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Abstract 
BACKGROUND: Clostridium perfringens (C. perfringens) is an anaerobic Gram-positive bacillus with spores, whose 

biotype A is responsible for a variety of diseases, including intestinal inflammation, bloody diarrhea, and gas gangrene, 

and hemorrhagic bowel syndrome. Genetic variety can explain the bacteria’s phenotypic diversity, geographic 

distribution, host specificity, pathogenicity, antibiotic resistance, and virulence. A molecular method using the pattern 

of DNA bands classifies bacteria based on the size of fragments produced by enzymatic digestion of the genome.  

OBJECTIVES: This study aims to standardize the polymerase chain reaction (PCR)- restriction fragment length 

polymorphism (RFLP) method in identifying the genetic diversity of C. perfringens biotype A isolates.  

METHODS: The genomic DNA of the investigated strains was extracted, and the complete sequence of the alpha 

toxin gene locus was synthesized using specific primers designed by PCR technique. Enzymatic cleavage of the 

synthesized amplicons was performed with the Mse l restriction enzyme, and the resulting fragments were separated 

by electrophoresis and analyzed by ImageJ and NTSYSPC software.  

RESULTS: The findings showed that the alpha toxin gene locus sequence may change and is not conserved. In this 

research, 4 different patterns were identified based on enzymatic cleavage. Mutations in this locus can lead to diversity 

in C. perfringens biotype A and the creation of new strains.  

CONCLUSIONS: The results of this research showed that the alpha toxin gene locus could be considered a DNA 

molecular marker in C. perfringens, and the PCR-RFLP technique can be used as a tool for typing this bacterium and 

estimating the phylogenetic relationships through comparative studies of nucleotide sequences. 
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Figure Legends and Table Captions 

Table 1. Sequence of Primers Used in Molecular Identification of Clostridium perfringens Biotype A. 

Table 2. Amount of Reagents for PCR Reaction. 

Table 3. Amount of Reagents for Enzymatic Cleavage of Fragments Synthesized With Mse1 Enzyme. 

Table 4. Summary of RFLP Results With ImageJ 1.52v Software as 0 and 1. 
Figure 1. Results of Agarose Gel Electrophoresis From PCR Technique to Confirm the Presence of Clostridium perfringens Biotype A Alpha Toxin Gene. 

Figure 2. Results of Agarose Gel Electrophoresis From PCR Technique to Synthesis Alpha Gene of Clostridium perfringens Biotype A. 

Figure 3. Results of Agarose Gel Electrophoresis of PCR-RFLP Technique After Enzymatic Cleavage With the Restriction Enzyme Mse I. 

Figure 4. Comparing the Percentage of DNA Intensity and Bandwidth of Samples at 200 bp by 1.52v ImageJ software. 

Figure 5. Comparing the Percentage of DNA Intensity and Bandwidth of Samples at 250 bp by 1.52v ImageJ software. 

Figure 6. Comparing the Percentage of DNA Intensity and Bandwidth of Samples at 350 bp by 1.52v ImageJ software. 

Figure 7. Comparing the Percentage of DNA Intensity and Band Width of Samples at 400 bp by 1.52v ImageJ Software.  
Figure 8. Phylogenetic Dendrogram of Samples in RFLP Technique by NTSYSPC Software ver: 2.02.  

10.22059/jvr.2023.352736.3317 

 

 

Mosahasankhani H, Shamsaddini Bafti M, Kazemipour N, Alimolaei M, Rokhbakhsh-Zamin F. Evaluating PCR-

RFLP Technique in Identifying Genetic Diversity Clostridium perfringens Biotype A. J Vet Res, 2023; 78(2): 145-

156. doi: 10.22059/jvr.2023.352736.3317 

20.1001.1.20082525.1402.78.2.7.1 

https://jvr.ut.ac.ir/
https://jvr.ut.ac.ir/
https://jvr.ut.ac.ir/
https://jvr.ut.ac.ir/
mailto:hasankhani@iauk.ac.ir
mailto:m.shamsaddini@rvsri.ac.ir
mailto:n.kazemipour@iauk.ac.ir
mailto:m.alimolaei@rvsri.ac.ir
mailto:rokhbakhsh@iauk.ac.ir
https://doi.org/10.22059/jvr.2023.352736.3317
https://doi.org/10.22059/jvr.2023.352736.3317
https://doi.org/10.22059/jvr.2023.352736.3317
https://dorl.net/dor/20.1001.1.20082525.1402.78.2.7.1
https://creativecommons.org/licenses/by/4.0/


 

Journal of Veterinary Research 

541 

 205-251، 2042، 2، شماره 87دوره 

 

  Aپیوتایب کلستریدیوم پرفرنجنس یکیتنوع ژنت ییدر شناسا PCR-RFLP یکتکن یابیارز

 ،0ملایییعل یمجتب، 3پوریکاظم یا، ناد2یبافت ینیالدمهرداد شمس، 2حسنخانییموس یدحم

  3ینبخش زمفرخ رخ 

 یرانکرمان، ا ی،دانش آموخته واحد کرمان، دانشگاه آزاد اسلام 5
 یجآموزش و ترو یقات،سازمان تحق ی،راز یسازواکسن و سرم یقاتشعبه کرمان، موسسه تحق ،یولوژیکب یهافرآورده یدو تول یقبخش تحق 2

  یرانکرمان، ا ی،کشاورز
 یرانکرمان، ا ی،واحد کرمان، دانشگاه آزاد اسلام یکروبیولوژی،گروه م  3
 یرانکرمان، ا ی،کشاورز یجآموزش و ترو یقات،سازمان تحق ی،راز یسازواکسن و سرم یقاتو توسعه، شعبه کرمان، موسسه تحق یقبخش تحق 4

 

 5422خرداد  24: تاریخ پذیرش، 5422 ینفرورد 22تاریخ دریافت:  
 

                                                                                                                 چکیده

 

اسهال  ،ها از جمله التهاب رودهیماریمسئول انواع بآن  A یوتایپبهوازی و دارای اسپور است که باسیل گرم مثبت بی پرفرنجنس یدیومکلستر :مطالعه زمینه

، تواند بیشترین تنوع فنوتیپی، توزیع جغرافیایی. تنوع ژنتیکی میباشدگاوها میدهنده روده  یزیسندرم خونریکی از عوامل اصلی  وگازی  یایو قانقار یخون

، باکتری را بر اساس اندازه  DNAروش مولکولی مبتنی بر الگوی باندهای .ها توضیح دهدویژگی میزبانی، بیماریزایی، مقاومت آنتی بیوتیکی و حدت را در باکتری

 . کندژنوم طبقه بندی می قطعات تولید شده توسط هضم آنزیمی

 . Aبیوتایپ  کلستریدیوم پرفرنجنس هایجدایه ژنتیکیشناسایی تنوع  در PCR-RFLP استاندارد سازی و کاربرد تکنیک: هدف

انجام  PCRبا استفاده از پرایمرهای اختصاصی طراحی شده با تکنیک  آلفا نیتوکس یلوکوس ژن و سنتز توالی کامل هاسویهژنومی  DNAستخراج ا: کارروش

 ایهنرم افزارو قطعات حاصل با تکنیک الکتروفورز از یکدیگر تفکیک شدند و توسط انجام  Mse1با آنزیم محدودالاثر سنتز شده  هایآمپلیکون برش آنزیمیشد. 

ImageJ وNTSYSPC  ندمورد بررسی قرار گرفت.  

و حفاظت شده نباشد. در مطالعه حاضر چهار الگوی مختلف  آلفا ممکن است تغییرکندلوکوس ژنی توکسین توالی  که داددست آمده نشان ه های بیافته :نتایج

 های جدید شود.و ایجاد سویه A بیوتایپ کلستریدیوم پرفرنجنستواند منجر به ایجاد تنوع در می بر مبنای برش آنزیمی شناسایی شد. جهش در این لوکوس

به عنوان  PCR-RFLP محسوب شود و تکنیک کلستریدیوم پرفرنجنسدر   DNAتواند یک نشانگر مولکولیآلفا میلوکوس ژنی توکسین : نهایی گیرینتیجه

 کاربرد داشته باشد. های نوکلئوتیدی ای توالیاز طریق مطالعات مقایسهروابط فیلوژنتیکی تخمین میزان تایپینگ این باکتری و برای ابزاری 

 کلستریدیوم پرفرنجنس ،دهنده رودهیزیسندرم خونر وم،ژنتایپینگ، توکسین آلفا،  :کلیدی کلمات

 نویسندگان. ©، است آزاد منبع ذکر با کامل استفاده یبرا نشر و عیتوز ،یبرداریکپ آزاد؛ یدسترس: یدامپزشک قاتیتحقمجله  © تیرایکپ

 ناشر: مؤسسه انتشارات دانشگاه تهران.

 یقات،مان تحقساز ی،راز یسازواکسن و سرم یقاتشعبه کرمان، موسسه تحق ،یولوژیکب یهافرآورده یدو تول یقبخش تحق ،یبافت ینیالدمهرداد شمس: مسئول سندهینو
 یرانکرمان، ا ی،کشاورز یجآموزش و ترو

 

 مقدمه

ی بخشی از فلور طبیعاگرچه هوازی سازنده هاگ تشکیل شده است. ای بیهای میلهجنس کلستریدیوم از یک مجموعه ناهمگن بزرگ از باکتری

 دنشوانسان یافت میگوارش حیوانات و  در محیط، خاک، آب، فاضلاب و دستگاهکه  بودهعامل بیماریزای فرصت طلب  باشند ولیمیدستگاه گوارش 

 تریاین باکبندی مترشحه، اساس طبقه یهانیشود. نوع توکسدر انسان و دام می یادیزی هایماریب جادیباعث ا کلستریدیوم پرفرنجنس .(5)

التهاب روده، اسهال خونی و های بافت نرم، مسمومیت غذایی، ها از جمله عفونتمسئول انواع بیماری Aبیوتایپ کلستریدیوم پرفرنجنس . باشدیم

(  C)فسفولیپاز یک لسیتیناز و شودتولید میکلستریدیوم پرفرنجنس  های مختلف باکتریتیپتوسط  آلفا توکسین. (3 ،2) است قانقاریای گازی
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لستریدیوم ک. توکسین آلفا یکی از چهار توکسین اصلی مترشحه از کندهای اندوتلیال را لیز میها و سلول، پلاکتو سفید های قرمزویچهاست که گ
. توکسین آلفا با (4)شود توسط لوکوس ژنی نزدیک نواحی متغیر در داخل کروموزوم بیان میها وجود دارد و است که در همه تیپپرفرنجنس 

کیلو دالتون(  43آمینو اسید ) 372و نتیجه آن ایجاد یک پروتئین بالغ متشکل از شود اسید آمینه اول( ترشح می 22استفاده از یک پپتید سیگنال )

( و یک ساندویچ بتا بنام دامنه 5-242های )اسید آمینهN است. توکسین آلفا از دو بخش تشکیل شده است: یک دامنه از مارپیچ آلفا بنام انتهای 

شوند وصل می ( به یکدیگر247-211های (، که توسط یک ناحیه اتصال دهنده کوتاه قابل انعطاف )اسید آمینه212-372های )اسید آمینه C انتهای

(1) .Shoukat را شناسایی کردند و شیوع آن را در گوسفندهای با بیماری اسهال کلستریدیوم پرفرنجنس ی حدت هاژن 2252در سال  و همکاران

های حدت مورد ژندر  2252در سال و همکاران  Waniای که توسط . در مطالعه(2)را گزارش کردند  Aمورد بررسی قرار دادند و فراوانی بیوتایپ 

را گزارش  Aبیوتایپ  کلستریدیوم پرفرنجنسانجام شد فقط  Multiplex-PCRهای آب شیرین در هند با تکنیک ماهی کلستریدیوم پرفرنجنس

شیوع و تنوع ژنتیکی  2252و همکاران در سال  Matsuda. در مطالعه (7)باشد نمودندکه نشان دهنده اهمیت و فراوانی این بیوتایپ باکتری می

مورد بررسی قرار دادند و به هفت توکسینوتایپ تقسیم بندی کردند و ژن آلفا توکسین  ایزوله بالینی 722را در  کلستریدیوم پرفرنجنسهای توکسین

، مقاومت میزبان، بیماریزایی هایها، ویژگیتوزیع جغرافیایی باکتری ،تنوع فنوتیپی تواندمیتنوع ژنتیکی  .(2)ترین توکسین گزارش کردند را شایع

. برای این (2) سویه باکتریایی به ویژه برای تشخیص، درمان و نظارت اپیدمیولوژیک مهم است تعیین بیوتایپتوضیح دهد.  بیوتیکی و حدت راآنتی

ت ، فعالیساختارسروتیپ، استفاده از اختلاف در تعیین های ساده فنوتیپی مانند آزمایش بیوشیمی یا ای از روشتوان از مجموعهمنظور، می

پی برای ایجاد تر ژنوتیهای پیچیدهتوان از روش. علاوه بر این، مینمودژنی میکروارگانیسم داده شده استفاده بیوشیمیایی و آنزیمی یا ترکیب آنتی

همچون لی های مولکوطی دو دهه گذشته روش در مقایسه با روش فنوتیپی استفاده کرد. افتراقبالاتر  میزان داشتن و هاسویهر بین تتمایز حساس

های باکتریایی شده های فنوتیپی برای تعیین نوع سویهجایگزین روش DNA  (DNA Binding Pattern)باندهایهای مبتنی بر الگوی روش

آمده به  دسته تعداد قطعات ب ها و تجزیه و تحلیل رابطه ژنتیکی استفاده کرد.توان برای تمایز سویهوهای تولیدی می. از شباهت الگ(52)ست ا

بر  های مبتنیروشیکی از  در توالی نوکلئوتیدی کروموزوم باکتریایی بستگی دارد. های برش به ویژه توسط آنزیم محدودالاثرفراوانی و توزیع مکان

 است. Restriction Fragment Length Polymorphism) -Polymerase Chain ReactionRFLP (-PCR تکنیک ،NA Dالگوی باندهای

را اند اندازه قطعات محدود کننده را با الکتروفورز ژل معمولی پس از اثر برش آنزیم محدودالاثر که به طور معمول از هم جدا شده در این تکنیک

توان می جانداران مختلف یهاگونه انواع بین در در نتیجه کنند،می عمل اختصاصی طور که پرایمرها به آنجایی از PCR تکنیکدر  رد.گیاندازه می

های است که با تکثیر توسط آغازگرها برای توالی PCR هایشامل تجزیه و تحلیل آمپلیکون  RFLPتکنیک .نمود ردیابی را خاص سویه یا گونهک ی

 SNP (Single Nucleotide Polymorphism) نوکلئوتیدی تکهای شکلیچند این تکنیک برای شناخت  آید. ازخاص مورد نظر به دست می

این یک روش ارزان قیمت است که  شود.می استفاده  MNP (Multiple Nucleotide Polymorphism) های چند نوکلئوتیدیو چند شکلی

الاثر بر روی همان سایت شناسایی آنزیم محدود SNP تواند دشوار باشد زیرا چندینمحدودالاثر میهای نیازی به ابزار پیشرفته ندارد. انتخاب آنزیم

ده از هر ای تعداد و اندازه قطعات تولید شتجزیه و تحلیل رایانه .تواند وجود داشته باشد که ممکن است منجر به شناسایی تغییرات ژنتیکی شودمی

در   PCR-RFLPسازی و توسعه تکنیکاستاندارد مطالعه حاضرهدف از انجام  .(51-55) کندهم فراهم میسویه، تجزیه و تحلیل فیلوژنتیک را 

اس بر اسکلستریدیوم پرفرنجنس شناسایی تنوع ژنتیکی در مطالعه حاضر جهت است.  Aبیوتایپ  کلستریدیوم پرفرنجنسشناسایی تنوع ژنتیکی 

 شد. استفاده PCR-RFLP تکنیکاز ،  DNAمبتنی بر الگوی باندهایروش مولکولی 

 کارمواد و روش 

شعبه جنوب شرق واکسن و سرم رازی نگهداری شده در مؤسسه تحقیقات  Aبیوتایپ کلستریدیوم پرفرنجنس  بیماریزایجدایه  25تعداد 

اختصاصی و کشت مجدد در محیط کشت  ندانتخاب شد مطالعه حاضرجهت انجام  (IR.RVSRI.REC.1400.003)کد اخلاق:  کرمانکشور، 

قرار داده جار درون  هوازیبا اندیکاتور بی ها همراهمحیط کشتداده شد.   TSC(Tryptose Sulfit Cycloserin) کلستریدیوم پرفرنجنسباکتری 

 گراد انکوباسیوندرجه سانتی 37ساعت در دمای  24مدت ه بند و هوازی گردیدبیساخت کشور هلند(  Mart) توسط دستگاه آنوکسومتشدند و 

 شرکت پیشگامان انتقال ژنساخت  GTP (IR) Cat No: DM05050ها با کیت ژنومی نمونه  DNAاستخراجعدد جهت  52از این تعداد شدند. 

( و با استفاده از واکنشگرها 5جدول ) با پرایمر آلفا PCR ، واکنشAبیوتایپ کلستریدیوم پرفرنجنس های یید جدایهأبا هدف ت انتخاب شد. ایران

چرخه شامل  31 یقه،دق 7به مدت  گرادیدرجه سانت 21 یهژن آلفا شامل واسرشت اول یرجهت تکث PCR دمایی برنامه( انجام شد. 2جدول )
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به مدت  گرادیدرجه سانت 72 یرو تکث یقهدق 5 به مدت گرادیدرجه سانت 1/12 یمر دراتصال پرا یقه،دق 5 مدتبه  گرادیدرجه سانت 24واسرشت 

 شد. ها انجام نمونه DNAروی دقیقه  52اد به مدت گریدرجه سانت 72 یی درنها یرو چرخه تکث یهثان 22

به عنوان  (913CN) سپتیکوم کلستریدیومکنترل مثبت و سویه به عنوان A (13124ATCC )تیپ  کلستریدیوم پرفرنجنس استاندارد ز سویها

ک ژل داآمیزی و با استفاده از شدند و پس از رنگالکتروفورز ساعت  2به مدت  22با ولتاژ   PCRمحصولاتسپس  استفاده گردید. کنترل منفی

 .انجام شداز روی ژل برداری عکس

و با استفاده  آلفا نیتوکس یکامل لوکوس ژن یسنتز توالجهت  PCRواکنش ،  PFU DNA Polymeraseآنزیماستفاده از با در مرحله بعدی 

  .(52-52)ایمرهای اختصاصی زیر انجام گردیداز پر

Forward: ccgGAATTCTCATATGTGGGATGGAAAAATTGAT 

Reverse: ccgCTCGAGTTTATATTATAAGTTGAATTT 

 Mse1  (10با آنزیم محدودالاثرگراد درجه سانتی 21در دمای  های سنتز شدهآمپلیکون برش آنزیمی RFLPسپس جهت انجام تکنیک 

U/µL, Thermo Fisher, Cat.: ER0982 ) 522به مدت گراد درجه سانتی 21در دمای ها میکروتیوپ .شدانجام  3جدول بر اساس ترکیبات 

میکرولیتر  43/5به مقدار =2pHدرمولار  EDTA (Cat.:R1021)  1/2برای غیر فعال سازی آنزیم ازپس از خاتمه برش  .قرار داده شدند دقیقه

ارزیابی تصاویر الکتروفورز  .از هم تفکیک شدند درصد 2ژل آگاروز . در مرحله بعدی قطعات برش یافته با الکتروفورز بر روی (22 ،52)شد استفاده 

در بسیاری از مسائل پردازش و تحلیل باشد و میویر اسازی تصافزاری برای پردازش و کمینرم انجام شد. این نرم افزار،ImageJ ( 1.52v)با نرم افزار 

( Numerical Taxonomy System personal computer, Ver:2.02)ر نرم افزااز  در آنالیزهای آماری مطالعه حاضر. رودتصاویر به کار می

Ntsyspc  ها بر مبنای تعیین شباهت . این روشباشد استفاده شدمی یک نرم افزار بسیار قدرتمند جهت انجام چندین آزمون آماری چند متغیرهکه

  ترین بخش نرم افزارمهم. باشدمی Neighbor Joiningها بر مبنای تشابهات با استفاده از روش بندی آنها و گروهو یا فاصله ژنتیکی بین ژنوتیپ

Ntsysای یاتجزیه خوشهCluster Analysis  استفاده شد. . از این نرم افزار جهت رسم دندروگرام فیلوژنتیکیاست 

 

 .Aبیوتایپ  رنجنسفکلستریدیوم پرتوالی آغازگرهای مورد استفاده در شناسایی مولکولی  .2جدول 

 (bpاندازه آمپلیکون ) ('3–'1)توالی پرایمر  نام ژن

 F - GCTAATGTTACTGCCGTTGA آلفا

R - CCTCTGATACATCGTGTAAG 
324 

 

 .  PCRمیزان واکنشگرها جهت واکنش. 2جدول 

 حجم )میکرولیتر( مواد

Master mix 21 

Forward primer α 10μM 1/5 

Reverse primer α 10μM 1/5 

O DNA Free2dH 57 

DNA sample 1 

 12 حجم نهایی

 

  .Mse1میزان واکنشگرها جهت برش آنزیمی قطعات سنتز شده با آنزیم . 3جدول 

 حجم )میکرولیتر( مواد

O DNA Free2dH 53 

PCR Product 51 

Buffer R10X 3 

Mse1 5 

 32 حجم نهایی
 

 .5و  2به صورت  1.52v ImageJبا نرم افزار   RFLP. خلاصه نتایج0جدول 
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 نمونه
 DNA  (pb)اندازه باند 

222 212 312 422  

P- Control 5 5 5 5 

N- Control 2 2 2 2 

HK2 5 5 5 5 

HK5 5 5 5 5 

HK6 5 2 5 5 

HK7 5 2 5 5 

HK8 5 5 5 5 

HK9 5 5 5 5 

HK10 5 5 5 5 

HK11 5 2 2 2 

HK12 5 5 5 5 

HK13 2 5 5 5 

HK16 2 5 5 5 

HK17 2 5 5 5 

HK18 5 5 5 5 

HK19 5 5 5 5 

HK20 5 5 5 5 

HK21 5 2 2 2 
 

  نتایج

مولکولی بیوتایپ باکتری تأیید را تأیید نمودند.  کلستریدیوم پرفرنجنس Aشناسی، بیوتایپ باکتریدر آزمایشات  Aارزیابی بیوتایپ 

لوکوس  (.5تصویر ( انجام و باکتری تأیید مولکولی گردید )bp 324اختصاصی برای تأیید حضور ژن آلفا )آمپلیکون  PCRنیز با انجام واکنش 

  مشخص است. 2تصویر باشد که در می bp  5534شدهژنی آلفا نیز با پرایمرهای اختصاصی سنتز شد. اندازه آمپلیکون سنتز

آنزیمی صورت  برش( cpa) در لوکوس ژنی توکسین آلفاMse1 محدودالاثر آنزیم با استفاده از  PCR–RFLPجهت انجام تکنیک 

، 572، 22، 52 هایشش قطعه به طولبه ترتیب که  ایجاد شد  TTAAتعداد پنج جایگاه برش 1'→3'از طرف ها گرفت. با بررسی باند

هشت قطعه به ترتیب که  مشاهده شد  AATTهفت جایگاه برش 3'→1'از طرف همچنین دست آمد. ه بجفت باز  377و  321، 222

 PCR–RFLP تکنیک از حاصل آگارز ژل الکتروفورز نتایج .حاصل شد جفت باز  222و  532، 534، 22، 23، 72، 22 ،52 هایبه طول

  (.3تصویر )گردید  بررسی و مشاهده باندها کیفیت و موقعیت و

 نتایج آنالیزبه صورت درصد مورد مقایسه قرار گرفت.   DNAاستفاده شد و شدت و پهنای باند ImageJجهت آنالیز از نرم افزار 

 شده آورده ستونی نمودار به صورت 7، 2، 1، 4 تصاویردر  ترتیب به جفت باز 422 و 312 ،212 ،222 هایقطعات برش یافته با اندازه

  DNAاگر درصد شدت و پهنای باند. است شده داده نمایش 4 جدول در 5 و 2 به صورت ImageJ افزار نرم با RFLP نتایج خلاصه. است

درصد به صورت صفر در نظر  3درصد باشد به صورت عدد یک و کمتر از  3جفت باز بیش از  422و  312، 212، 222های در اندازه

 به عنوان داده وارد شد و مورد پردازش قرار گرفت.  Ntsyspcگرفته شد و این اعداد در نرم افزار 

 آن مبنای بر و گردید بررسی Ntsyspc افزار نرم های مثبت و منفی باکنترلبا  و یکدیگر با هانمونه تشابهدر مطالعه حاضر 

 در این دندروگرام چهار گروه از همدیگر به شرح زیر متمایز شدند:  (.2تصویر )گردید  رسم فیلوژنتیکی دندروگرام

باشند که شباهت و قرابت ژنتیکی بیشتری می HK20و HK2 ،HK5 ،HK9 ،HK10 ،HK18 ، HK19های گروه اول شامل نمونه

باشند که شباهت و قرابت زنتیکی می HK17و  HK6 ،HK7  ،HK13 ،HK16هایبا سویه کنترل مثبت دارند. گروه دوم شامل نمونه

از نظر ژنتیکی باشند که با سویه کنترل مثبت می HK11و  HK21های کمتری با سویه کنترل مثبت داشتند. گروه سوم شامل نمونه

https://jvr.ut.ac.ir/
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و در یک گروه قرار  داشتندکه شباهت و قرابت ژنتیکی بسیار به هم  HK12و  HK8 هایاختلاف داشتند. گروه چهارم شامل نمونه

 .گرفتند

 

 

 دمولکولی استاندار نشانگر: A(M  بیوتایپکلستریدیوم پرفرنجنس توکسین  تأیید حضور ژن آلفا جهت  PCRتکنیک از حاصل آگارز ژل الکتروفورز نتایج. 2تصویر 

bp 522شرکت سینا کلون، ایران ، (Cat. No: SL7041)،  913( کلستریدیوم سپتیکوم: سویه استاندارد 5چاهک(CN سویه : 2منفی، چاهک عنوان کنترل  به

، HK2،HK5  ،HK6 ،HK7های : به ترتیب نمونه55تا  3های چاهککنترل مثبت، به عنوان  A (13124ATCC)بیوتایپ کلستریدیوم پرفرنجنس استاندارد 

HK8 ،HK9 ،HK10 ،HK12  وHK20.) 

 

 
مولکولی  نشانگر: 52و 5های )چاهک Aبیوتایپ کلستریدیوم پرفرنجنس جهت سنتز لوکوس ژنی آلفا   PCRنتایج الکتروفورز ژل آگارز حاصل از تکنیک .2تصویر 

به عنوان  A (13124ATCC)بیوتایپ کلستریدیوم پرفرنجنس سویه استاندارد : 2چاهک  ،(Cat. No: SL7021، شرکت سینا کلون، ایران )bp 12 داستاندار

، HK2،HK5  ،HK6 ،HK7های : به ترتیب نمونه57تا  4های منفی، چاهکعنوان کنترل  به CN)913( کلستریدیوم سپتیکوم : سویه3کنترل مثبت، چاهک 

HK8 ،HK9 ،HK10 ،HK11 ،HK12 ،HK13 ،HK16 ،HK17 ،HK18  وHK20.) 

 

 
 bp دمولکولی استاندار نشانگر: 5چاهک ) MseIپس از برش آنزیمی با آنزیم محدودالاثر  PCR–RFLPنتایج الکتروفورز ژل آگارز حاصل از تکنیک  .3تصویر 

کلستریدیوم : 3چاهک  کنترل مثبت،به عنوان  A (13124ATCC)بیوتایپ کلستریدیوم پرفرنجنس : 2چاهک  ،(Cat.No: SL7021، شرکت سینا کلون، ایران )12
، HK13 ،HK16 ،HK17 ،HK18 ،HK19 ،HK20 ،HK2 ،HK9 یهانمونه یببه ترت: 52تا  4هایمنفی، چاهکعنوان کنترل به  CN)913( سپتیکوم

HK5 ،HK6 ،HK7 ،HK8 ،HK12 ،HK11 ،HK10  وHK21 دمولکولی استاندار نشانگر: 22، چاهک bp 522( شرکت سینا کلون، ایران ،Cat.No: 

SL7041.)) 

 بحث
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که  Cو دامنه انتهایی  C مسئول فعالیت فسفولیپاز  Nتوکسین آلفا دارای دو دامنه و یک ناحیه اتصال دهنده است، دامنه انتهایی

جهش در هر نقطه از توالی ژنوم اثرات متفاوتی دارد.  ک نقشدر اتصال و وارد کردن توکسین به غشای سلولی برای فعالیت همولیتی

های اسفنگومیلیناز، های کشنده است و فعالیتدارای فعالیت C توکسین آلفا به دلیل دارا بودن متالوآنزیم فسفولیپازخواهد داشت زیرا 

. (25)شود یهای اپیتلیال مهای خونی و سلولولشود منجر به آسیب بافتی و لیز سلکه باعث هیدرولیز فسفولیپیدها و اسفنگومیلین می

Li  الگوهایکه  کردند اثبات 2222و همکاران در سال RFLP باشندمیهای اسید نوکلئیک های برشی و پروبآنزیم عمدتاً ترکیب خاص 

خاص  های برش برای یک آنزیم برشیدر باکتری شناسی، اگر دو سویه دارای فاصله متفاوت بین محلRFLP و در تجزیه و تحلیل 

واند تها متفاوت خواهد بود. این شباهت الگوهای تولید شده از قطعات محدود کننده میباشند، طول آن قطعات محدود کننده بین سویه

 . (22)ها و تجزیه و تحلیل ژنتیکی استفاده شود برای تمایز سویه

 

 
کلستریدیوم سویه استاندارد : 5)ستون  1.52v ImageJتوسط نرم افزار  bp222 ها در نمونه  DNAهای. نمودار مقایسه درصد شدت و پهنای باند0تصویر 

: به 52تا  3 یهاستون، منفیعنوان کنترل به  CN)913( کلستریدیوم سپتیکوم: سویه 2کنترل مثبت،  ستون به عنوان  A (13124ATCC )بیوتایپ پرفرنجنس 

 (.HK21و  HK13 ،HK16 ،HK17 ،HK18 ،HK19 ،HK20 ،HK2 ،HK9 ،HK5 ،HK6 ،HK7 ،HK8 ،HK12 ،HK11 ،HK10 یهانمونه یبترت

 

 
کلستریدیوم سویه استاندارد : 5)ستون  1.52v ImageJتوسط نرم افزار  bp212 ها در نمونه  DNAهای. نمودار مقایسه درصد شدت و پهنای باند5تصویر 

 یب: به ترت52تا  3 یهاستون، منفیعنوان کنترل  به CN)913( کلستریدیوم سپتیکوم: سویه 2 کنترل مثبتبه عنوان  A (13124ATCC )بیوتایپ پرفرنجنس 

 (.HK21و  HK13 ،HK16 ،HK17 ،HK18 ،HK19 ،HK20 ،HK2 ،HK9 ،HK5 ،HK6 ،HK7 ،HK8 ،HK12 ،HK11 ،HK10 یهانمونه

  RFLPهای محدود کننده برایو آنزیم PCR یعنی آغازگرهای واکنش،  PCR-RFLPبر این اساس، دو مجموعه اطلاعات برای

ها باشد، قطعات مختلف ممکن  SNPهای متفاوت در نوکلئوتیدهای توالی ژنی یا. اگر مولکول(23)اهمیت دارد و احتمال خطا کم است 

https://jvr.ut.ac.ir/
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تنوعات ژنتیکی مشاهده شده پس از برش آنزیمی با برداری نمود. توان با ژل الکتروفورز جدا کرد و عکسشود. قطعات را می است ایجاد

ها پس از آنالیز برای شناسایی تنوع توان از آنالگوهای مختلفی را در لوکوس ژنی توکسین آلفا نشان داد و می  Mse1الاثرآنزیم محدود

 .شود استفاده DNA نشانگر مولکولیتوان به عنوان یک ها وجود دارد و در واقع می. این لوکوس ژنی در همه سویهنمودژنتیکی استفاده 

ن آلفا لوکوس ژنی توکسیاز آنجا که . پذیر شده استده صفات کمی و کیفی امکانکننکنترل  یهاشناسایی ژن ،با کمک این نشانگرها

برای  ایروش ساده PCR-RFLP به همین علت تکنیک شود ومحسوب میکلستریدیوم پرفرنجنس در  DNAیک نشانگر مولکولی 

 .باشدمیهای نوکلئوتیدی ای توالیتکاملی جایگزینی بازها از طریق مطالعات مقایسهروابط فیلوژنتیکی و تخمین میزان 

 

 
کلستریدیوم سویه استاندارد : 5)ستون  1.52v ImageJتوسط نرم افزار  bp312 ها در نمونه  DNAهای. نمودار مقایسه درصد شدت و پهنای باند1تصویر 

 یب: به ترت52تا  3 یهاستون، منفیعنوان کنترل به  CN)913( کلستریدیوم سپتیکوم: سویه 2 کنترل مثبتبه عنوان  A (13124ATCC )بیوتایپ پرفرنجنس 

 (.HK21و  HK13 ،HK16 ،HK17 ،HK18 ،HK19 ،HK20 ،HK2 ،HK9 ،HK5 ،HK6 ،HK7 ،HK8 ،HK12 ،HK11 ،HK10 یهانمونه

 

 
کلستریدیوم سویه استاندارد : 5)ستون  1.52v ImageJتوسط نرم افزار  bp422 ها در نمونه  DNAهاینمودار مقایسه درصد شدت و پهنای باند .8تصویر 

 یب: به ترت52تا  3 یهاستون، منفیعنوان کنترل  به CN)913( کلستریدیوم سپتیکوم: سویه 2 کنترل مثبتبه عنوان  A (13124ATCC )بیوتایپ پرفرنجنس 

 (.HK21و  HK13 ،HK16 ،HK17 ،HK18 ،HK19 ،HK20 ،HK2 ،HK9 ،HK5 ،HK6 ،HK7 ،HK8 ،HK12 ،HK11 ،HK10 یهانمونه
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 . NTSYSPC ver: 2.02توسط نرم افزار  RFLPها در تکنیک. دندروگرام فیلوژنیک نمونه7تصویر 

 

( را با استفاده Bifidobacterium)یفیدوباکتریوم بجنس های شناسایی گونه 2253و همکاران در سال  Baffoniدر مطالعه 

ن های مختلف ایتوان بیوتایپانجام دادند و گزارش کردند که با استفاده از این تکنیک به طور مؤثری می  PCR-RFLPاز تکنیک

متعلق به  کلستریدیوم پرفرنجسجدایه  22از تعداد  2252و همکاران در سال  Álvarez-Pérez. (24)نمود باکتری را شناسایی 

حاضر از  مطالعهدر  .(21)تشابهات تنوع ژنتیکی را در چهار گروه شناسایی کردند  RFLPبا استفاده از تکنیک مشابه  A بیوتایپ

تنوع زنتیکی در چهار گروه نیز شناسایی تشابهات  RFLP یکبا استفاده از تکن،  Aبیوتایپ پرفرنجس یدیومکلستر یهجدا 52تعداد 

انجام  RFLPژنیک را با تکنیک یانتروتوکس کلستریدیوم پرفرنجسهای ژنوتایپینگ جدایه 2225در سال  و همکاران Sparksشد. 

های به منظور تعیین مخزن مسمومیت  cpe با بررسی ژن پرفرنجس یدیومکلسترهای . همچنین این محققین تعدادی از جدایهدادند

-PCRگزارش کردند که با استفاده از تکنیک  2222ن در سال و همکارا Keto-Timonen. (22)غذایی مورد بررسی قرار دادند 

RFLP سنپرفرنج یدیومکلسترگونه  37. این محققین از (27)را تشخیص داد  پرفرنجس یدیومکلسترهای مختلف توان سویهمی 
سویه با  22تعداد  PCR-RFLPتعداد پنج تیپ اصلی و با استفاده از تکنیک  PCRجدا شده از مواد غذایی با استفاده از تکنیک 

برای ارزیابی آلودگی  با موفقیت RFLPتکنیک از  2222و همکاران در سال  Dorn-In. (27)ند تنوع ژنتیکی متفاوت تشخیص داد

. این مطالعه شامل اولین تجزیه و (22)های مختلف کلستریدیوم در راستای فساد مواد غذایی استفاده کردند مواد غذایی به گونه

شی از مواد غذایی در آمریکای به دست آمده از بیماران مبتلا به اسهال گوارشی نا مثبت  cpeهای مدفوعیتحلیل ژنوتیپ جدایه

به دو  RFLPیک تکنهای مختلف از جمله سویه جنس کلستریدیوم با استفاده از تکنیک 21شمالی است. این محققین از تعداد 

ها ین جدایهبمطالعه  PCR-RFLPتکنیک که  نمودندمشخص  5221و همکاران در سال  Liverisگروه اصلی تقسیم بندی کردند. 

 RFLP یکتکن( با استفاده از Borrelia burgdorferi)ی بورگدورفربورلیا گونه  31. این محققین از تعداد (22)کند را تسهیل می

های برای افتراق گونه RFLPاز تکنیک  2223در سال  Olsonو  Shieldsاصلی از نظر تنوع ژنتیکی شناسایی کردند.  به دو گروه

و همکاران در  Fisher .(32)ات باکتریایی استفاده نمودند های محیطی بدون انجام آزمایشدر آب (Cyclosporaسیکلوسپورا )

کلستریدیوم های جدایه CPB2کننده توکسین ژن کد PF5603پلاسمیدی  DNA هایترتیب توالی RFLPبا تکنیک  2221سال 
 2223و همکاران در سال  Waters. (35)گوارشی انسان به دست آوردند  هایدر بیماری  Aبیوتایپ انتروتوکسوژنیک پرفرنجنس

 انتروتوکسوژنیک کلستریدیوم پرفرنجنسهای جدایه CPB2ژن کدکننده توکسین   DNAهایترتیب توالی RFLPبا تکنیک 

کلستریدیوم سویه  22با آزمایش بر روی  2257در سال  و همکاران Alvarez-Perez. (32)را در خوکچه به دست آوردند   Aبیوتایپ
ها گزارش کردند وضعیت تنوع ژنتیکی و حساسیت به داروی مترونیدازول را بررسی کردند. آن PCR-RFLPبا تکنیک  پرفرنجنس

https://jvr.ut.ac.ir/
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توان شناسایی بدون توجه به حساسیت می Aیوتایپ ب کلستریدیوم پرفرنجنستنوع ژنتیکی زیادی در بین  RFLP یکتکنکه با 

 .(33)نمود 

گ تایپین تکنیکی قابل تکرار برایبه عنوان ابزاری کاربردی و  PCR-RFLP تکنیک نشان داد که مطالعه حاضرگیری نهایی: نتیجه

زیرا  نماید. تفکیکرا  Aبیوتایپ کلستریدیوم پرفرنجنس مختلف  هایسویهتواند می قدرت تمایز بالابا  و ثرؤطور مه ب و استباکتری 

ها SNP ژنوتیپ این تکنیک سریع، آسان و ارزان به منظور تعیین .های برش شودتواند منجر به تغییر در تعداد محلجهش در ژنوم می

تفاده های مختلف اسشود از این تکنیک برای تشخیص دیگر سویهکاربرد دارد و پیشنهاد میای ای و بین گونههای داخل گونهو واریانت

 شود.
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