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چکیده 
هدف    کند.  گوسفند و بز را درگیر میای به نام آنتروتوکسمی بوده که غالباً  عامل بیماری حاد و کشنده  پرفرینجنس،  کلستریدیوم  Dتیپ      

بدین   اهواز بوده است.   یبیماری در گوسفندان منطقهاین  ، باکتریولوژی، سرولوژی و مولکولی  پاتولوژی  هایارزیابی جنبهاز این مطالعه،  
اطلاعات بالینی( به طور معمول کالبدگشایی    یرأس گوسفند مشکوک به آنتروتوکسمی، )بر پایه  20ماهه،  23زمانی    یمنظور در فاصله

بالینی  ی یافته ن بارزتریها مرگ ناگهانی به عنوان از دام درصد 50در  . اخذ گردید بعدی هایآزمایشها جهت  های لازم از آنه و نمونهشد
بودشد  گزارش خون  شناسیآسیب  هاینشانه  ترینمعمول  .  ه  مزبور  حیوانات  )مشاهده شده در  اندوکارد  پنومونی  درصد  70ریزی   ،)

های از دام  درصد  50علاوه بر این در    ( بود.  درصد  65ای )( و نکروز حاد لولهدرصد  60)  یریزی مغز(، ادم و خوندرصد  65بینابینی )
جدایه    6جداسازی    یدهندهبر روی محتویات روده، نشان  کهای معمول باکتریولوژیبررسی    وری نیز به اثبات رسید.امزبور، گلوکوز

 بودند.  Dو    C  هایتیپیک از    جدایه از هر  1  و  Aتیپ    جدایه  PCR  ،4های  یافته  ی بود که بر پایه  پرفرینجنس   کلستریدیوممشکوک به  
خوانی  هم  PCRهای  تشخیص توکسین در محتویات روده با استفاده از آزمون الایزای غیرمستقیم صورت پذیرفت که نتایج آن با یافته

ها نمونه  درصد   50وقوع آنتروتوکسمی در حداقل    ،Dوری به عنوان شاخص آنتروتوکسمی تیپ  و گلوکوزا  با فرض ضایعات مغزی  داشت.  
ها در  نمونهاهمیت تازه بودن    یدهندهمطالعه نشاناین  های  یافته  .  خوانی نداشت، همهاهای دیگر آزمونبا یافتهمورد گمان است که البته  

واکسیناسیون   ی با توجه به سابقههمچنین    های آن، است.و توکسین  پرفرینجنس کلستریدیوم قابل استفاده برای ردیابی های نتایج آزمون
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 مقدمه
های گوسفند و  ترين بیماریآنتروتوکسمی يکی از شايع    

خطرناک و کشنده   ،اين بیماری در ايران و جهان است.  بز

دامداری ساله  هر  و  میبوده  قرار  تهديد  مورد  را   . دهدها 

نام   به  بیماری  گروه    پرفرينجنس   کلستريديومعامل  از 

بیباسیل مثبت  گرم  هاگهای  غیرمتحرک،  و  هوازی،  زا 

انسان و    یاست که در خاک و محتويات روده  دارکپسول

می زندگی  )حیوانات  انواع      (.Songer, 1996کند 

آنتروتوکسمی ناشی از اين باسیل از نظر تظاهرات بالینی و  

توکسین  پاتولوژی و  باکتری  نوع  حسب  خاص  بر  های 

آن متفاوت است بر اساس  سويه .   تولیدی  اين گونه  های 

آن در  توانايی  آلفا ها  کشنده  توکسین  چهار  بتا 1تولید   ،2 ،

يوتا3اپسیلون و  تیپ  4،  پنج  تقسیم    Eو    A  ،B  ،C  ،D  به 

ترين عامل بیماری  باکتری به عنوان شايع  Dتیپ    شوند.  می

  شوددر گوسفند و بز تلقی می  (5نرمی )قلوه  آنتروتوکسمی  

(Uzal & Songer, 2008)   .  ها  و داماين باکتری در انسان

از    ی اغلب کشندههامسئول ايجاد طیف وسیعی از بیماری

نتريت نکروز  آ،  6جمله مسمومیت غذايی، قانقاريای گازی

های  دهنده در اطفال و عفونت  دهنده و آنتروکولیت نکروز

   . (Rood & Cole, 1991)  استها  سیستم گوارشی در دام

عمده   پرفرينجنس   کلستريديوم  زايیبیماری راه  سه    به   از 

توکسین   ی: اول، نکروز مخاط روده به واسطه رسدمی  انجام

آنتريت ايجاد  و  و  باکتری  فیبرينی  هموراژيک،  های 

در  و  آنتروتوکسین  موضعی  ترشحی  اثر  دوم،  نکروتیک. 

نتیجه ايجاد اسهال و ضايعات اندک در مخاط روده و سوم  

سیستمیک   از جذب  مناطق دورتر  در  اثر  و  آنتروتوکسین 

 (. Uzal et al., 2016روده )

های کالبدگشايی  بیمار، علائم بالینی و يافته   یتاريخچه     

 اما   ،وتوکسمی در گوسفند و بز مفید بودهدر تشخیص آنتر
 

1- Clostridium perfringensAlpha-toxin(Cpa) 

2- Clostridium perfringensBeta toxin(Cpb) 

3- Epsilon toxin (Etx) 

4- Iota toxin (Itx)  
5- Pulpy kidney 

6- Gas gangrene 

7- Toxin-antitoxin neutralization test 

قبول قابل  تشخیص    ،معیار  بیماریبرای  شناسايی    اين 

 ,Uzal)  محتويات روده استدر  عامل    باکتری  هایتوکسین

ت   . (2004 انواع  تشخیص    کلستريديوم  هاییپدر 

گسترده    پرفرينجنس  طور    هایتوکسین  جستجویاز  به 

Cpa ،Cpb  وEtx  يزا روش الابه کمک (Uzal & Songer, 

( و  Fayez et al., 2013)  مرازای پلیواکنش زنجیره،  (2008

خنثی  نیز توکسینآزمايش  استفاده    7توکسین آنتی  -سازی 

به منظور تشخیص   به علاوه    .(Bryan et al., 2013)  شودمی

ادرار، تهیه ندازها  ،بیماری گسترش مخاطی    یگیری گلوکز 

و رنگ گرماز روده  بافت بررسی هیستو  ،آمیزی  پاتولوژی 

باشد )کمک  تواندمی  مغز    . (Uzal & Songer, 2008کننده 

درمانآنتروتوکسمی   از  غالباً  استفاده  با  لیکن  است  ناپذير 

خواهد  پذير  امکانمقابله با آن  گیری و  ، پیشواکسیناسیون

   (. De la Rosa et al., 1997; Pilechian, 2013)  بود

 دانشکده   پاتولوژی  بخش  آرشیو  در  موجود  مستندات

  وقوع   گر بیان  اهواز،  چمران   شهید  دانشگاه  ، دامپزشکی

 های دام  از  توجهی  قابل  درصد  در  آنتروتوکسمی  احتمالی

  و   ایتاريخچه   اطلاعات  اساس   بر)  بخش  اين  به   شده  ارجاع

  نوبت  دو  رغمعلی  هاآن  از  برخی  که بود    (  کالبدگشايی

  اظهارات  به   مستند)  توکسمیوآنتر  ضدِ  بر  واکسیناسیون

  امکان   عدم  از  نظر  صرف    .بودند  داده  رخ(هاآن  صاحبان 

  ل غیرمعمو شیوع  دامداران، اظهارات سقم  يا   صحت  بررسی

 مورد   در  مطالعاتی  انجام  لزوم  منطقه،  سطح  در  توکسمیوآنتر

بر      . ودنممی  طلب  را  آن  بر   مؤثر  علل  و  رخداد  اين  چرايی

  هایجنبه  یمطالعه  ،تحقیق يناز انجام ا  هدف اساس  ینهم

مشکوک   ی موارد ارجاع مولکولی  و باکتريولوژی، یپاتولوژ

 بوده است. اهواز در یآنتروتوکسم یماریبه ب
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 مواد و روش کار 
 گیری نمونه

تا   1394  بهمن )از ماه  23در مدت زمان مطالعه، اين در     

بیمارستان  ارجاعی به    رأس گوسفند  20  تعداد  ،(1396  آذر

  2سنی  محدوده    با  دامپزشکی دانشگاه شهید چمران اهواز

-بر اساس يافته )مشکوک به آنتروتوکسمی  سال و 5ماه تا 

تاريخچه ه و  بالینی  جمله  ای  از  اسهال،  ای  ناگهانی،  مرگ 

  هایدام  .گرفتندمورد بررسی قرار ( مشکلات تنفسی و ....

نموناستاندارد    شکلبه    ،مزبور و  شده  های  ه کالبدگشايی 

،  )ايلئوم(  باريک  یهای مختلف از جمله رودهبافتی از ارگان

  ، قلب (سمت چپ  و عمدتاً  ديافراگمی   )لوب  کبد، کلیه، ريه 

چپ( مغز   )بطن  داخلی،    و  کپسول  بررسی  منظور  )به 

  در بافرو  تهیه    (آن  هایتالاموس، مغز میانی، مخچه و پايک

مطابق    هانمونه  اين  از    .ندگرديد  پايدار  درصد  10فرمالین  

ضخامت    میکروسکوپی مقاطع    ،استاندارد  هایروش   5با 

شده  میکرومتر  هماتوکسیلینو    آماده  روش   ئوزين اِ-به 

تهیه   هاینمونه وجود قند در    چنینمه  .  گرديد  آمیزیرنگ

نوار   با استفاده از  ها نیزدام   یموجود در مثانه ادرار    از  شده

 & Filho et al., 2009; Uzal)گرديد  بررسی    قند  تشخیص

Songer, 2008) . 

در   منظوربه       توکسین  جستجوی  و  باکتری  جداسازی 

سازی  گرم از محتويات پس از رقیق  3-4  محتويات روده،

منفی   دمای  در  آزمايش  زمان  تا  فیزيولوژی  سرم    20با 

اين  رويی    یاز مايه     .شدند  نگهداری  گرادسانتی  یدرجه 

نشین پس از سانتريفیوژ و ته (  رفع انجماد)پس از  ها  نمونه 

ذرات   کشت    ،درشتشدن  محیط   دار خون  ژلوزدرون 

کشت داده شده   نئومايسین لیترگرم در میلیمیلی 40حاوی 

هوازی در انکوباتور قرار  شرايط بیساعت در    48و به مدت  

از    گرفت.   مشکوک  کلونی  ،اين مدتپس  لحاظ  های  از 

)ريخت در  ايجاد  شناسی  دوگانه  کشتهمولیز  و   (محیط 

و  رنگ گرم  و    هایآزمايشانجام  همچنین  آمیزی  کاتالاز 

در محیط کشت  های مظنون،  جدايه     شدند.اکسیداز بررسی  

حاویتخم  یزرده  ژلوز شیر    نئومايسین  مرغ  محیط  و 

شد  کشت نیز    دارتورنسل گرديدندداده  هويت  تعیین  و    ه 

(Wen & McClane, 2004)  .    ،کشت به  نمونه جهت  ها 

به عنوان کنترل  )  پرفرينجنس  کلستريديومای از  جدايه   همراه

ضمن اتصال به    و  قرار داده شده  هوازیدر جار بی  (مثبت

ساعت    48به مدت  هوازی،  شرايط بی  یدستگاه ايجاد کننده

 Quinn)  قرار گرفتندگراد  سانتی  یدرجه   37در انکوباتور  

et al., 2013; Markey et al., 2013) . 

 

 های مشکوکجدایه مولکولیتعیین تیپ 

استخراج       نمونه   DNAجهت  از روش جوشاندن  از  ها 

های رشد  پرگنه از باکتری  2-3ين منظور  بد    استفاده گرديد.

حاوی کرده،   میکروتیوب  مقطر    میکرولیتر   400  به  آب 

شدهاستريل   ورتکس   منتقل  از  پس  نمونه   و  در  کوتاه،  ها 

  10- 15گراد به مدت  سانتی  یدرجه   100ترموبلاک با دمای  

ها  نمونه   ، پس از آن    ها لیز شوند. تند تا باکتریدقیقه قرار گرف

مدت   دور    2به  در  و    rpm5000دقیقه  شده  سانتريفیوژ 

تا پس از تعیین غلظت  الگو    DNAمحلول رويی به عنوان  

در  و  های استريل  در میکروتیوبPCR زمان انجام آزمون  

 ,.Ausubel et al)  گرديدنگهداری  گراد  سانتی  -20دمای  

از    ، های مشکوکجدايه   أيید مولکولیبه منظور ت    (. 2002

ژن اختصاصی  توکسین  پرايمرهای  به  مربوط    آلفا های 

   . (Heikinheimo & Korkeala, 2005)  شدباکتری استفاده  

در   مربوطه  پرايمرهای  است.   Table 1توالی  شده     درج 

حجم  ب  PCRواکنش   مرحله   25ا  چند  در  با    میکرولیتر 

  دانمارک( انجام شد   - )امپلیکون  Master Mix 2xاستفاده از  

 است.  گرديدهدرج  Table 2که اجزای آن در 
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Table 1: Nucleotide sequence of primers used to determine the type of  

Clostridium perfringens isolates )Heikinheimo & Korkeala, 2005) 

Target gene Nucleotide sequence of  primers Size (bp) 

Cpa F: 51 – TGCATGAGCTTCAATTAGGT - 31 

R: 51 – TTAGTTTTGCAACCTGCTGT - 31 381 

Cpb F: 51 – GCGAATATGCTGAATCATCTA - 31 

R: 51 – GCAGGAACATTAGTATATCTTC- 31 195 

Etx F: 51 – GCGGTGATATCCATCTATTC - 31 

R: 51- CCACTTACTTGTCCTACTAAC  - 31 655 

Itx F: 51 – ACTACTCTCAGACAGACAG – 31 

R: 51 – CTTTCCTTCTATTACTATACG – 31 443 

 
Table 2: Components and amounts of PCR reaction for amplification of  

Clostridium perfringens α toxin gene (Gharibi et al, 2017) 

Volume used in each reaction (Microliters) The reaction components 

12/5 Master Mix 2x 

2/5 (10 Micromolar) Forward Primer 

2/5 Reverse Primer (10 Micromolar) 

3 DNA 

4/5 PCR Grade Water 

25 Total 
 

آزمايش     از  نوبت  هر  از    DNAاز    در  شده  استخراج 

مثبت    Aتیپ    پرفرينجنس  کلستريديوم کنترل  عنوان  به 

فوق  در ابتدا موارد ، PCRبرای هر واکنش  . گرديداستفاده 

(، در مجاورت يخ به  DNA  با مقادير ذکر شده )به استثنای 

میکرولیتر    22و سپس میزان    گرديده صورت مخلوط تهیه  

مخلوط میکروتیوب  از  درون  لیتری  میلی  2/0های  به 

سپس به    منتقل شدند.    DNaseو عاری از    PCRمخصوص  

از    3میزان   مشکوک  جدايه   DNAمیکرولیتر  )حاوی  های 

الگو(    50حدود   از  هر  نانوگرم  به  جداگانه  صورت  به 

منتقل   ممیکروتیوب  به میکروتیوب    .گرديدخلوط  و  ها 

) رمال تدستگاه   و  Eppendorf, Germanyسايکلر  منتقل   )

در صورت تولید   اجرا شد.    Table 3دمايی طبق    یبرنامه 

در  پرفرينچنس  کلستريديومنمونه    bp381به طول  محصولی  

 . (Heikinheimo & Korkeala, 2005) گرفته شد رنظ

 
Table 3: Thermal conditions of Clostdridium perfringens Cpa gene amplification (Heikinheimo & 

Korkeala, 2005) 

Cycles Levels Number of cycles Temperature ˚C Time 

The first cycle 
Initial 

Denaturation 
1 94 5 minutes 

The Second cycle 

Denaturation 

Annealing 
Elongation 

35 

94 

55 

72 

60 Seconds 

60 Seconds 

60 Seconds 

The Third cycle Final elongation 1 72 10 minutes 
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)تعیین   پرفرينجنس   کلستريديوم   ژنوتیپ  تعیینبه منظور      

   استفاده گرديد. ه چندگان  PCRهای اصلی( ازساير توکسین

PCR  حجم    ه چندگان انجام    50در  که  گرفت  میکرولیتر 

در هر واکنش    آورده شده است.    Table 4اجزای واکنش در  

 مربوط به  هایاز پرايمرهای اختصاصی مربوط به توکسین 

 گرديد. ( استفاده میTable 1)  پرفرينجنس کلستريديوم

 
Table 4: Ingredients of triplex PCR reaction to determine the type of  

Clostridium perfringens isolates (Heikinheimo & Korkeala, 2005 ( 

The reaction components The final volume (Microliter) 

Master mix 2x 25 

Cpb forward primer (10 Micromolar) 2 

Cpb reverse primer (10 Micromolar) 2 

Etx forward primer (10 Micromolar) 2 

Etx reverse primer (10 Micromolar) 2 

Ia forward primer (10 Micromolar) 2 

Ia reverse primer (10 Micromolar) 2 

DNA 5 

PCR Grade Water 8 

Total 50 

 

-)تیپ  پرفرينجنس  کلستريديوم  استخراج شده  DNA  از    

  PCR  ( به عنوان کنترل مثبت در آزمايشC  و    A ،Dایه

، در ابتدا  PCR  برای هر واکنش   استفاده گرديد.    ،ه چندگان

فوق استثنای   مواد  )به  شده  ذکر  مقادير  در  DNA  با   ،)

صورت   به  يخ  میمجاورت  تهیه  سپس  مخلوط  و  گرديد 

درون    45میزان   به  واکنش  اجزای  مخلوط  از  میکرولیتر 

که عاری   PCR لیتری مخصوصمیلی 2/0 هایمیکروتیوب

میکرولیتر    5متعاقباً مقدار    شد. بودند، منتقل می   DNase  از

به هر میکروتیوب جدايه   DNAاز   ها به صورت جداگانه 

محتويات درون میکروتیوب  منتقل و پس از مخلوط کردن با  

ها پس  میکروتیوب    گرديد. درب آن بسته و کدگذاری می

ش آماده  ترمال از  دستگاه  به  منتقل   دن  برنامه   سايکلر    یو 

در    شد.  ( اجرا میTable 3قبل )  یحرارتی مشابه مرحله 

موفق، تکثیر  و  شرايط  بودن  فراهم    آغازگرهای  صورت 

Cpb  ،Etx    وIa  655،  195های،  به طول  به ترتیب قطعاتی  

 ,Heikinheimo & Korkeala)  نمودندرا تکثیر می  443و  

بتا نقش    هایجايی که توکسین  از آن   .  (2005 اپسیلون و 

  پرفرينجنس   کلستريديوم  C  و  B  هایمهمی در تعیین تیپ 

  هایژن  دوگانه با استفاده از پرايمرهای   PCRواکنش    دارند،

-جدايه   بندیهای بتا و اپسیلون، برای کمک به تیپتوکسین

اجزای واکنش فوق را نشان    Table 5ها نیز صورت گرفت.   

 دهد.می
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Table 5: Ingredients of PCR reaction for detection of Clostridium 

 perfringens β and ε toxins (Gharibi et al, 2017) 

Materials and concentrations required Final volume (Microliters) 

Master mix 2x 12/5 

Forward primer (10 Micromolar) Cpb 2/5 

Reverse primer (10 Micromolar)  Cpb 2/5 

Etx forward primer (10 Micromolar) 2/2 

Etx reverse primer (10 Micromolar) 2/2 

DNA 3/1 

Total 25 

 

 الایزا با استفاده ازتشخیص توکسین در محتویات روده 

تشخیص       منظور    کلستريديوم  هایتوکسین  وجود به 

با استفاده از    الايزااز آزمون    ،محتويات رودهدر    پرفرينجنس 

تجاری نام  آنتروتوکسمی   کیت  ساخت    Bio-x/k290/2  با 

گرديد استفاده  اساس      . بلژيک  بر  کیت  ی  الايزااين 

طراحی شده   به تشخیص هم  وبود  غیرمستقیم  قادر  زمان 

و    پرفرينجنس کلستريديوم  های آلفا، بتا و اپسیلون توکسین

است نمونه  در  باکتری  خود  وجود  آزمايش    .  نیز  مراحل 

ا  الايزا سازنده  شرکت  توصیه  میزان  طبق  و  گرفت  نجام 

 نانومتر   450  پلیت در طول موج ایهحفره جذب نوری

 

 نتایج 
 علائم بالینی 

(  رأس  12)   احتضار  حال   در  يا  مطالعه   مورد  گوسفندان    

  جهت(  رأس 8) مرگ  از پس کوتاهی یفاصله  به  يا و بوده

مشاهده شده    علائم   ترينغالب  .  شدند  ارجاع   کالبدگشايی 

احتضار    موارددر   حال    ،(درصد  75)   ناگهانی   مرگ در 

  50)  1جانبی   گیریزمین  ،(درصد  50)  یتنفس  مشکلات

  3/33)  سهالا(،  درصد  6/41ترشح بزاق )  فزايشا(،  درصد

  تشنج( و  درصد  25)  خلفی   هایاندام  یف خف  فلجی   ،(درصد

  ی که به فاصله   هايی علائم در دام  ترين یشب     . بود  ( درصد   10)

  ناگهانی  مرگشامل  یزشدند ن ی پس از مرگ بررس یکوتاه
 

 

  هایاندام  خفیف  فلجی(،  درصد  50)  اسهال (،  درصد  75)

-زمین(،  درصد  25)  تنفسی  شکلاتم(،  درصد  25)  خلفی 

  6/16)  بزاق   ترشح  فزايشا(،  درصد  25)   جانبی  یریگ

  15داران بر اساس اظهارات دام  . در نظر گرفته شد( درصد

دام اين  از  سابقه رأس  بر    یها    ضدواکسیناسیون 

 ای بودند.آنتروتوکسمی داشته و سايرين، فاقد چنین سابقه 

 

 پاتولوژی 

به    ،کوچک  روده  یهانمونه   از(  درصد  30)مورد    6  در    

تجمع گاز    یو گاه  یدر سطح سروز  ی پرخون  یلحاظ ظاهر

نواح م  یردرگ  یدر  توجه  جلب  نظر    از    .نمودیروده 

  يبتخر ه،نکروز دهند يتآنتر ،موارد اين  در یکروسکوپیم

 پرزهای   رأس  در  باکتری  هایپرگنه   حضور  گهگاه  و  پرزها

در    .  (Table 7 and Fig. 1)  خوردمی  چشم  به   شده  نکروز

  بررسی   .  نگرديد   يافت  یخاص  یعارضه   هانمونه   ساير

که    کلیه   مقاطع داد  به    ها آناز    (درصد  40)  مورد  8نشان 

   .رسیدندیبه نظر م  يدهبزرگ و رنگ پر  یلحاظ ماکروسکوپ

-به نکروز حاد لوله   میکروسکوپی  لحاظ  به مذکور    هایکلیه 

 . بودند  مبتلا  گلومرولونفريت  به (  درصد  25)  مورد  5  و  ای

سلول  کامل   تخريب   موارد  اين  در نکروز    ی پوشش  های و 

خصوص    هالوله   گرديد  مشاهده  پروکسیمال  هایلوله به 

(Fig. 2).    13  های مورد مطالعه از ريه  (درصد  65)  مورد ، 

1- Lateral Recumbency 
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ماکروسکوپی   لحاظ  و  اغلب  به  کم  قوامی  دارای  خیزدار، 

ها  آن تعدادی از بیش لاستیکی و گوشتی بوده و در مجاری 

می ديده  ريه     شد. کف  اين  در  میکروسکوپی  نظر  ها  از 

افزايش ضخامت     .تشخیص داده شد  حاد  پنومونی بینابینی

  )غالباً   های آماسیها به دلیل حضور سلولآلوئول  یارهديو

و نشت فیبرين   و همچنین پرخونی  ای(های تک هسته سلول

مورد    12در      . ( Fig. 3)  گرديدها مشاهده  لوئولآ  یدر ديواره

( که از نظر ظاهری به پرخونی  درصد  60)  های مغزنمونه از  

ريزی به اثبات  دم و خوناِ  ،در ديد میکروسکوپی  ،مبتلا بودند

در نواحی    شو بیعوارض ياد شده، کم      .(Fig. 4)  رسید

میانی و تالاموس قابل مشاهده    گانه مغزی خصوصاً مغزپنج

مقاطعدر      بود. گلیوز  نظیر  ديگری  ضايعات  ،  اين 

شدن (Fig. 5)1منتشر اسفنجی   ،2  (5 .Fig )    اندک  درو  

مرکزی   مواردی مینیز    3کروماتولیز  چشم      .خوردبه 

  14در    سر سوزنی  های ضايعات قلبی به صورت خونريزی

( و عموماً در زير اندوکارد بطن چپ يافت  درصد  70نمونه )

 .Fig)  يید رسیدأنیز به تدر بررسی میکروسکوپی  گرديد که  

خاصی    ید مطالعه عارضه کدام از کبدهای مور  در هیچ    .(6

 . مشاهده نشد

 
Table 6: Histopathological findings in 20 sheep suspected to enterotoxemia  

Frequency (percentage) Number Lesion Tissue  
30 6 Necrotizing enteritis Small intestine 
40 8 Acute tubular necrosis 

Kidney 
25 5 Glomerulonephritis 

65 13 Acute interestitial pneumonia Lung 
60 12 Hemorrhage & edema Brain 
70 14 Subendocardial hemorrhage Heart 

 

 
Figure 1: Tissue section of ileum showing apical necrosis of the villi  

(arrows); necrotizing ileitis. (H&E). 

 

 

 
 

 

 

 

1- Diffuse Gliosis 

2- Status Spongiosus 

3- Central Chromatolysis 
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Figure 2: Tissue section of kidney showing 

cellular eosinophilia and karyolysis (arrows) of 

the proximal tubules; Acute tubular necrosis. 

(H&E) 

 

 
Figure  3: Tissue section of lung indicating 

thickened alveolar septa (arrows) due to 

hyperemia, fibrin exudation and infiltration of 

few inflammatory cells; Acute interstitial 

pneumonia (H&E) 

 

 
Figure  4: Tissue section of midbrain showing 

presence of RBC (A) and eosinophilic materials 

(B) in perivascular space and also status 

spongiosus (C) in white mater. (H&E). 

 
Figure  5: Tissue section of brain showing mild 

diffuse gliosis (B) and status spongiosus (A) 

(H&E). 

 

 
Figure  6: Tissue section of heart indicating 

subendocardial hemorrhage (A) and inter-

cardiomyoctes hyperemia and hemorrhages. 

(H&E). 

 

 آزمایش حضور قند در ادرار 

تشخیص   ، وجود گلوکزاوری(درصد  50)  مورد  10در      

 داده شد.
 

 PCRآزمون 

 جدايه  6تعداد    ایاز محتويات روده  نمونه   20از مجموع      

با توجه به     جدا گرديد. پرفرينجنس کلستريديوممظنون به 

آلفا    وجود تیپتوکسین  تمامی  شدهدر  ياد  باکتری    ،های 

توکسین   اين  مربوطه  جستجوی  پرايمرهای  از  استفاده  با 

اين توکسین  6اين  تمامی  نشان داد که   از نظر ژن    جدايه 

 .Fig)هستند    پرفرينجنس   کلستريديوم   بوده و در واقع ثبت  م

7  .) 
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Figure 7: Electrophoresis of Monoplex PCR products for detection 

 of Clostridium perfringens Cpa (alpha toxin) gene in a number of  

Clostridium perfringens isolates, LAD: DNA Ladder (100bp).  

Columns 1,2,3 & 4 Corresponding to isolates with cpa gene. 

 

 هاجدایه تیپ  تعیین 

های اصلی  های مربوط به توکسینجستجوی ژنبه دنبال      

باکتری ياد شده با استفاده از پرايمرهای اختصاصی،  حضور  

اثبات  مورد بررسی  های  ونه در نم  Cو    A  ،B  هایتیپ به 

 (.  Fig. 8رسید )

  PCR  ها باتر در تعیین تیپ، جدايه به منظور دقت بیش    

نیز بررسی    Cpeو    Cpbهای مربوط به  دوگانه، از نظر ژن

 خوانی داشت.گانه همسه   PCR( که با نتايج Fig. 9شدند )

 

 
Figure 8: Electrophoresis of Monoplex PCR products for detection 

 of Clostridium perfringens Cpa (alpha toxin) gene in a number of  

Clostridium perfringens isolates, LAD: DNA Ladder (100bp).  

Columns 1,2,3 & 4 Corresponding to isolates with cpa gene. 
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Figure 9: Electrophoresis of doubleplex PCR products for determination of Beta  

and Epsilon toxins in a selected Clostridium perfringens isolates. Lane 1 and 7 as 

 positive control of Etx & Cpb genes respectively. Lane 2 and 8: negative controls. 

 Lane 3: Etx gene (Type D) positive isolate. Lane 6:  Cpb gene (Type C)  

positive isolate. LAD: DNA ladder (100bp). 

 

 

مجم     داد  PCR  نتايج وع  در  هر    ،نشان  جدايه    6که 

بوده و از نظر نوع تیپ،   پرفرينجنس  کلستريديوم مشکوک، 

يک از    جدايه متعلق به هر  1و    Aجدايه متعلق به تیپ    4

 هستند.   Dو  C هایتیپ
 

 آزمون الایزا

از       که  نمود  مشخص  نیز  شده  انجام  الايزای   آزمايش 

 

  14مورد مثبت و   6های مورد بررسی، تعداد  مجموع نمونه 

باکتری  از نظر وجود  منفی  پرفرينجنس    کلستريديوم   مورد 

 . ( Table 7هستند )

     Table 8   های بالینی،  واکسیناسیون به همراه يافته   یسابقه

باکتری دامشناسی،  پاتولوژی،  مولکولی  و  های  سرولوژی 

 دهد. مورد مطالعه را نشان می

 
Table 7: Results of antigen capture ELISA test for direct diagnosis of 

 Clostridium perfringens and their alpha, beta and epsilon toxins in  

intestineal contents of sheep cases suspected to enterotoxemia 

Frequency percentage Number Types of toxins 

20 4 Cpa (Type A) 

5 1 Cpa,Cpb (Type C) 

5 1 Cpa, Etx (Type D) 

70 14 Negative cases 

100 20 Total 
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Table 8: History and laboratory findings of the 20 sheep cases suspected to enterotoxemia 

1- Expected pathological finding in enterotoxemia type D: Interstitial pneumonia, Acute tubular necrosis, Brain 

hemorrhage and subendocardial hemorrhage. 
K: Kidney, L: Lung, B: Brain and H: Heart 

 

 بحث 
فلور در دستگاه گوارش انسان  عنوان  به    هاکلستريديوم    

شرايط رشد و  در صورت فراهم بودن  و دام وجود داشته و  

های خطرناک  بیماری  تزايد به سرعت تکثیر يافته و مسبب

از جمله     .( Hadimli et al., 2012) ای خواهد شدو کشنده

  یجیره  توان به تغییر ناگهانی جیره مخصوصاًشرايط میاين  

کربوهی تخمیردراتحاوی  با  پرخوری،    پذيریهای  بالا، 

های نواری و درمان با فنوتیازون اشاره  به کرم  شديدآلودگی  

گیری و مقابله  نظور پیشهم اکنون به م    (.Uzal, 2004کرد )

در   های ناشی از آن ی و خسارتکلستريديوم های با بیماری

 De)  شودمی  استفادهواکسیناسیون به طور گسترده    ،هادام

la Rosa et al., 1997  .) 

س گوسفند مشکوک به  أر  20حاضر، تعداد    یدر مطالعه     

آنتروتوکسمی   بالینی(  بیماری  نظر  لحاظ  )از   ، پاتولوژیبه 

و  باکتری سرولوژی  قرار  شناسی،  ارزيابی  مورد  مولکولی 

بخش داخلی    یاهگزارش  استناد  به   به لحاظ بالینی،    .گرفتند

دام،دام صاحبان  اظهارات  و  بزرگ  ناگهانی  های    ، مرگ 

تنفسی زدرگیری  بزاقاسهال،    گیری،مین،  ترشح  ،  افزايش 

،  بر همین اساس   .ه بودديده شدتشنج فلجی اندام خلفی و 

احتمالی   )تیپ  رخداد    کلستريديوم  Dآنتروتوکسمی 

از موارد )مرگ ناگهانی(    درصد  50  حداقل  در  ( پرفرينجنس

نوع  نشان داده مرگ ناگهانی در  مطالعات      .مورد انتظار است

حاد بیماری و گاهی پس از علائم عصبی )تشنج( و درگیری 

تری  ه مدت زمان بیشهايی کاما دام    شود. تنفسی ديده می

مانند علائمی نظیر افزايش ترشحات بزاقی، تنفس  زنده می

  دهند. گیری را نشان میزمینو  اسهال، سريع، کمان پیکری

لازم به ذکر است، اسهال يافته معمولی در گوسفندان مبتلا  

نمی گرفته  نظر  در  آنتروتوکسمی  )به   ,.Uzal et alشود 

2016 .) 

، اینکروز حاد لوله   درصد  40  ،پاتولوژیهای  در بررسی    

پنومونی بینابینی    درصد  65،  ريزی مغزادِم و خون  درصد  60

Serological Molecular Bacteriological Glucosuria 
Related 

1lesions Vaccination Age/Month Number 

- - - - L,H - 2 1 

- - - - H + 1 2 

- - -  + L + 10 3 

Cpa + Type A  + - K,H + 3 4 

Cpa + Type A  +  + K,L,B,H - 6 5 

Cpa + Type A  +  + K,L,B,H + 3 6 

- - - - B,H + 3 7 

- - -  + L,B + 5 8 

- - -  + L,H + 24 9 

- - -  + L,B,H - 1 10 

Cpa + Type A  +  + K,L,B,H - 5 11 

- - - - L + 2/5 12 

- - - - K,B,H + 3 13 

- - - - L,B,H + 12 14 

- - - - L,B + 2 15 

- - -  + K,L,B + 6 16 

Cpa,Etx + Type D  + - K,L,B,H + 3 17 

- - -  + - + 10 18 

- - - - L,H - 1 19 

Cpa,Cpb + C Type _  + K,B,H + 6 20 

6 6 6 10 18 15 20 Total 
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)به عنوان ضايعات    آندوکاردريزی  خوندرصد    70  و   حاد

آنتروتوکسمی( شد.  احتمالی  داده  در گوسفند،      تشخیص 

مغز   پاتولوژی  ضايعات  عروقی    بافت  اطراف  ادِم  نظیر 

در    و  شودشاخص بیماری آنتروتوکسمی در نظر گرفته می

زنده آسیب  صورت  ساعت،  چند  برای  حیوان  های ماندن 

به ها و آستروسیتريزی، تورم آکسونديگر نظیر خون ها 

ماده دژنراسیون  شد.   ی همراه  خواهد  مشاهده  مغز    سفید 

تنها در    1آنسفالومالاسی کانونی متقارن لازم به ذکر است که  

   . (Uzal, 2004بیماری قابل مشاهده است )  تحت حاد فرم  

بیماری   البته عدم وجود ضايعات مزبور دلیل کافی در ردّ 

ثیر توکسین بر بافت  أو عواملی نظیر، زمان مرگ و ت  نیست

آسیب پیدايش  بر  دارندمغزی  تأثیر  مغزی   ,Uzal)  های 

2004 .)   Filho    همکاران سال  و  فرم  2009در  القای  با   ،

تیپ   از  ناشی  آنتروتوکسمی    کلستريديوم  Dتجربی 

 پاتولوژی های بالینی و  به بررسی يافته   در گاو  پرفرينجنس 

پرداختند.   ترين تغییرات  مزبور، بیش  یدر مطالعه   بیماری 

)ادِم مغز  در  عروقی  اطراف  پروتئینی  ادِم  عنوان  به    بافتی 

ريه گزارش   یلوبول ینب و  یآلوئول داخل ( و ادم2وازوژنیک 

ای مشابه، ، در مطالعه 1998در سال    Kelly  و   Uzal  گرديد.  

سن  آسیب با  بزهای  در  بافتی  مورد   11-16های  را  هفته 

های کالبدگشايی در اين  ترين يافته بیش بررسی قرار دادند.  

  غشای کاذب و ادِمها ادم ريوی، کولیت نکروز دهنده با  دام

حاضر،   یبر همین اساس در مطالعه   وازوژنیک مغزی بود.

به   توجه  دربا  مندرج  گرفتنبا    و  Table 8  نتايج  نظر    در 

مغزی قطعی  ضايعات  عنوان  شاخص  به   پاتولوژی ترين 

( از  درصد  60)  رأس   12، رخداد آنتروتوکسمی در  بیماری

در همین راستا      .است  انتظارمورد    گوسفندان تحت بررسی،

ادرار   از آزمايش قند    50گلوکزاوری در  )نتايج اخذ شده 

نتايج   ،همه  با اين   . نیز قابل توجه است ،(هااز نمونه  درصد

مولکولی کتریبا و  سرولوژی  با  حاضر    یمطالعه   شناسی، 

آزمايشات  و    نداردخوانی  همآن    پاتولوژیهای  افته ي

مولکولی، و  مورد  تنها    سرولوژی  تیپ  را  يک  عنوان   به 

 
 

 

D داده  پرفرينجنس   کلستريديوم   ینمونه     .اندتشخیص 

ي مذکور   جز  های  شاخصديگر  گلوکزاوری،    یافته به 

بوده    آنتروتوکسمی دارا  که      .است را  است  ذکر  به  لازم 

آنتروتوکسمی  علی تشخیص  در  گلوکزاوری  ارزش  رغم 

، متغیر ثابتی نبوده و حضور يا عدم لیکن اين يافته ، Dتیپ 

بیماری قطعیت ندارد )أحضور آن در ت    . (Uzal, 2004يید 

 ,Uzal and Songerبه عنوان مثال، تجويز وريدی گلوکز )

ذخاير گلیکوژن کبدی قبل از مرگ دام    ی( و يا تخلیه 2008

(Gardner, 1973 چالش به  را  گلوکزاوری  نتايج  تفسیر   ،)

  Dدر تشخیص تیپ    Cpeرديابی  همچنین      خواهد کشید.

مانند آسیب    پرفرينجنس  کلستريديوم در حضور ضايعاتی 

و   ندارد   FSEعروقی  چندانی  ارزش  مغزی،  بافت   در 

(Uzal, 2004 ).      ترتیب اين  رديابی  به  و    Cpeعلت عدم 

حیوانات مشکوک به ابتلا به تیپ مزبور باکتری در  Dتیپ 

انجام آزمايش روی  مثل  ی  ديگر  به دلايلبايستی  را   عدم 

در شرايط    هاهای تازه و نگهداری طولانی مدت آننمونه 

باقی ماندن محتويات در روده و جذب بافتی  نیز    انجماد و

باکتری  توکسین   )تولیدی  داد   & Bullenنسبت 

Scarisbrick, 1957 .) 

از       حاکی  مطالعات  برخی    Dتیپ    اندکشیوع  اگرچه 

 ;Ahsani et al., 2010; Jabbari et al., 2011)است  باکتری  

Hamad et al., 2010; Kalender et al., 2005)    لیکن

مطالعات  ديگر  در اين مطالعه با نتايج  مزبور  فراوانی تیپ  

 به عنوان مثال:   مطابقت ندارد. منطقه سطح انجام گرفته در 

Pooladgar    نیز به منظور شناسايی    2014در سال  و همکاران

تیپ تعیین  مختلف  و  ،  پرفرينجنس  کلستريديومهای 

در  مطالعه  به    218ای  مشکوک  بز  و  گوسفند  رأس 

  ند. آنتروتوکسمی در شهرهای مختلف خوزستان انجام داد

  کلستريديوممورد    70ها،  اين محققین پس از کشت نمونه 
نمونه   پرفرينجنس  کردند.  از  جدا  بررسی  مورد  در    های 

توکسین  یمطالعه  در  ايشان، همچنین حضور  باکتری  های 

حیوان با آزمايش الايزا بررسی شده و    46محتويات روده  

1- Focal Symmetrical Encephalomalacia (FSE) 

2- Vasogenic Edema 
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اثبات رسید.    15در   به  تیپ    مورد  عنوان   Dهمچنین  به 

شد.  فراوان گزارش  تیپ  مطالعه   ترين  شده    یدر    20ياد 

  B  ،20درصد تیپ    A  ،3/13درصد از نتايج، مربوط به تیپ  

تیپ   تیپ    7/46و    Cدرصد  به  مربوط    بود.   Dدرصد 

Gharibi    سال در  همکاران  مطالعه 2017و  هدف  ،  با  ای 

با استفاده    پرفرينجنس  کلستريديومهای مختلف  تعیین تیپ 

در   اهواز به انجام رساندند.    یدر گوسفندان منطقه   PCRاز  

نمونه  یمطالعه  از مذکور  تصادفی  به صورت  مدفوع  های 

رأس گوسفند مشکوک به آنتروتوکسمی تهیه شده و    369

دار حاوی  خون  ها در ژلوزسازی و کشت نمونه پس از آماده

باکتری    56  نئومايسین، با    پرفرينجنس   کلستريديومجدايه 

های مورفولوژيکی و بیوشیمیايی جداسازی  استفاده از روش

و با استفاده    DNAالبته رقم مزبور پس از استخراج    گرديد.  

به   اختصاصی،  پرايمرهای  يافت.  54از  کاهش  بر      مورد 

مطالعه  نتايج  شايع  یاساس  شده  تیپياد  اين  ترين  های 

  44/44)به ترتیب    Dو     Cهایتیپ  اهواز  یباکتری در منطقه 

  42/7و    B   (52/18و   A  هایدرصد( بوده و تیپ  63/29و  

تفاوت فراوانی  علت      .درصد( در مراتب بعدی قرار دارند

به  مذکور    یمطالعه در    Cتیپ   ، پیش رو  یمطالعه نسبت 

توکسین  احتمالاً   بالای  است   Cbpحساسیت  تريپسین  به 

تولید در روده از توکسین مزبور چند ساعت پس از  زيرا  

ی مورد هادر ساير نمونه    . (Uzal, 2004)  بین خواهد رفت

تنها    شناسی، سرولوژی و مولکولی اکتری اظ ببررسی به لح

  تشخیص داده شد.   Cو يک مورد تیپ    A  مورد تیپ  چهار

ذکر  نتايج  با    و بالینی   پاتولوژیهای  در اين موارد نیز يافته 

-نمونه يک از    هیچعنوان مثال در    به   انی ندارد.  خوهمشده  

ها به يرقان ديده  اثری از ابتلای آن  ، A  تیپ  های مشکوک به 

آن از  مورد  سه  در  و  مغزی  ها  نشده  عنوان  ضايعات  به 

ضايعات    مشاهده گرديد.    Dشاخص آنتروتوکسمی تیپ  

در      .داشت  نیز مصداق   Cدر يک مورد تیپ  مغزی همچنین  

نمونه بیش در  تر  توکسین  شناسايی  آنتروتوکسمی  های 

 محتويات روده در تشخیص نهايی مفید است، ولی در تیپ 

A    .کلستريديومروش شناسايی توکسین    اين گونه نیست  
تا حد زيادی از نظر حساسیت و خاص بودن    پرفرينجنس

های الايزا حساسیت  برای مثال بعضی از تست    متنوع است.

را در    توانند حجم کمی از توکسین آلفابالايی دارند و می

اين عامل    حیوانات به ظاهر سالم شناسايی کنند.    یروده

می  بروزباعث   نتايج  تفسیر  در  غلظت    ،شودخطا  زيرا 

بیمار و طبیعی نامشخص است آلفا در حیوانات    توکسین 

(Uzal & Songer, 2008 .) 

  درصد  75بر اساس اطلاعات کسب شده از دامداران، در      

 ها واکسیناسیون علیه آنتروتوکسمی انجام گرفته بود. از دام 

رخداد احتمالی بیماری طبق علائم    ،با توجه به اين موضوع

  مل است. أشناسی( قابل تبالینی )و در ادامه ضايعات آسیب

-با فرض صحت اظهارات صاحبان دام، وقوع بیماری را می

تکرار   واکسن، عدم  نامناسب  تزريق  نظیر  عواملی  به  توان 

میش در  واکسن  تزريق  عدم  از  واکسن،  قبل  آبستن  های 

ن نامناسب  شرايط  و  زايمان،  زدگی  )يخ  واکسن  گهداری 

لازم به ذکر است،      تابش مستقیم نور خورشید(، نسبت داد.

کیفیت واکسن، حمل و نقل آن و تفاوت در پاسخ ايمنی  

تواند منجر به شیوع بیماری در گله شود  های مختلف میدام

(Uzal, 2004 .) 

مجموع       اين  در  يافته عدم هم  مطالعه نتايج   های خوانی 

باکتریپاتولوژی  بالینی، ، سرولوژی و مولکولی را  شناسی، 

به منظور رديابی باکتری    ،اين نکته پنهان نیست که     نشان داد.

مدت  به آن،    های مربوطو توکسین  پرفرينجنس   کلستريديوم 

نگهداری و  نمونه   زمان  کشت  جهت  های  سیبررها 

و   اهمیت  سرولوژی  حائز  بسیار  آنتروتوکسمی  مولکولی 

-ترين شاهد بیماری، يافته قطعی ،در چنین شرايطی  است.

 گوسفندان شناسی و بالاخص عوارض مغزی در  های آسیب

سابقه همچنین      .است به  توجه  )طبق    واکسیناسیون  یبا 

در  تمالی آنتروتوکسمی  و رخداد اح  اظهارات صاحبان دام(

از نیمی  مطالعه نمونه   حداقل  بررسی  یهای  و  های  حاضر 

بر  را  توان علت محتمل  میساير محققین در سطح استان،  

امید است     .اصول واکسیناسیون در نظر گرفت  عدم رعايت

در تشخیص  هيافته  بابی  فتح  پژوهش  اين  تحقیقات  ای  و 

ساز و عوامل زمینه بیماری آنتروتوکسمی    یدر زمینه   تربیش

باشد.  آن 
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 تشکر و قدردانی 
اهواز و نیز مساعدت و همراهی  انجام       اين مطالعه بدون پشتیبانی مالی معاونت پژوهش و فناوری دانشگاه شهید چمران 

 پذير نبود.امکان دامپزشکی  دانشکدههای بزرگ و داخلی دام میکروبیولوژی، پاتولوژی  هایبخش ان کارشناس
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Abstract 

    Clostridium perfringens type D is the cause of an acute and fatal disease; called 

enterotoxemia which mostly infects sheep and goats. This study aimed to evaluate the 

pathological, bacteriological, serological and molecular aspects of this disease in sheep in city 

of Ahvaz. During 23 months, 20 suspected sheep (based on clinical history) were taken for 

routine necropsy and required specimens were prepared for complementary studies.  In 50% of 

the cases, sudden death was reported as the most obvious clinical finding. The most common 

pathological lesions were endocardial hemorrhage (70%) interstitial pneumonia (65%) brain 

haemorrhage and edema (60%) and acute tubular necrosis (65%). Moreover, in 50% of the 

cases, glucosuria was also noted. The conventional bacteriological methods on the intestinal 

content showed 6 suspected strains of C. perfringens which in the PCR method, four were 

identified as type A and two as type C and D, (each one). The toxin detection in the intestinal 

content was performed using indirect Elisa test the results of which were consistent with PCR 

findings. Assuming the brain lesions and glucosuria as indicators of type D enterotoxemia, the 

disease was suspected at least 50% of the cases, which however didn’t match with finding of 

the other tests, so it needs to be studied more. The findings of the present study revealed the 

importance of freshness of samples in the results of tests that can be used to trace C. perfringens 

and their toxins. Furthermore, considering the history of vaccination in most of the animals 

studied, the principles of vaccination in local farms are questionable. 
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