ایزوله های فوق الذکر شناسایی شد. تشابهی 

مابین الگوهای مذکور با دو الگوی ریبوتایپ 027 و 078 بدست نیامد. یک 

الگوی ریبوتایپ مشابه در 3 ایزوله مثبت کلستریدیوم دیفیسیل حاصل شد. 

این الگو از ســه نمونه گوشــت چرخ کرده گوساله نمونه برداری شده ازسه 

فروشگاه مختلف قصابی در یک روز جداسازی گردید. 

بحث
بررسی های اپیدمیولوژیک جهت تعیین وضعیت میکروبی پدیده های 

مختلف و بویژه نقش آن ها در انتقال عوامل بیماریزا به انسان اهمیت دارند. 

این مطالعات، منبع اطلاعاتی ارزشمندی را در ارتباط با مبارزه با بیماری های 

انســانی، یافتن منبع آلودگی، کنترل و پیشــگیری آن مهیــا می کنند. دو 

ریبوتایپ 027 و 078 از مهمترین تایپ های کلستریدیوم دیفیسیل به دلیل 

جداســازی در افــراد مبتلا به عفونت در محیط های درمانــی و خارج از آن 

در کشورهای پیشرفته دنیا می باشد.  این دو ریبوتایپ قابلیت تولید زهرابه 

cdtB با قدرت ویرولانس بالاتر و تولید زهرابه های A و B بیشتر به دلیل 

توقف فعالیت ژن C هســتند. به جهت اهمیت ریبوتایپ های فوق الذکر در 

مطالعات اپیدمیولوژیک، بررسی الگوی ریبوتایپ ایزوله های توکسیژنیک 

کلستریدیوم دیفیسیل شناسایی شده درگوشت گوساله عرضه شده در شهر 

اصفهان به دلیل نقش مهم این محصول در تغذیه انسان و مقایسه الگوی 

آن با ریبوتایپ های 027 و 078 صورت گرفت )12،14،27(. نتایج مشابهی 

در ارتباط با ژن cdtB، تنوع ریبوتایپ و عدم مشــاهده الگوهای ریبوتایپ 

Rodriguez- .027 و 078 در گوشــت گوســاله گــزارش گردیده اســت

Palacios و همکاران در ســال 2007،  دوازده ایزوله مثبت توکســیژنیک 

کلستریدیوم دیفیســیل را در 60 نمونه گوشت چرخ کرده گاو و گوساله در 

 077 ،014 ،M31 کشــور کانادا جداسازی و 4 ریبوتایپ مختلف با عناوین

و M26 مشــاهده نمودند. ریبوتایــپ M31  دارای ژن های زهرابه A، B و 

باینری توکســین بود. دو ریبوتایــپ 014 و 077 نیز حاوی ژن زهرابه های 

A، B و فاقــد cdtB و الگوی M26 فاقد ژن هــای زهرابه A، B و باینری 

توکسین بود )23(. در مطالعه دیگری برروی 214 نمونه چرخ کرده و تکه ای 

گوساله تنوع ژنتیکی در الگوی ریبوتایپ 13 ایزوله توکسیژنیک کلستریدیوم 

دیفیسیل در کشور کانادا مشاهده شد. ریبوتایپ M26  فاقد ژن های زهرابه 

A، B و باینــری توکســین، ریبوتایپ هــای C ،014 ،077 و H دارای دو 

زهرابه A و B و فاقد باینری توکســین، ریبوتایپ F دارای زهرابه B و فاقد 

زهرابه های A و باینری توکسین و ریبوتایپ های J و K دارای هر سه زهرابه 

A، B و باینری توکسین بود )24(. در اتریش 70 نمونه مخلوط گوشت گاو و 

خوک بررسی شد و دو الگوی ریبوتایپ AI-57 و 053 در سه ایزوله مثبت 

کلستریدیوم دیفیسیل گزارش شد )13(. پژوهشی که در فرانسه برروی 105 

نمونه گوشــت چرخ کرده گاو به عمل آمــد یک ریبوتایپ با عنوان 012 از 

دو ایزوله مثبت توکسیژنیک دارای ژن های زهرابه آ و ب جداسازی گردید 

)2(.  مشابه با مطالعات پیشین، الگوی ریبوتایپ 029 در یک ایزوله مثبت 

کلستریدیوم دیفیسیل شناسایی شده در 67 نمونه گوشت گاو در کاستاریکا 

مطالعه مولکولی کلستریدیوم دیفیسیل در گوشت گوساله

تصویــر 1. چاهــک M مارکر 100 جفت باز، چاهک هــای N کنترل منفی، چاهک 1 و 
3 ریبوتایپ 078 کلســتریدیوم دیفیســیل، چاهک 2 و 4 ریبوتایپ 027 کلســتریدیوم 

دیفیسیل.

تصویر2.  چاهک شــماره یک تا ســه و شــش محصول PCR نمونه های منفی، چاهک 
شــماره چهــار مارکــر 100 جفت بــاز، چاهک شــماره 5 نمونه شــاهد ریبوتایپ 027 

کلستریدیوم دیفیسیل، چاهک شماره 7 نمونه کنترل منفی.
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گزارش گردید. ایزوله فوق الذکر حاوی ژن های زهرابه A، B و فاقد باینری 

توکسین بود )18(. 

تشابه الگوی ریبوتایپ در سه نمونه گوشت چرخ کرده گوساله شناسایی 

شده در سه فروشــگاه مختلف قصابی مطالعه حاضر، همخوانی با بررسی 

deBoer و همکاران در ســال 2011 در کشــور هلنــد دارد. این محققین 

جداســازی الگوی ریبوتایپ 003 را در دو نمونه گوشــت در یک روز در دو 

فروشــگاه مورد بررســی در کشــور هلند گزارش نمودند )3(.  این وضعیت 

می تواند به دلیل مشترک بودن منبع آلودگی از کشتارگاه، هوا، وسایل نقلیه 

یا افراد شاغل در زنجیره انتقال از کشتارگاه به فروشگاه قصابی باشد. 

در برخی از مطالعات انجام شــده در دنیا جداسازی دو الگوی ریبوتایپ 

027 و 078 گــزارش شــده اســت. Weese و همــکاران در ســال 2009 

ریبوتایپ های 027 و  078 را به ترتیب در یک و دوازده ایزوله توکسیژنیک 

کلستریدیوم دیفیســیل شناسایی شده در گوشــت چرخ کرده گاو گزارش 

نمودند. البته در این مطالعه ایزوله ای با الگوی ریبوتایپ C نیز جداســازی 

گردیــد )28(. همچنین Songer و همکاران در ســال 2009 گزارشــی از 

3 و 10 الگــوی ریبوتایپ 027 و 078 را در 13 ایزوله مثبت توکســیژنیک 

کلستریدیوم دیفیسیل در 26 نمونه گوشت چرخ کرده گوساله منتشر نمودند 

)25(. جداسازی ریبوتایپ 078 در دو نمونه از 121 نمونه گوشت گوساله در 

ایران گزارش گردید )19(. 

با توجه به مطالعات مختلف صورت گرفته تنها در دو استان اصفهان و 

خوزستان در ارتباط با تعیین ریبوتایپ های کلستریدیوم دیفیسیل در مدفوع 

دام، گوشــت خام و فراورده گوشــتی همبرگر )5،7،19(، از محدودیت های 

پژوهش حاضر، فقدان اطلاعــات کافی از وضعیت مولکولی اپیدمیولوژی 

کلســتریدیوم دیفیسیل در گوشــت و مواد مختلف غذایی در مناطق دیگر 

ایران می باشــد تا امکان مقایســه الگوهــای ریبوتایپ تحقیــق حاضر با 

الگوی ریبوتایپ دیگر اســتان های ایران جهت دستیابی به اطلاعات جامع 

اپیدمیولوژی فراهم گردد. 

نتیجه گیری: بررســی حاضر در شهر اصفهان نشان دهنده عدم تشابه 

الگوی ریبوتایپ ایزوله های توکســیژنیک کلستریدیوم دیفیسیل در گوشت 

گوســاله با ریبوتایپ های 027 و 078 می باشــد اما با توجه به نقش احتمالی 

سویه های توکسیژنیک کلستریدیوم دیفیسیل برسلامت مصرف کنندگان  

پیشنهاد می شود مطالعات گسترده ای در  خصوص تعیین الگوی ریبوتایپ 

این باکتری به صورت بومی در کشــورمان ایران در منابع مختلف مانند مواد 

غذایی علاوه بر محیط های درمانی صورت گیرد تا بتوان ارتباط سویه های جدا 

شده در مواد غذایی و "عفونت کلستریدیوم دیفیسیل در جامعه" را تفسیر نمود. 

تشکر و قدردانی
نگارنــدگان مقالــه بر خــود لازم می دانند از مدیریــت و کارکنان مرکز 

تحقیقات بیماری های عفونی و گرمسیری دانشگاه علوم پزشکی اصفهان که 

در اجرای پژوهش حاضر، همکاری صمیمانه ای داشتند تقدیر و تشکر نمایند.
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Abstract:
BACKGROUND: Clostridium difficile (C. difficile) infection is one of the most important 

diseases in healthcare facilities and community. Ribotypes 027 and 078 are known as hy-
per-virulent strain of C. difficile in molecular study. PCR-ribotyping is a suitable method 
to interpret the relation of C. difficile isolated from food and hospital. OBJECTIVES: In the 
present study, the clostridim difficile binary toxin (cdtB) and ribotype pattern evaluated in 
toxigenic C. difficle isolated from beef. METHODS: Detection of cdtB in 12 toxigenic C. 
difficile (encoding tcdA and tcdB gene) isolated from 100 beef samples was determined 
through PCR. Afterwards, PCR-ribotyping was performed to examine the ribotype pat-
terns of C. difficile. RESULTS: cdtB gene was not detected in any positive isolate. Ten 
different patterns were observed in 12 toxigenic isolates. No similarity existed in the ribo-
types of our study with ribotypes 027 and 078. CONCLUSIONS: Albeit  ribotyp 027 and 
078 were not found in our study, the isolation of toxigenic C. difficile with new ribotypes 
in Iran may indicate the probable hazard of this bacterium in public health. Comprehensive 
research about C. difficile in different food sources is recommended on a national level.

Keyword: toxigenic Clostridium difficile, cdtB gene, ribotyping, beef
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Figure Legends and Table Captions
Figure 1. M: marker 100bp, N: negative control, 1 and 3: 078 ribotype of Clostridium difficile, 2 and 4: 027 ribotype of Clostridium 
difficile.
Figure 2. 1-3 and 6: negative samples, 4: marker 100bp, 5: 027 ribotype of Clostridium difficile, 7: negative control.


