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بررسي پاسخ آنتي بادي هاي منو كلونال بر عليه آنتروتوكسين اپسيلون كلوستريدوم 
  پرفرينجنس
  رويا صدري

بيماري هاي ويروسي  بخش تشخيص و تحقيق، رازي يساز سرمموسسه تحقيقات واكسن و  ،سازمان تحقيقات،آموزش و ترويج كشاورزيكرج، 
  دام

  23/4/94 :تاريخ پذيرش    2/2/94 :تاريخ دريافت
  چكيده

 كشنده آنتروتوكسيمي در دام منجر به بيماري اپسيلونتوكسين  با ترشح است كه يهواز يب باكتري ديا پرفرينجنسكلوستري
توكسين اپسيلون بررسي  هيبرعل 5B7و 4D7شامل كننده يخنث يباد يآنتدو منوكلونال  سيتوتوكسيسيتهاثر مطالعه در اين  .شود يم

 Madin Derby Canine)نژاد مدين دربي  از كليه سگ شده هيتهسلول بر روي نس پرفرينجكلوستريديا باكتري  بدين منظور. شد

Kidney) آمين دياستينو  7بوسيله  ها سلولو  كشت داده شد)Acetinodiamine (كلونال و دو منو شدند يزيآم رنگ
)Monoclonal (4 منوكلونال يباد يآنتدو . ندبه آن افزوده و در انكوباتور قرارداده شدD7 5 وB7 از تشكيل منافذ در غشاي

ي هاتوكسينز مك آناليكبه . نعت نمودندمما) MDCK )Madine Derby canine kidney نژاد مدين دربي سگكليه  سلولي
تشخيص داده  145،134 يدهاياس نويآم 4D7منوكلونال  يباد يآنتكمك ه ، بالايزاي رقابتي و آرايه پپتيديموتانت و دو آزمون 

در نزديكي  نيزديگري ) epitope(توپ اپي سبب تشخيص ،كننده يخنثمنوكلونال  يها يباد يآنت ص گرديدمشخ همچنين .شد
الحاقي حلقه مولكول پروتئين آمفي پاتيك است كه  شده ليتشك 134 ،145 يدهاينواسيآماين ناحيه از  .شوند يماين ناحيه 

)Fusion amphomatic ( توسط  شده شناخته يها توپاپيين هويت و مشخص كردن عيت .دارند يپوشان همشاي توكسين غبا
ا اثر توكسين ب مواجهه در استفاده قابلو نيز  زا يماريبعوامل  درمان سعهتونخستين گام مهم در روند  كننده يخنث يها يباد يآنت

  . باشد يمدر آينده نزديك  )Epsilon clostridia(ها اپسيلون كلوستريديا

  ل منوكلونا يباد يآنت ،ين اپسيلونيديوم پرفرينجنس، توكسكلوستر: كليدي يها واژه

  Royasadri@rvsri.ac.ir :، پست الكترونيكي 26344570038 :، تلفننويسنده مسئول

   مقدمه
 يزا يماريبعامل مهم  گونه كلستريديوم پرفرينجنس

اي انسان و حيوانات است اين باكتري با ترشح  روده
داشته و  يزائ يماريبهاي زياد نقش مهمي در  توكسين
هاي ترشحي آن توكسيناختلاف در  وجود براساس

جنس كلوستريدياها به ) اپسيلون و يوتا بتا، آلفا، توكسين(
با ترشح توكسين   DوB تيپ . دنشو پنج تيپ تقسيم مي

در انواع ) آنتروتوكسمي(اپسيلون منجر به بيماري كشنده 
). 25( ندشو يماهلي بويژه گوسفندان  يها داممختلف 

و مشخص كردن  هدف از انجام اين مطالعه تعيين هويت

 كننده يخنث يها يباد يآنتتوسط  شده شناخته يها توپاپي
است كه نخستين گام مهم درروند توسعه درمان عوامل 

مواجهه با اثر توكسين  استفاده در و نيز قابل زا يماريب
 اثر دودر اين تحقيق  .باشد ياپسيلون كلوستريديا م

منوكلونال با مهار فعاليت سيتوتوكسيسيته  يباد يآنت
توكسين اپسيلون كلوستريدياها از تشكيل منافذ در غشاي 

علائم باليني بيماري در . سلولي بررسي و تعيين شد
متعدد  يها ياسهال و نشان درد، گوسفندان مسموم شامل دل

 يريافزايش قابليت نفوذپذ ،ييدركالبد گشا. عصبي است
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 كليوي مشهود بود تورمو  ها هيني مغز، قلب، رعروق خو
 يها مسموميت با توكسين اپسيلون در مدل). 26،31(

سبب مرگ و تغييرات ) موشرت و (آزمايشگاهي
اهلي مشاهده  يها ه كه در دامچپاتولوژيكي مشابه آن

دز لازم كشنده  .)20، 17، 5، 4، 2( گردد يم شود يم
 65 – 110ها بين  موش% 50توكسين اپسيلون جهت كشتن 

كه توكسين  آن است ديو مؤ) 13( است كيلوگرم برنانو گرم 
هاي پروتئيني باكتريائي توكسين نيتر ياپسيلون يكي از قو

برخلاف گزارشات موجود، تاكنون مشخص  ).6( باشد يم
هم  انسان نگرديده كه آيا توكسين اپسيلون سبب بيماري در

 توجه به با .)27 ،18، 16، 15، 12، 7( خير يا شود يم
حفاظت  ،در سلامت دامباكتري تهديد توكسين اپسيلون 

و يا ) توكسوئيد اپسيلون(بوسيله واكسن  آن در برابرگله 
براساس  كه باشد يم شده از اسب گرفته نيتوكس يآنت

درمان بيماري . رديگ يمصورت سرعت پيشرفت بيماري 
يا تزريق و شگيري بوسيله واكسيناسيون گروهي پي بر اًاساس
غيرواكسينه در زمان شيوع بيماري  يها دامبه  نيتوكس يآنت

لذا ). 1( رديگ يمگله صورت  يها دامآنتروتوكسيمي در بين 
اقدامات جايگزين جهت ممانعت از فعاليت توكسين 

توكسين اپسيلون فعاليت  از مطالعه نيدرا. باشد يمضروري 
سلولي  منوكلونال به روش كشت يباد يآنتدو  لهيوس به

منوكلونال فعاليت  يها يباد ينتآ و ممانعت بعمل آمد
آزمايشگاهي  يها مدلسيتوتوكسيك توكسين اپسيلون را در 

از جهت بررسي فعاليت توكسين اپسيلون  .خنثي نمودند
نژاد مدين دربي  سگشده كليه  قابل تكثير تك لايهول سل

)(Madin Derby Canine Kidney روش به In vitro 
ز آزمون الايزاي رقابتي و آرايه ا با استفاده .ه شداستفاد
اپي هاي نوتركيب توكسين اپسيلون، نقشه موتانت ،پپتيدي
كه  يباد يدو آنتبوسيله  ها توپاپيبا تعيين نمودن  ها توپ

 توكسين اپسيلون وارد شده) Domine( در غشاي دومن
  . مشخص شد همپوشاني داشتند، ها آندند و با بو

   شهارومواد و 

 , ATCC 3626 سويه Bكلوستريديوم پرفرينجنس تيپ 

NCTC 13110, NCIMB 10691)( از سيستم  با استفاده
در محيط )  (GAS PAK Becton Dickinsonگازي فشرده
 30كه شامل ()TGY )Thioglycolate yeastكشت رشد 

گرم  5/0كستروز و گرم د 5، مخمر گرم 20،تريپتونگرم 
درجه سانتي گراد  37 رمخانهدر گ) سيستئن در ليتر

 روز شبانهكشت و به مدت يك  يهواز يببصورت 
اپسيلون توسط واكنش  پروتوكسين .نگهداري گرديد

فوبيك تخليص و بكمك كروماتوگرافي تبادل يوني هيدرو
از مايع روئي كشت بوسيله سولفات  ها نيپروتئ. انجام شد
و از فيلتر استريل رسوب داده شدند % 70آمونيوم 

 = 5/7ميلي مولار در  5رسوبي در تريس بافر  يها نيپروتئ
سولفات آمونيوم به  غلظت. حل شدند )pH(محيط قليايي

يك مول رسيد و نمونه پروتئين بر روي ستون فنيل سفارز 
)Phenyle sepharose (ستون بوسيله سولفات  برده شد و

محيط  =5/7ميلي مول با  5در تريس بافر  لمو8/0آمونيوم 
پروتئين طي يك مرحله  يباندها. شتستشو داده شد اييقلي

 ماندهيباقجدا شدند و ) Tris buffer(شستشو با تريس بافر 
در تريس بافر  بالا فيلتر كمكه ب سولفات آمونيوم نمونه هم

نمونه بر  .خارج شد محيط قليايي =5/7ميلي مول با  5
در تريس بافر موازنه شد ) sepharose(روي ستون سفارز 

 بخش پروتئين كد نشده كه شامل پروتوكسين اپسيلون و
رقت هاي  و يآور جمع assay Microبا روش  ،بود

اپسيلون  نيتوكس يآنت يها يباد يآنت .پروتئيني تعيين شدند
4D7 5 وB7 ايزوتايپ  هايايمينوگلوبولينG1   

)G -Isotope (ايمينوگلوبولين  زا هستند وG1  ،يباد يآنت 
  . كنترل منفي استفاده شد يباد يآنت عنوان بهمنوكلونال موش 

 نيتوكس يآنت كنترل منفي، يها يباد يآنت( ها يباد يآنت
براساس ) 5B7اپسيلون  نيتوكس يآنتو  4D7اپسيلون 

ديگر  نرمال و HRPكونژوگه آنتي واكنش با آنزيم 
مانند  وشكل تجاري تهيه ه هم ب ،مورد استفاده ها يباد يآنت

خرگوش و  HRPن و آنزيم آنتي كونژوگه آنتي بتا لاكتي
هيدروزيلامين  واكنش با افزودن. تهيه شد HISآنتي 
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)Hydro sylamine (ميلي مول متوقف  150ت نهائي با غلظ
 ،زدائي نمك شده در ستون دوار دار نشانه يباد يآنت. شد

) Acetase(از مايع استاز  5B7يباد يآنت. مشخص شد
 نزيم كونژوكهآ هو ب خليصبراساس دستورالعمل سازنده ت

)EZ   (نيتروسولفور متصل و با بيوتين )NHS   ( در گرمخانه
شده با استفاده از ستون  دار نشان يباد يآنت .نگهداري شد

 .مشخص گرديد)   Zeba(شركت زبا  دوار نمك زدائي
در محيط كشت   MDCKكليه سگ  قابل تكثير يها سلول
جنيني گوساله سرم % 10كه با Leibovitz L15  رشد
  . )1شكل ( بودند كشت داده شدند شده يغن

  
سلول نرمال كليه سگ منولاير شده نژاد مدين در بي  -1شكل 

)MDCK(  

سيتوتوكسيسيته پروتوكسين اپسيلون تخليص شده بكمك 
 عدادت سپس. )6( تريپسين تعيين شد كننده فعاليم آنز

104
104تا 1×

 خانه 96 پليت ر چاهكسلول در ه 2×
توكسين نهايتاً  .)24، 23، 22 ،21 ،19، 14، 9( ته شدريخ

 درجه 37افزوده شد و در گرمخانه  ها سلولاپسيلون به 
 ساعت نگهداري و سيتوتوكسيسيته 16بمدت  گرادسانتي

به كمك معرف  آميزي سلولرنگ باتوكسين اپسيلون 
 ،13(گرديد تعيين  (MTT)متابوليكي تترا زوليوم برومايد 

از % 50 نتكشهت جدز توكسين مورد نياز  ميزان ).30
به كمك فرمول ريگراسيون ) CT50(منولاير شده  يها سلول
شده  كيلفذ و خلل و فرج تشيابي منارد. گرديدآناليز 

 سيلون براساس ميزان دريافت اسيدبوسيله توكسين اپ
توكسين اپسيلون مدت . شد يزيآم رنگنوكلئيك سلولي، 

ه گراد با محيط بسانتيدرجه  37يك ساعت در دماي 
هاي باديبا مكمل و آنتي  شده يغنمحيط تنهائي يا 

كنترل نگهداري شدند و سپس اين مخلوط به  كننده يخنث
104به تعداد  MDCK يها سلول

104يا  5×
 به هر 2×

 37دقيقه در دماي  45 زمان مدت افزوده شد و پليت چاهك
در  يزيآم رنگ يها سلول. ندشد قرارداده گرادسانتي درجه

 در گرمخانهدقيقه  15گراد براي سانتيدرجه  37دماي 
خارج و  ها سلولمحيط روي سپس . نگهداري شدند

با بافر نمكي فسفات شستشو داده شدند و  يآرام به ها سلول
 37در بافر فسفات نمكي در دماي % 4بوسيله فرمالدئيد 

شدند و سپس  تثبيتبمدت نيم ساعت  گرادسانتي درجه
ه و ب هر استات آمونيوم شستشو داده شددسه مرتبه  براي

 .شد تيرؤ دهاياسلا ،رسنسفلو كمك ميكروسكوپ
افزودن توكسين اپسيلون تخليص  آزمون الايزاي رقابتي با

آن از منوكلونال  يها چاهكشده در ميكروپليت كه كف 
اپسيلون پوشيده شده  نيتوكس يآنت 5B7يا  4D7 يباد يآنت

 37پليت مدت يك ساعت در دماي ). 3( بود نيز اجرا شد
پليت  يها چاهكگراد نگهداري و سپس سانتيدرجه 

هاي متصل نشده سه مرتبه شستشو توكسينجهت حذف 
 يباد يآنت كنترل منفي، يها يباد يآنتداده شدند و با 

 نيتوكس يآنت يباد يآنت، يا 5B7اپسيلون  نيتوكس يآنت
درجه  37 هدر گرمخانبمدت يك ساعت  4D7اپسيلون 

متصل  يباد يآنتهت حذف ج .نگهداري شدندگراد سانتي
سه مرتبه شستشو داده براي  ،ظرف پليت يها چاهك. نشده

شده  دار نشانه يباد يآنتشدند و سپس مدت يك ساعت با 
ظرف  يها چاهك. در گرمخانه قرارگرفتند  5B7با بيوتين

بيوتينه شده  يباد يآنتپليت سه مرتبه جهت حذف 
متصل با استفاده  يباد يآنتتصل شستشو داده شدند و غيرم

  .سوبسترا رديابي شد از آنزيم كونژوگه و

  نتايج
دراين مطالعه هويت پروتوتوكسين اپسيلون تخليص شده با 

منوكلونال ويژه توكسين اپسيلون در آزمون  يباد يآنت
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اين پروتوكسين بوسيله  ازآنكه پسشد و  دييتأايمنوبلات 
 يها نيپروتئ ز به توكسين فعال تبديل شد،نزيم پروتئاآ

. دندحذف گردي پرفرينجنس كلوستريديومنمونه مشترك از 
نشان داد كه ميزان دز  سلولي يزيآم رنگنتايج حاصل از 

 ها سلول% 50بردن  نياز بتوكسين اپسيلون لازم براي 
)CT50 (19  فعاليت  .باشد يمميلي ليتر  برنانو گرم

 يها يباد يآنتن اپسيلون بوسيله سيتوتوكسيسيته توكسي
همانگونه كه . مهار گرديد )4D7) ،5B7موش كننده يخنث

كسيسيته از سيتوتو5B7 و4D7  يباد يآنتدو  رفت يمانتظار 
 معين ممانعت بعمل آوردند و توكسين اپسيلون با يك دز

آزمايش شده قادر  در هر دزكنترل منفي  يباد يآنتدر مقابل 
مرگ سلولي بوسيله  .وتوكسيسيته نشدبه مهار فعاليت سيت

توكسين اپسيلون مربوط به تشكيل منافذ بزرگ و وسيع در 

در . غشاي پلاسمائي سلول هدف بوسيله توكسين است
براي ممانعت از  كننده يخنث يها يباد يآنتقابليت  بررسي

 يها سلولهسته ، تشكيل منافذ بوسيله توكسين اپسيلون
MDCK  ئي سلول پلاسما ءغشا .ودمقاوم ب يزيآم رنگدر

هسته  ،در مقابلبوده و قابليت نفوذ در برابر رنگ را دارا 
 ريپذ رنگ به سهولت ،ثر از توكسين اپسيلونأمت يها سلول

اثر . شدندسازگار  ،شدند و با تشكيل منافذ بوسيله توكسين
براي تشكيل  كننده يخنث يها يباد يآنتممانعت كنندگي 
پ فلورسنت نشان ميكروسكو، با ناپسيلومنافذ بر توكسين 

از  ،كنترل يباد يآنتبجز  يباد يآنتهر دو در آن كه داده شد 
نشان داده  نيز ند ودسلول ممانعت بعمل آور يريپذ رنگ

ذ از قابليت تشكيل مناف كننده يخنث يها يباد يآنتشد كه 
  .)2شكل ( كنند يم بوسيله توكسين اپسيلون جلوگيري

  

  
نژاد مدين دربي سگ و عاري از تشكيل منافذ در غشاي سلول كليه  4D7ثر شده از منوكلونال آنتي بادي أتليال كليه سگ مت سلول هاي اپي -2شكل

)(MDCK   
در واكنش با  كننده يخنث يها يباد يآنت آيا تعيين اينكه در

 شود يمتوكسين اپسيلون  سبب مهار فعاليت MDCKسلول 
سيته توكسين سيتوتوكسي از فعاليت كه شدمشخص يا خير، 

و هر دو  نشده استشده كاسته  يگذار نشانهاپسيلون 
فعاليت  يساز يخنثبه قادر  5B7و 4D7 يباد يآنت

نتيجه آزمايش  .اند بوده يگذار نشانهسيتوتوكسيك توكسين 
بر توكسين اپسيلون متصل  كننده يخنث يها يباد يآنتاثر 

كنترل  يباد يآنتبا مقايسه در  ،MDCK يها سلولشده به 
 سبب كاهش مقدار كننده يخنث يباد يآنتمنفي، هر دو 

 .شده بودند ها سلولتوكسين اپسيلون متصل شده به 

در  ها سلولميانگين كاهش توكسين اپسيلون متصل شده به 
جهت فقدان  كننده يخنث يها يباد يآنتحضور 

اينكه  براي تعيين. نباشدسيتوتوكسيسيته ممكن است كافي 
اپسيلون بدنبال اتصال توكسين  كننده يخنث يها يباد يآنتآيا 

قابليت  ،يا خير اند شده مانع رويدادي ها سلولبه 
جهت مهار سيتوتوكسيسيته   5B7و  4D7يها يباد يآنت

در MDCK  يها سلولتوكسين اپسيلون متصل شده به 
پس از . يد قرارگرفتأيمورد ت گراد يسانتدرجه  4دماي 
 MDCKمنولاير  يها سلولتوكسين متصل نشده به حذف 

كنترل منفي و  يها يباد يآنتو در محيط كشت محتوي 
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قادر به  كننده يخنث يها يباد يآنت اًنوتراليزان، صرف
يتوتوكسيك توكسين اپسيلون بودند جلوگيري از فعاليت س

باند  ها سلولبه  يباد يآنتاولين مرتبه در غياب كه براي 
هر دو  كه شود يمنتيجه گرفته يج اين نتا زا .شده بودند

توكسين اپسيلون از سيتوتوكسيسيته  كننده يخنث يباد يآنت
رويدادي كه  از و نيز اند نموده باند شده به سلول ممانعت

جلوگيري به  شوند يم ها سلولس از باند شدن توكسين به پ
  .آورند يمعمل 

  بحث
رينجنس تيپ كلوستريديوم پرف لهيوس بهتوكسين اپسيلون 

B, D  بنام پروتوكسين اپسيلون توليد  رفعاليغ نسبتاًبشكل
پس از ) گوسفند و بز(كه در سيستم گوارشي دام  شود يم

شكل آنتروتوكسين اپسيلون كشنده قوي ه فعال شدن ب
و در گاو هم اين  شود يم يدرصد صد ريوم مرگسبب 

و سيستم عصبي  ها هيردر  زخمپروتوكسين سبب ايجاد 
و  ها اسبدر مواردي هم  .)31، 29( شود يممركزي 

در  ).11، 10، 4( رنديگ يمثير آن قرار أت حتبالغ تهاي گاو
متشكل از ) peptid(هر پپتيد  ها توپاز اپي يبردار نقشه

پپتيد  دينواسيآم، ده هااسيد بود و هريك از پپتيددوازده آمينو
جهت اجراي  شده هيته كيت .كنند يم يپوشان همقبلي را 

العمل سازنده با براساس دستور آزمون الايزاي رقابتي
ويژه  يباد يآنتنترل منفي يا منوكلونال ك يباد يآنتكاربرد 

ج يو نتا يانداز راه توكسين اپسيلون هيبرعلمنوكلونال 
سال قبل  صد كيبيش از . و قرائت شد تيرؤحاصل آن 

دار نشان داده وكسينت يها يماريببر عليه  غيرفعالايمني 
 درمان جهت همبراساس نتايج مطالعات گذشته  و شد

دار  نيتوكس يآنت يباد يآنتاز  نيز ييمبيماري آنتروتوكس
 اند نمودهقوي استفاده  يها يباكترهاي توكسين برخي از

در موارد آنتروتوكسيمي تجويز آنتي سرم  .)20 و 12(
 براي درمان دهپيشگيري كننشكل په اپسيلون ب كننده يخنث
مي هم يآنتروتوكس غيرواكسينه در زمان شيوع يها دام

توسط  شده مشخص يها توپاپياز  .شد يماستفاده 

توكسين هاي  از تعداديفعاليت  ،كننده يخنث يها يباد يآنت
شان علاوه بر آن ن .)8( شد يبردار يكپ زين عامل منتخب 

سيتو  يكنندگ يخنثاثرات  يباد يآنتداده شد كه اين دو 
 دارند MDCK توكسيك توكسين اپسيلون را بر روي سلول

 از فعاليت تشكيل منافذ كننده يخنث يباد يدو آنت و نيز اين
 كنند و سبب كاهشميتوسط توكسين اپسيلون ممانعت 
درجه  4در  ها سلولبه  مقدار توكسين اپسيلون متصل شده

اند كسين باين امكان وجود دارد كه تو. )28، 2( شوند يم
گيرنده ند يك ليگا شده به يك گيرنده بوسيله واكنش با

هم  پذير برگشت رقابليغتوكسين . گردد ريپذ برگشت
سلولي است كه بدنبال ورود توكسين به غشاي  مربوط به
كسين تو بيانگر آنست كه   گذشتهطالعات م. ي باشديپلاسما

و سبب تشكيل منافذ در  اپسيلون وارد غشاي سلول شده
قطع  بطور. )23 ،1( استنشده  گرادسانتي درجه 4دماي 

 بر اثر ممانعت كنندگي مستقيم كننده يخنث يها يباد يآنت
 4دماي  رود به غشاي سلول توسط توكسين درروي و
كه  رسد يمو بنظر  دهند يمنشان  را گرادسانتي درجه

 مانع واكنش بين توكسين اپسيلون كننده يخنث يها يباد يآنت
 ييها توپاپيكه  علت نيا بهو يا ) 22( است و يك گيرنده

 ييشناساهستند مورد  ها رندهيگدرگير واكنش با  اًكه مستقيم
 يها يباد يآنتو يا بدين سبب كه اتصال  اند شده  واقع
كمك يك ه با توكسين مانع شناسائي گيرنده ب كننده يخنث

توكسين  غلظتكاهش . است دومن شده گيرنده متصل به
 19به نانوگرم بر ميلي گرم  CT50 )5/47  دواح 5/2از 

  MMTيزيآم رنگسبب كاهش ميزان ) نانوگرم بر ميلي گرم
))tetrazolium based microculture assay (MTT(  به

علاوه  شود يملذا پيشنهاد . گردد يممعيار كنترل % 50ميزان 
 يها يباد يآنتند شده به سلول، ميزان توكسين با بر كاهش

ند مرحله اتصال را متوقف ساخته باشند و چ، هكنند يخنث
مانع سيتوتوكسيسيته توكسين  كننده يخنث يها يباد يآنت

. ها متصل بودند شده است به سلول اپسيلون كه قبلاً
از واكنش بين گيرنده توكسين  كننده يخنث يها يباد يآنت

 يدهايپپت ييسبب شناسا 4D7 يباد يآنت. كنند يجلوگيري م
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در آزمون آرايه پپتيدي  134-145 يدهاينواسيمربوط به آم
جهت باند 5B7 بيوتين دار  يباد يقابليت آنت. شده است

شدن به توكسين اپسيلون با نگهداري توكسين به همراه 
-145ي دهاينواسيفوق در گرمخانه با حذف آم يباد يآنت

توكسين اپسيلون موتانت نيست لذا  ييقادر به شناسا 134
همچنين محتمل است كه . شود يار ممه 5B7 يباد يآنت
هائي شود توپيممكن است سبب تشخيص اپي يباد يآنت

  .اند افتهيتداخل  134- 145كه با آمينواسيدهاي 
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Monoclonal antibodies responses against epsilon enterotoxin of 
Clostridium perfringens by macro techniques culture 
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Abstract 

Clostridia pererfringens is anaerobic bacteria with secretion epsilon toxin that causes 
lethal enterotoxaemia in animals. In this study, cytotoxicity effects of two monoclonal 
neutralizing antibodies 4D7 and 5B7 were evaluated against epsilon toxin using an in 
vitro technique with staining MDCK cell culture. The effects of inhibitory of two 
monoclonal antibodies neutralize epsilon toxin of clostridia that were cultured on 
Madin Derby canine Kidney cells, MDCK cells by staining 7-actinodiamine dye. It was 
showed that the two neutralizing antibodies inhibited the pore forming activity of 
epsilon toxin and reduced the epsilon toxin bound to MDCK cells at 4oC. Epitopes, the 
two major 134, 145 amino acids were recognized by antibodies that neutralized the 
activities of epsilon toxin, By Competitive ELISA and microarray tests via that 
monoclonal antibody 4D7 were also diagnosed and analyzed134 and 145 epitopes It 
was shown that an amphipathic protein molecule was coated with toxin membrane. 
Therefore, this valuable information may be used in the development antitoxin therapies 
in the near future time. 
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