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Molecular Identification of Epsilon Toxin-Producing Clostridium perfringens in Stool 

Samples in Patients with Multiple Sclerosis 

Asgharzadeh S1, Amini K2 

Abstract 

Purpose: Multiple Sclerosis is a vascular disease in the central nervous system. There is 

evidence that Clostridium perfringens epsilon toxin causes damage to the myelin of the 

neuronal cells by increasing the permeability of the blood-brain barrier, and therefore 

contributes to the disease. Therefore, the aim of this study was the molecular identification of 

C. perfringens Epsilon toxin in samples isolated from multiple sclerosis patients using 

multiplex-PCR. 

Methods: In this descriptive cross-sectional study, 60 stool samples of patients with multiple 

sclerosis and 60 specimens of healthy individuals were studied. -toxin producing C. 

perfringens infection was examined by the M-PCR method after genomic DNA extraction. 

Results: of 60 fecal specimens obtained from patients with multiple sclerosis, 11 (18.3%) and 

2 (3.3%) samples were positive for 16S rRNA and ε-toxin-encoding gene, respectively. 

Conclusion: The results of this study showed that the prevalence of C. perfringens toxigenic 

strains in MS patients are higher than in the control group, which can indicate the association 

between the presence of this toxin and MS disease. 
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ی مدفوع هانمونهیدکننده سم اپسیلون در تول Clostridium perfringensبررسی مولکولی کلونیزاسیون 

 اسکلروزيس مالتیپل مبتلابهبیماران 
 سارا اصغرزاده1، کیومرث امینی2

 کلستریدیوم اپسیلون سم که دارد وجود اسکلروزیس یک بیماری التهابی سیستم عصبی مرکزی است. شواهدی : مالتیپلهدف

شود و لذا در بروز این بیماری می عصبی های سلول میلین به آسیب مغزی باعث-سد خونی نفوذپذیری افزایش با نسجپرفرن

  در اپسیلون سم دکنندهیتول پرفرنجنس کلستریدیوم مولکولی شناسایی نقش دارد. بنابراین، هدف از انجام این مطالعه،

 .باشد یم Multiplex-PCRاسکلروزیس به روش  مولتیپل بیماران مدفوع ازشده  جدا یها نمونه

نمونه  60مولتیپل اسکلروزیس و  مبتلابهنمونه مدفوع بیماران  60مقطعی که بر روی -: در این مطالعه توصیفیروش بررسی

پس از استخراج  M-PCRتوکسین توسط روش -نس مولد جگرفت، آلودگی به کلستریدیوم پرفرن مدفوع افراد سالم صورت

DNA  ی قرار گرفت.بررس موردژنومی 

 16S( برای %3/18نمونه ) 11مولتیپل اسکلروزیس تعداد  به مبتلانمونه مدفوعی دریافت شده از بیماران  60: از تعداد هايافته

rRNA  ( برای ژن کد کننده %3/3نمونه ) 2و-.سالم فاقد کلستریدیوم های حاصل از افراد  تمامی نمونه توکسین مثبت بودند

 پرفرنجنس و سم اپسیلون بودند.

نس توکسیژنیک جهای کلستریدیوم پرفرن : نتایج این مطالعه نشان داد که در مقایسه با گروه کنترل، فراوانی سویهگیری نتیجه

مالتیپل تواند بیانگر ارتباط بین وجود این توکسین و بیماری  بالا است که این خود میاسکلروزیس  مالتیپلدر افراد مبتلا به 

 باشد. اسکلروزیس 

 Multiplex-PCRتوکسین، - نس،جکلستریدیوم پرفرن ،مولتیپل اسکلروزیس کلمات کلیدی:

 dr_kumarss_amini@yahoo.com،             3417-6419-0002-0000 :ORCID کیومرث امینی،نويسنده مسئول: 

http://jssu.ssu.ac.ir/search.php?slc_lang=fa&sid=1&key=%D9%85%D9%88%D9%84%D8%AA%DB%8C%D9%BE%D9%84+%D8%A7%D8%B3%DA%A9%D9%84%D8%B1%D9%88%D8%B2%DB%8C%D8%B3
http://jssu.ssu.ac.ir/search.php?slc_lang=fa&sid=1&key=%D9%85%D9%88%D9%84%D8%AA%DB%8C%D9%BE%D9%84+%D8%A7%D8%B3%DA%A9%D9%84%D8%B1%D9%88%D8%B2%DB%8C%D8%B3
mailto:dr_kumarss_amini@yahoo.com
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 ساوه، دانشگاه آزاد اسلامی، دانشکده علوم پایه، گروه میکروبیولوژی آدرس:

 لامی، ساوه، ایرانارشد گروه میکروبیولوژی، دانشکده علوم پایه، واحد ساوه، دانشگاه آزاد اس کارشناسی -1

 ایرانگروه میکروبیولوژی، دانشکده علوم پایه، واحد ساوه، دانشگاه آزاد اسلامی، ساوه،  شیاردان -2

 مقدمه

مالتیپل اسکلروزیس نوعی بیماری مزمن دستگاه اعصاب 

 چربی غلاف رفتن بین از و التهاب بامرکزی است که 

است  همراه ،شودیم نامیده میلین که بدن اعصاب پوشاننده

 افتد که بخشی از گلبولاین تخریب زمانی اتفاق می .(1)

 Blood–Brain) مغزی-خونیاز سد  های سفید خون

Barrier)1  عبور کرده و به سیستم اعصاب مرکزی وارد

عنوان عوامل  بهرا  های عصبی شوند و غلاف میلین سلول

 عاملیبیماری چند  کی نیا. (2، 5)شناسایی کنند  بیگانه

 ولی نیست مشخص بیماریاین دقیق  اتیولوژیو است 

 به افراد کردن مستعد در محیطی و ژنتیکی فاکتورهای

مختلف از  یها عفونت نقش. (6، 7) دارند نقش بیماری

 بیماریاین  ایجاد در اییو باکتری ویروسی یهاعفونت لیقب

 هر در و شدهی بررس مختلف اپیدمیولوژیک شرایط در

  اسکلروزیس  مالتیپل با هاعفونت این ارتباط منطقه،

آمده  عمل محققان از شواهد به .(8، 9) است شده مشخص

ممکن است از  مالتیپل اسکلروزیس  دریافتند که بیماری

 آنو یا ایمونوپاتوژنز  یهای از باکتر شده دیطریق سم تول

  شواهدی وجود دارد که سم اپسیلون. در ارتباط باشد ها
  BBB با افزایش نفوذپذیری نسجکلستریدیوم پرفرن1

 .(5) شودیعصبی م یها باعث آسیب به میلین سلول

 نوع 4 تولید اساس توانایی نس برجپرفرن کلستریدیوم   

تیپ  5به  یوتا و اپسیلون بتا، آلفا، نامهای به اصلی توکسین

E تا A (.  جایگاه هر کدام از این 6) شوندیم یبند طبقه

ژن های مولد توکسین و نحوه عملکرد آن ها در سلول 

متفاوت می باشد. برخی ژن های مولد توکسین مثل ژن 

، بر روی کروموزوم قرار دارند cpaو یا   plcآلفا توکسین، 

ویا  cpbدر حالی برخی دیگر مثل ژن های توکسین بتا 

بر روی پلاسمید واقع شده اند. ژن  etxاپسیلون 

می تواند هم بر روی کروموزوم و هم بر  cpeانتروتوکسین 

روی پلاسمید قرار گیرد. به غیر از توکسین یوتا که از طریق 

 فعال کردن واکنش های داخل سلولی اثرات خود را 

می گذارد بقیه توکسین ها از طریق تاثیر بر غشاهای سلولی 

                                                           
1Epsilon toxin Clostridium perfringens Epsilon 

Toxin (ETX) 

 توانایی فقط Aتیپ  .(10)می نمایند نقش خود را ایفا 

 های توکسین Bتیپ  کهیدرحال دارد؛ را توکسین آلفا تولید

 تولید توانایی Cتیپ . کندیم تولید را اپسیلون و بتا آلفا،

 Eتیپ  و اپسیلون و آلفا Dتیپ  بتا، و آلفا های توکسین

. جذب سموم کندیم تولید را یوتا و های آلفا توکسین نیز

 از طریق مخاط روده صورت گرفته و به سرعت در تمام 

اندام ها پخش می شود که عامل القای افزایش فشارخون و 

باعث   Etxدر اندام های مختلف می گردد. آب آوردگی

مرگ سلولی سریع در سلول های خاصی که گیرنده لازم را 

ژن کد کننده توکسین اپسیلون بر روی  .شود دارند می

که پس از مجاورت  پروتوکسین است و یک قراردادپلاسمید 

ترمینال  -Nپپتید  تریپسین ژهیو به گوارشی یها میآنز با

 فعال توکسین به دهدی مترمینال خود را از دست  -Cو 

بسیار شده  فعال پروتئین. (7) شود یم تبدیل ناپایدارشده 

کننده  فعال و پوستی نکروز آن، کشنده اثرات و است سمی

از طریق خون  تواند یاین سم مهمچنین،  .باشد یم التهاب

 شودمالتیپل اسکلروزیس  مغز برسد و موجب یها به سلول

 ارتباط توکسین نهیزم دربنابراین مطالعات بیشتر  .(1، 3)

 حائز اهمیت  مالتیپل اسکلروزیسهای این باکتری و 

بررسی بررسی مولکولی هدف از این مطالعه  لذا، .باشد یم

 -نمونهیدکننده سم اپسیلون در تول Bتیپ 2کلونیزاسیون 

باشد  یم اسکلروزیس مالتیپل مبتلابهی مدفوع بیماران ها

(3.) 
 

 بررسی روش

 مهر یتلغا 1395فروردین از ، مقطعی_ یفیمطالعه توص ینا

مالتیپل  به افراد مبتلااز مدفوع نمونه  60تعداد  1396سال 

نمونه مدفوع از افراد سالم )گروه کنترل(  60و اسکلروزیس 

 .یدگرد یآورجمعبه بیمارستان سینا )تهران(  کنندهمراجعه

و  Bسم اپسیلون ناشی از کلستریدیوم پرفرنجنس تیپ 

ترین سموم کلستریدیال بوده  تولید شده که از قوی Dتیپ 

 (.9) بوتولینوم و تتانوس می باشدکه در رتبه بعدی پس از 

جذب سموم از طریق مخاط روده صورت گرفته و به سرعت 

2 Clostridium Perfringens 
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ها پخش می شود که عامل القای افزایش  در تمام اندام

 های مختلف می گردد در اندام آب آوردگیفشارخون و 

(16 ،15). 

 کوکران محاسبه روش از استفاده با نمونه حجم   
2p)/C-1(×(p)2n=Z در این  (.6-12) گردید تعیین

برای سطح اطمینان  Z  (96/1همان شاخص  Zفرمول  

95% ،)p در نظر گرفته شد و  5/0که برابر با   درصدC 

در نظر گرفته  135/0برابر با  است که3همان کران خطا  

مورد برای هر گروه  53حجم نمونه برابر با (. 15، 17شد )

ریزش نمونه  %15در نظر گرفته گردید  که با در نظر گرفتن 

مورد   60برابر در مطالعه حجم نمونه نهایی برای هر گروه 

 مالتیپل اسکلروزیس وجود بیماری  (. 8) در نظر گرفته شد

های مغز و  در بیماران توسط پزشک متخصص بیماری

 هیچ ید شد. در تمامی افراد گروه کنترل تائاعصاب 

 (.16) ی از بیماری نورولوژیک یافت نشدا نشانه

ابتدا  (،16srnaو  etx) هدف یها ژن یرمنظور تکث به   

DNA یتبا استفاده از ک ها یهسو یژنوم CinnaPure-

DNA Positive Bacteria ( یرانا ،کلون ینا)س

درجه خلوص  یدجهت تائ (.13، 14) یداستخراج گرد

DNA یوفتومترشده از دستگاه ب استخراج (Bio-Rad, 

USAپرایمراز توالی الیگونوکلئوتیدی . ید( استفاده گرد 

. پس از (7، 15) ه استشد آورده 1موجود در جدول 

BLAST یتشده در سا انتخاب یهاپرایمر NCBI ،

 یترل یکروم 25 ییبه حجم نها Multiplex-PCRواکنش 

 ینا)س PCR Master Mix 5X یترل یکروم 5/5شامل 

 Taq DNA Polymerase (0.05 ی( حاویرانا ،کلون

U/µl) ،MgCl2 (3 mM و )dNTPs (0.4mM) ،1 

 یکرومولار،م 8/0به غلظت  یمرهااز پرا یکاز هر  یترل یکروم

 5/10( و Nano Gram 10الگو ) DNAاز  یترلیکروم 1

 یانتبا استفاده از گراد یلاستر یرآب دو بار تقط یترلیکروم

 یرصورت ز به یکلس 34 ی)اپندورف، آلمان( برایکلر ترموسا

صورت  به مرتبط برنامه انتخاب با (4، 18) انجام گرفت؛

 Denaturationواسرشت  اول گام :گردید عمل ذیل

آغازگر  اتصال دوم گام ثانیه، 50 گرادسانتی درجه 94 ثانویه

Annealing  56 بسط  سوم گام ثانیه، 30 برای درجه

Extension  و دقیقه 2 برای گرادسانتی درجه 72 اولیه 

 گرفته نظر در دقیقه 10 برای درجه 72 نهایی بسط یک

در  M-PCRمحصولات واکنش  یان،ر پاد  .(1)جدول شد

                                                           
3 Confidence Level  

( µg/ml 0.5) یدبروما یدیومات یحاو %1ژل آگارز 

 .یدالکتروفورز گرد
اطلاعات پس از جمع آوری در دو گروه به وسیله نرم    

ا تجزیه و تحلیل  و مقادیر ب 25نسخه  SPSSافزار آماری 

 استفاده از فراوانی و درصد در هر گروه گزارش گردید.

 

 هايافته

  روزیس مالتیپل اسکلبه   مبتلا  از بیماران نمونه مدفوع  60

 نمونه 19از جنس مؤنث و  (%4/68) نمونه 41)شامل 

م نمونه از افراد سال 60از جنس مذکر( و تعداد  (6/31%)

نمونه  28مدفوع از جنس مؤنث و ( %4/53)نمونه  32)

ی سنی  آوری شدند. دامنه از افراد مذکر( جمع( 6/46%)

سال بود. در  46±34/1سال با میانگین  32-73بیماران 

( کلستریدیوم %3/18نمونه ) 11این مطالعه تعداد 

مثبت در نظر گرفته  16S rRNAپرفرنجنس برای ژن 

نس جهای کلستریدیوم پرفرن شد. از میان تمامی سویه

( حاوی ژن کد کننده %2/18نمونه ) 2شده،  شناسایی

مونه ن 60تمامی . در(1)شکل  توکسین اپسیلون بودند

آمده از افراد گروه کنترل )سالم(،  دست مدفوع به

نس و توکسین اپسیلون وجود نداشت. جکلستریدیوم پرفرن

نس حامل توکسین جدراین مطالعه سویه کلستریدیوم پرفرن

شده از بانک  خریداری ATCC 13124اپسیلون 

بت عنوان کنترل مث میکروبی دانشگاه علوم پزشکی ایران به

 استفاده شد.

 

 ی ریگجهینت و بحث

 دست بهنمونه مدفوع   60در این مطالعه از میان تمامی 

ورد م 11تعداد  مالتیپل اسکلروزیس  به مبتلااز افراد  آمده

س دیده شد. همچنین جن( به کلستریدیوم پرفرن3/18%)

 ها نمونهفراوانی ژن کد کننده توکسین اپسیلون در این 

 بود.  %3/3 برابر

 -ای خسته کننده، تلف اختلالات رودهطبق تحقیقات    

مبتلا به  بیماران برای آور خجالت ای تجربه و وقتکننده 

( 21و همکارانش )   Zorzon .مولتیپـل اسکلروزیس است

ای اختلالات جنسی را در بیماران مبتـلا به  در مطالـعه

. این محققین انـد مولتیپـل اسکلـروزیس بررسـی کرده

اختلالات جنسی بشدت کیفیت زندگی دریافتند که 

 قرار   تأثیر  تحت را   اسکلـروزیس مولتیپل  مبتلایـان به 
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 (4) عنوان پرایمر شده در این تحقیق به استفاده پرایمریتوالی  :1 جدول
توالی آغازگر  (ʹ3→ʹ5)  ژن  طول قطعه )جفت باز( 

16s rRNA F=5'-AGAGTTTGATCCTGGCTCA-3 ' 147 
 R=5'-GGTTACCTTGTTACGACT-3' 

etx F=5'-GCGGTGATATCCATCTATTC-3' 655 
 R=5'-CCACTTACTTGTCCTACTAAC-3' 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

، کنترل منفی؛ bp100سایز مارکر؛  DNA. اختصاصی یبا استفاده از آغازگرها PCRتصویر ژل الکتروفورز محصول : 1 شکل

 ATCC 13124اپسیلون توکسین حامل پرفرنجنس آب مقطر و کنترل مثبت، کلستریدیوم

 

در مطالعه دیگری که تحت عنوان ارتباط بین  .دهدمی

اختلالات خواب و خستگی در بیماران مبتلا بـه مولتیپل 

انجـام گردیده Attarian  (22 )توسط  یساسکلـروز

 و Donnellای کـه توسـط  در مطالـعه .اسـت

Hawkins (23)  بیمار انجام گرفته  388بـر روی ناتوانی

 ایدر مطالـعه  Tremleet (24) و  Brunham است.

ارتبـاط بین حـس، حـرکت و قدرت عضلانـی انـدام 

گیـری تحتانـی را ارزیابـی کرده اسـت و چنیـن نتیجه

حسـی بدن داری بیـن وضعیـت کند که ارتبـاط معنیمـی

و تعـادل وجود نـدارد در حالی که ارتباط بین حرکت و 

قدرت عضلانی اندام  توانایی کنترل بدن هنگام حرکت و

( 25)و همکارانش  Klewer. باشد دار مـی تحتانی معنی

 مشکـلات افراد مبتـلا به مولتیپلای  در مطالـعه

نفری  1926را بررسی کردند که در یک نمونـه  یساسکلروز

درصد از ضعف و  42درصـد از فلج و  44تحـت مطالعه 

کند که بیان می (26) یکاست .بردنداختـلال حس رنج مـی

اغلب در شکستن پیوند زناشویـی  یسمولتیپل اسکلـروز

 Rumah نقش دارد، خصوصاً اگر پایه ارتباط ضعیف باشد.

در آمریکا توکسین اپسیلون مترشحه از تایپ  (7و همکاران )

B به مبتلا نس را از مدفوع بیمارانجکلستریدیوم پرفرن 

جدا نمودند و این اولین مورد  مالتیپل اسکلروزیس

 از انسان بود. نسجپرفرنجداسازی این تایپ از کلستریدیوم 

Wagley ( با16و همکاران ) از استفاده Western 

blotting  یها گروه در سرم %24نشان دادندکه 

CD مالتیپل اسکلروزیسClinically Definite 

Multiple Sclerosis، CIS Clinically isolated 

syndrome و  Optic neuritis ON (125نفر )با Etx 

( در 17و همکاران ) Miyamoto .دادند نشان واکنش

 ای تحت عنوان توکسین اپسیلون کلستریدیوم مطالعه

 هیپوکامپ در گلوتامات حد از شیب انتشار س باعثجنپرفرن

تزریق  با هم ترشح گلوتامات و تشنج هم موش دریافتند که

 سیناپس، از پیش گلوتامات آزادسازیمهارکننده  ریولوزول،

 افزایش در سم این که دهدیم نشان که یافتند، کاهش

 نورونی عوارض و تشنج به منجر گلوتامات، جریان
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( فراوانی 18)و همکاران  Vartanian  .شودیم هیپوکامپ

  یها نمونهرا در  و ژن سم اپسیلون نسجکلستریدیوم پرفرن

ی موردبررس مالتیپل اسکلروزیس افراد مبتلا به  غذاهای

 %5/13نمونه مواد غذایی،  37از و دریافتند که  قراردادند

مثبت  اپسیلون سم ژن برای %7/2باکتری و حضور  برای

  بود.

های این  ی ارتباط توکسین نهیزم درمطالعات اندکی    

ین ایران ا و در شده انجامباکتری با این بیماری در جهان 

شتر ، که تحقیقات بیگرددیممطالعه برای اولین بار انجام 

ختیار ی را در این زمینه در اتر لیتکماطلاعات  تواند یم

 در که داد نشان مطالعه این نتایج پژوهشگران قرار دهد.

 توکسیژنیک هایسویه  فراوانی کنترل، گروه با مقایسه

به مالتیپل  مبتلا افراد در پرفرنجنس کلستریدیوم

 بین ارتباط ˝احتمالا تواندمی این که است بالااسکلروزیس  

 .باشدمالتیپل اسکلروزیس   ابتلا به و توکسین این وجود

 

  سپاسگزاری

ی تمام بیمارستان سینا، همکار کارکنانکلیه  از لهیوسنیبد

نل در این پروژه، پرس کننده شرکتبیماران و افراد سالم 

و  رگاد )واقع در تهران(میکروبی پاسا-آزمایشگاه تحقیقاتی

 .شودیم قدردانی و دانشگاه آزاد اسلامی واحد ساوه تشکر
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