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%���PCR�������&'() 

������	
���	������������	��*��
������������������������������ !��	
"���#$%&���"��'	������(�)�*+�,��

��
������
�����	�������������	
���		�������������������������������������������� ��!"�#�$��%�&'��������������(�)*+�,���#-��������.�/���0
�+����(	�����.���(��1����,��2�3	����+(������%��%��������	
���		�����.
3��/����+�$�����%�������0��

��	�(	�������%,.������.��45�����������6���.�/���.
������	
���		������#�����3��7�8!��%�����6�.�/���9�2��3��/������-+���6��-���%
���:���.'�����
�
���;<54����=����0��3-��/��#!-�����>?���-+���@�-A��%,.��-��CCFA�B(Cefoxitincycloserine fructose agar�,�

�������%����C���+����D��E���� 7�8!��%DNA��F��#2�G�H.�0������/	��?����:
�������������/�3	������-+��%������-��	
���		���-���
����	���)��6�����>?�,PCR�%�����(������6I�,
A�,� B� ����=��0 

��������	����6�������45�������9�/=��.
� :����.���3��/��<4����#JK��3��/��������	
���		������3����#-�
��-����0������
�-1��(-	����;L���3	�-��
B<M;L�NO�		�������(�����������	
���������:
�
�P�E!�����0�� (���(	�����;Q����3	�-��BQM;Q�NO���(��-����%�.�
A+B+� Q��3	�-��
BQ�NO�(������%�.�
A+B-�,�;�3	���B;�NO�(������%�.�
A-B

+�
����0��
���������	��������������������%
�1������������	
���		������3��
�
�6�!��31$�R��(	�������������.�/���%�+������,����:�S!	��������3-��-	����+

3��/��P�E!��.
��.������	
���		������P�E!��T	�����(��,.�.�U��+3��7�8!��%����G�.��0��
��
�����������	 &'���%�!"�#�$�� �����	
���		������� �����.�/����������������������

��
$)����*������+, ��-	���.�/	������0�/	���������1����0����������")����0�������2���0�/	�*��������������1����0����������%)���3���1��45�����.�/	������6��7!� �8�79�9:;�
������73����<��72�6

-=������������> �-�>	���	
��������������?)��*��������1���0������6��!� �8�9�9:;�
������0�/	���3���-=����<��2�6��������7> �-�>7	���7	
��������������@)���1���70����*��7�������72�����70�/	��

������1����0�������A�)���0�6��!� �8�9�9:;�
�������3-=����<��2�6����> �-�>	���	
�������������� 

�-�./���0	1������2
�.345(��6�7�8���9�mmaslani@yahoo.com� �
�(*:��6%*���9�$BC$$C$%(B����������������0	;�<�����(*:��6%*���9�$(CAC$%($��������������(*:��=3�>79�$&CDC$%($ 

?@.A7�B(*:����
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�������
������	
���		���������.���(�$,���������.
;4<L����3-��/��.
�

���������������V-	W��-X�2�3-��V$�-��,�:-��$����:����6�
�����9�2�
���������	���)���
����F�Y���.��GB;0N���%����-��(	�����-	�

�������������U�3��#JK����GLZ������,�8�����#������[-�.�.
�3�
�G�%\����3������3����H.�F�����������-�����3-���	
\��.�]������)���%�
����[�.�
��GBQ�0N������������-���
.��-����!-��������%������(	�

��������������������-����� (Antibiotic associated diarrhea: AAD)�
^�---J	�_��,�
.��---����---/�����!---"��---��#---�$���%�

�&'�-�(Pseudomembranous colitis: PMC)�#-����0��(�-)*/+
��̀ 	�������8	�������#-�����,������.�/���������������(	������-+�%

����#���%���+�0�������
,-A��%����-��(	��#�����3-�����-�
�:�S
������:
,.�D.�Y�7���
.����,�#����a.��G������a.�\-G�\-���%�

�#--���:--�B<�0N���� �̀�--��.�--�2,�8������--2
�--��6�--b
��������
�-���-�����-��	
���		���-���6����\����� ������-��

���������������+��1�������G���G�%�))��������3-��W�-���@	��-��:
��)��+������	
���		������0����\	�-=��������-�������-������ 

���������(	��.
���.��G�.��2,�8���%���A��,������H�12
�
�1�
������.�
�T_��W����
�1���Bc�0N��������:-))�����������-)����%�

���%.�/��� 6�U��� ���/���d��C���+���������-	�,�%�-����(�\-��%
������������,�6���.�/���.
�6��%�������������������
�-=	��.
�

���.�
�T_��%.�/���0�������%���-��6�.�/���9�2��.
�V����G.��(	�
��������������ef�-���G
�-$�����6��-�.�/���@�-A���g$�
.�
�
�C,�:�
�����������6��-�.�/������:��-��h���%�������	�,�:
���.�
.�Y��

����&��A����
��BL�0N������,�-��6�\-��AAD����-��3�����9�-��3-��
�������������:
������
.���������L������<4�F.
������-����i��-����0

�����^�J	�_������������	
���		�����QL��-F.
������-�������-+�%
��������\	�=�����:��/+����������-��#�$���
.������/���J	�_��,�������

�!"%�&'����������������@J�����������������#����0��%.�-/��
��������������!-���.
�,�3!-�/+��-J	�_�������	
���		�������������

�������������@J����
.�����������������,�:
�������,�6���.�/���.
�
���:	
�(���6�.�/���
���BjN0��

���������;44;������Qkk<���������%�-�����:
�T	�\-2���-8	����.
�
���:,�G�.
�%.�/���9������+����%f����)��%jL������T	�\-2��,���-��

�������#-���:��a.�\G��������6�$���S��3��W����0��,�l�-��

����:.,
��U����<k�������:�,.�mMc���3��5M;<����#-���:��.�F.
��0
���--��.
Qkkj�9��--���#--�������--��	
���		���--��� �

� (CDI: C. difficile infection)�8	����.
�������-�/���-/X.���� 
;Lk�����.
�����.�\+��������T���3����<kk����-�.�����.�\+0���9��-��

��������6�/$��.
�#����mM;���3��5M<������+����
.���;kk�����-���.�\+�
���--��.
QkkQ�3--��5M;c���--��.
�
.�--��Qkkj�:�--�.�

#���Bm0N��
����	
���		���������,
�����V-���(�������3-�������-��A�,B�

�����$���)��0�(������(	�����-+����T-_�����-F����>�f,�-	,.
�
�������.
��-/���V���,�%������%.�-/�����-	������%����-��.�
�-��0

�(��---���A�����8!---���Qm;k�---���)����B308kDa�N�,
��(�����B�������8!���Q<jj������)����B270kDa�N����-����0

�(������6I(tcdA) A��(��-����6I�,�(tcdB) B ��3�-F�2�.
�
�������3�d���.
�,��,���,���%,.�V+�3���8	
\������n���$�����3��%�

%.�--/����--	���(Pathogenicity locus: PaLoc)--�.�
�.��--X��0
3	����+��"�%�(������6I�(	��X�2�����+�)��+�B50N��

�(�����A (������,��)�����,�����#�F�Y�%�.�
�B �
���#����)�������	���#�F�Y�%�.�
�B4�0N�����,
��+��a���%�

:)!��(������������A ��
,-d� �o��(	�����ckkZLk���-�����
��
.�
�%��!���#�/��B;k�0N���:
�
�6�!����Y��H�1$�R����-����3-��

�����������-�.�
�����!-���)��-���,�����#-�$�12�(��-����,
��+.�
��(�����B����%.�/���H.X�6�����.
�����
.�
�%��f�-���	��0����-+

�(��----����,
 mono-O-glucosyltransferase,�:
�----���
(�p�,�?��+�:
����Y�%Rho ��3-��:���������GTP ���-��i���.�

���)+
�0(�p�,�?���+��%Rho�������.
��$����D.�Y�:���_$��H���i��
�����������-��V�-o)���.����-��#�JRX�,�%I�$�2��� #��d��-))��0

(�������+%A �,�B���/��Rho GTPase��+�����-��RhoA Rac �
�,Cdc42���3�	�����G��.��))��B;;0N��

a,.��--+��>--8�f�%��	�--��)��#--�C�6��--��)����G
�����6I�������-��	
���		������%�+���(��-����P�E!-�� B�

B(��----��������N�� �$��----��#!----��q----	�U���
������(��-����P�E!-��#-�C��,�2,��8$����/	����������-+����-	�

�����6I����������:�-���2�.
����-��	
���		���-����F��-�Y��%�+
��������)/	��V	\��� 9�2�BEIA�N���(��-����P�E!��.
���%�-+

���		���---��3---��/��.
����---��	
�� 9�2---��%�---+
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$�%&��
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�2��G����,���)/	��B������(��-����P�E!��	C�a,.A��.
�
3��/��������-����F��3	�?����9�2��%�+3��������#-���.
�3-�2.�.�-��N�,
a,.��+���-K���$�8$���% PCR�����		���-���P�E!-��.
�

3�������	
����.����,.�B;Q0N��
����������	
���		������#����3�����:/���8!���	�6��)�

������r1��.
�6���.�/������-���+3���������%�.�
�3-��%\-�����.
�:s-	,
TE����+�������.�/����	�,�����.
��/���%�3����������%���-��3-����-���

�������-��t�-R�� -�.�
���f�U��-����B;<N0�������-u�d���-d�.

������	
���		������3�������/��6��)�����������-����-����(	�-�

�������.�/��B<Q�NO���6�
�����.
<Z;�����#-���:��a.�\G�3$����
B;c�0N��(--	������--+�3--1$�R�%��--��C�6�\--���(�--�1�

3��/����������	
���		�������+�$�����%�a,.����:
�������� 

PCR���,������-����	I�$����?����.������-+���������-����%6���.
�
�6���.�/���@�A�������0��

��
�������
���

����45��������6��-�.�/���.
�%���-��6�.�/���9�2��3��/������-+�%
6�����B6���.�/�����+���#-	� �)�/Y������%�v��������-��� ���-_$�U�

������ (��d����� ��1	�����
� w��J�f��V��Y� ���� %.�!-��
�x���
����6��
����JU\���� 6�/_$� �iF�����N�����.'�����
�
����U�3�

��:��;<54���%.�/���6�/�.�?
�3����������q-	�U����3-�_�)���$�����%�+
�������������-���:�S!��
�J��,�a.��G�H�_�_A��\����%�g"�,�&�

���3����!��������8�\?���E!��\����6��)������		���-���P�
��������:
������ �
���:��:
�
�9�C.�������	
�0����3-1C����
�2�3�

�3��)!��?� :))����%�%����������3R-��,�3��.�/���H��E!����/8��
���������:
�
�y$�1����\?��	�,�.����?���0���T-��?�(	��.
���3-���

������)��������WU����������,�T-E�� %���-���-A��6���.�/��� (�� 
�����6���.�/���.
�6��%�����6����H�������9,�-��6�-���H�� 

�������� ��������������������3)����%.�/���
�C,� �����	���,�%�
���������gY��.�/���3��z������J��C�H��WU������.
���� 	
�G��3-	\=�

����A��,����G�.��X�:
������
.���y	�����0�3-��/�����3-�2�G�%�-+
�����3��/��{��E����|��Y�
�.
�:��������-|��K��d�%��G

��H�c���������_�)��\����3��#�������0��3��/������+3����#��-��
������.��X�T	�����
.���)�2�G�0��(	����"�.
�����#-�C�H.�-F

��(������#�$�12�%.�	�?��3��/�� �+��������-����*E	�.
� 9�2��%�+

��%��
c��������3C.
��������%.��S���
��G����0����-G��(�)*/+
����(������(��1���	�,�#!��������:�,.�-)b�%��Y}��%������%�+

�����3��/�� #��
�
�C,���!����	�,����-��%�-+�����%�-�
�.
�9�2QkZ�
������3C.
����%.��S��
��G����0��

����31$�R��(	��.
%�����3��/��.�/������+������T	�-����3$�$��	�.
�
Lkk,�8������/E��:.����@�A�����$extract 5%Yeast extract 

3���������-)"�@�-A���	�6��)������������-S	
�3-$�$�.
�,�:-))�Lkk�
,�8����������������$B3���.�o)���������.�-�2��G
�-$��6�\-���T+���

��3��/��.
��	�	�������9�2��%�+�N����3�E	.���0�������~��-��,

���������3-$�$�.
���-���+�>]�� :��3�2�G�9�2�����-+����:
�
�.��-X�

�������>]��,�����:�S��
���>8�.,�z��E����������0��~��-�
��������>?��/E��:.���<k�����������3-$�$�.
�
�-C���~��-��,�3-�����

�������3_�X
��	����>?��8$��%,�dB���%��-��������	�-��6
�-��(�-���
%��������+%����9�2-��.
�
�C����N�������		���-���@�-A��%,.

��-	�.�G������	
 (Cefoxitincycloserine fructose agar) CCFA�
�����:
�
�#!�����0�@�A��>]����+�����.��X�%�������.�C��Y�
�

:
�
:����9�-���?���G����:
���������,�A (Merck)����3-���-	�,
�:�S�--�
��--/��(Mart,Netherland) Anoxomate�@	��--��

���.
�%������������V+��2�.�C��Y�
��-��0�������3-�d���(-	�����>-?
����H.��d�.
��+.�C<m��������3C.
������H��3��
��Gc5���#��-��

����3��8������0���������-���6������8���:.,
�6�	�?����>?���-+%�
�����������.��-X�T	�-����
.�-�����-��	
���		������3��7�8!�

���)�2�G�0�������������@�-A��%,.���������	
���		������%�+
CCFA����������[�.�3��3�� 
.����������-��
�-G� &-A��H.�-F

��������RX����,�n�r��^W����3���dmm�<Z;���)��+�#	�.����X��0
���������������3�����f� 7�8!��%�+:��[�.����1��,����%\-���

�������.��X���.���
.��� ��G�)�2�G�0DNA���������-+���
.�-��%
��#-������:
����������o�QIA gene����>]-��,�-��D��E�-���

T	�����PCR6I�%����cdd3I��	�6Universal �%����P�E!��
	
�G�:
�����������	
���		�������1RX�0��

%��--����--=���PCR6I�%��--����--+�%cdd3 tcdA��,tcdB����
�--/	��?��--+B��,--C;N ��--�.��d�3--������B�,--CQN�,�� �

 Master MixB��,C<�N���8	�-������:�S��
�.
 (Eppendorf)�
��:
������B;LN.��
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 ���

������=������>?PCR����Hf��-A�� PCR���.
�������-���.�-G���I
�#o�";�O��	LMk�O�2���.
� (Tris base boricacid EDTA) TBE�

����I��$,�.
�,4k����H��3��ck�����������>-?�,�:���.�2,��8$��3_�X
�
[--�.�--	��,�����	--����.
�%\--���10�g/ml �:�S�--�
��--�� �

Gel documentation(Bio-Rad)����-)�2�G�.��-X��-�.���
.���0

�������H�1RX��J	�_��:�����6
���PE!��%���DNA���.�2,��8$��
���.������:�bp�;kk��:
������0��

���>���-2.�3	�-�����31$�R��(	��.
VPI 10463�3-�����6��-)�
6I�%����#JK�����)���+%�Cdd3 �tcdA � tcdB,���.�\-2��������

SPSS	
�G�:
������%.����%�+\�$������=���#�C�0��
��

� 
�!"#
��
$�"
$�����
�� ����#
-�./&!
PCR�0
1�
��	
cdd3+tcdA
�
tcdB



�$���%�&�������'()��(���*�('����*(+*(��,-
.bp/��,��&����
Tim6� �@�TCCAATATAATAAATTAGCATTCC %� A""� �cdd3� �
TA1� ���@ ATGATAAGGCAACTTCAGTGG%� A"?� �tcdA� �
TB1� �@� GAGCTGCTTCAATTGGAGAGA  %�� �?$"� �tcdB� �

 

 
�!0�#��!2
�
3��"
���!
$�����
��	
��(�
PCR
�	
4�5
6��
�0 

Time (Min)��Temp. ( 0C)��
tcdB� �tcdA� �Cdd3� �tcdB� �tcdA� �Cdd3� �

step��

@��@� �@ (@��(@� �(@� �Initial denaturation� �
$� �$� �$ (@��(@� �(@� �Denaturation� �

$� �$� �$ @D��@D� �@D� �Annealing� �
"C$� �"C$� �@C$ &"��&"� �&"� �Extension� �

@� �@� �$B &"��&"� �&"� �Final Extension� �
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Abstract 

Background & Aims: Clostridium difficile has been identified as a pathogen in antibiotic associated 

diarrhea (AAD), pseudomembranous colitis and also nosocomial diarrhea. The present study was performed 

to find the prevalence of toxigenic strains of C .difficile isolated from diarrhea patients hospitalized in Tehran 

hospitals.  

Method: A total of 98 fecal samples obtained during July to December 2010 were studied. Samples were 

rapidly cultured on the CCFA medium and incubated at the anaerobic conditions. Then ELISA was done to 

detect toxin A and B in the stool. Molecular identification of C.difficile was done by cdd3 universal primer 

and toxin A gene (tcdA), toxin B gene (tcdB) and binary toxin profiles were determined by PCR method. 

Results: from a total of 98 fecal samples, 15 samples (15.3%) were positive of which, 12 strains (21.2%) 

were A+B+, 2 strains (2%) were A+B-, and 1 strain (1%) was A-B+.  

Conclusion: This study showed that Clostridium difficile is an important pathogen in the development of 

nosocomial diarrhea. Therefore, routine detection of C.difficile in suspected cases is recommended. 

Keywords: Clostridium difficile, C. difficile enterotoxin A, C. difficile enterotoxin B, Diarrhea  
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