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بررسی بيوشيميايی و هيستوپاتولوژيک آثار 
واکسن چهارتايی انتروتوکسمی در موش سوری

چكيد ه
یكی از مهم ترین تست های کنترلی در مورد واکسن انتروتوکسمی تست توکسيسيتی )سنجش باقيمانده توکسين( است. ارزیابی این تست به صورت 
بالينی بوده و فاکتور تلفات در موش های تزریق شــده ملاک قضاوت می باشد. هدف این مطالعه ارزیابی تست کنترلی توکسيسيتی در سطوح بالينی و 
هيستوپاتولوژیک و همچنين ارزیابی آثار واکسن انتروتوکسمی روی فاکتورهای بيوشيميایی سرم از جمله گلوکز خون، اوره و کراتين بوده است. در این 
بررسی 21 سر موش سوری با ميانگين وزن 25 گرم به طور تصادفی به 3 گروه جداگانه شامل گروه 1 )واکسن(، گروه 2 )کنترل( و گروه 3 )محيط کشت( 
دسته بندی شدند. همه موش ها قبل و بعد از تزریق از نظر فاکتورهای بالينی سلامت و تلفات کنترل شدند. گروه 1 و 3 به ترتيب واکسن انتروتوکسمی 
و محيط کشت پایه واکسن را به ميزان 0/5 ميلی ليتر به روش زیرجلدی دریافت و گروه 2 به عنوان گروه کنترل هيچ ماده ای دریافت نكردند. پس از 48 
ساعت خونگيری انجام شد و ارزیابی بيوشيميایی فاکتورهای خونی روی سرم انجام گردید. سپس هر سه گروه کالبد گشایی شده و نمونه برداری جهت 
مطالعات هيستوپاتولوژیک انجام گردید.  نتایج هيستوپاتولوژیک نشان داد بافت مغز در گروه واکسن )به جز دو مورد( و گروه شاهد )به جز یک مورد( 
و گروه محيط کشــت )به جز یک مورد( دچار گليوز کانونی شــده است. بافت کبد در همه موارد گروه واکسن و در 6 نمونه گروه شاهد مبتلا به هپاتيت 
لنفوسيتی خفيف و نكروز و دژنره شدن خفيف سلول های کبدی بوده، در گروه محيط کشت کبد در 4 مورد طبيعی و بقيه دچار ضایعاتی شبيه گروه 1 
و 2 بوده اند. کليه ها نيز در همه گروه ها به جز یک مورد در گروه واکسن و دو مورد در گروه محيط کشت، همگی درجاتی از تغييرات اپيتليالی خفيف 
را نشــان دادند. قلب، طحال، روده و ریه ها در همه گروه ها ســالم بودند. جهت تجزیه و تحليل نتایج هيستوپاتولوژیک از آزمون دقيق فيشر استفاده 
 )post hoc( آزمون آماری آناليز واریانس یک طرفه و آزمون تكميلی ،Stata10 گردید. جهت تجزیه و تحليل داده های بيوشــيميایی از نرم افزار آماری
شــفه )scheffe) استفاده گردید. در تحليل نتایج هيستوپاتولوژیک تفاوت معنی دار آماری بين گروه های مختلف مشاهده نگردید. تحليل داده های 
بيوشــيميایی نشان دادند که تفاوت معنی داری بين مقدار گلوکز خون در گروه 1 با گروه های 2 و 3، همچنين بين مقدار اوره در گروه 1 با 3 وجود دارد  
)p>0/05(. بر اساس نتایج این مطالعه تزریق واکسن در موش باعث ضایعه ای مرتبط با واکسن نمی شود. با توجه به نتایج بالينی، هيستوپاتولوژیک و 
بيوشيميایی نتيجه گيری می شود که فرایند توليد واکسن با دقت و به درستی انجام و تبدیل توکسين به توکسوئيد که فاقد قدرت بيماریزایی است به 

خوبی انجام شده است و روش تست و کنترل واکسن بدون اشكال بوده است.

کلمات کليد ي: Cl. perfringens، انتروتوکسمی، واکسن، تست توکسيسيتی
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مقد مه
بيماری انتروتوكســمی يکی از بيمــاری های مهم جمعيت دامی 
بخصوص گوسفند و بز می باشــد. باكتری Cl. perfringens عامل 
اصلی انتروتوكســمی و از مهمترين گونه های بيماری زا در دام است. 
اين باكتری به تعداد فراوان در خاك، آب، هوا، غذا و دستگاه گوارش 
انســان و حيوانات وجــود دارد. باكتــری Cl. perfringens علاوه 
 بــر بيماری هايی كه در انســان ايجاد می كنــد در دام ها نيز باعث 
بيمــاری های انتروتوكســمی، قلوه نرمی، اســهال عفونــی بره های 
نوزاد، اســتراك و آنتريت هموراژيک می شود )2، 15، 18، 21، 27 
 ،30(. اين باكتری چهار توكســين اصلی آلفا، بتا، اپســيلون و يوتا و 

توكســين هــای فرعــی را توليد مــی كنــد )28، 38(. تيپ های 

 مختلــف اين باكتــری طبق جدول 1 بر اســاس نــوع و مقدار اين 
توكســين ها از يکديگــر تفکيک می شــوند )1(. تيپ های مختلف 
باكتــری بيماری های متفاوتی ايجاد می كنند و حتی ممکن اســت 
يک ســويه بيماری های گوناگونــی را در ميزبان های مختلف ايجاد 

كند )36 ، 37(.
از  ناشــی  بيمــاری هــای  از  راه پيشــگيری   مهــم تريــن 
 Cl. perfringens واكسيناسيون دام با تزريق واكسن انتروتوكسمی 
می باشــد كه در حــال حاضر در ايران به صورت واكســن چهارتايی 
انتروتوكســمی )شامل تيپ های B، C، D و كلستريديوم سپتيکوم( 
 عرضه می شــود. واكسن انتروتوكســمی توليد موسسه رازی كرمان 
بــه منظور اطمينان از صحت و ســلامت، تحت تســت های كنترل
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Clostridium perfringens, one of the most important pathogens is the main causative agent of enterotoxemia in farm 
animals. Vaccination is the most effective prevention method against diseases caused by Clostridium Perfringens. 
One of the most important testes regarding vaccine quality control is toxicity test (measuring residual toxin). The 
evaluation of test results was done regarding to clinical factors and mortality rate of mice that received vaccine. 
The present study was aimed to evaluate the toxicity test of enterotoxemia vaccine clinically, histopathologically 
and biochemically (BS, BUN and creatine) examinations. In this study, 21 Balb/C mouse with an average weight 
of 25 grams were used and divided into 3  equal groups Including group 1 (vaccine), group 2 (control) and group 
3 (culture medium). Health factors and mortality rate of all mice was checked before and during the survey. 
Groups 1 and 3 received 0.5 ml enterotoxaemia vaccine and culture medium (without bacterium) subcutaneously, 
respectively and group 2 (control) did not receive any material. After 48 hrs blood sampling was done and blood 
biochemical factors were evaluated. Finally, animals were necropsied and histopathological studies on 3 groups 
were performed.  The stata10 software and Anova and scheffe tests were used for Statistical analysis. For analysis 
of histopathological results, Fisher test were used. Histopathological results showed focal gliosis in brain tissue 
in the vaccinated group (except in two cases), control group (except one) and culture medium group (except one). 
Liver tissues had mild lymphocytic hepatitis and mild hepatocellular degeneration and necrosis in all samples 
of vaccinated group, 6 samples of control group and 3 samples of culture medium group. Kidneys in all groups 
showed a mild degree of epithelial changes except of 1 case in vaccinated group and 2 cases in culture medium 
group. Heart, spleen, intestine and lungs were normal in all groups. Results showed no significant difference 
between groups. Also, biochemical Results showed a significant difference in amount of BS between group 1 and 
groups 2 and 3, as well as the amount of urea between group 1 and 3 (P < 0.05). The results of the study indicate 
that enterotoxemia vaccine didn’t cause a significant injury in tested mice.
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كيفيتــي حين توليــد و پس از توليد قــرار می گيــرد. مهم ترين 
تســت های كنترلی تســت هــای فيزيکوشــيمی، اســتريليتی، 
توكسيســيتی )سنجش باقيمانده توكســين(، بی ضرری و بالاترين 
قدرت ايمنی زائی واكســن می باشــند )10(. يکــی از مهم ترين 
تســت های كنترلی واكســن انتروتوكســمی تســت توكسيسيتی 
اســت كه با تزريق 0/5 ميلي ليتر از واكســن بــه روش زير جلدی 
 بــه موش ســوری كــه تاكنون واكســن دريافــت نکــرده، انجام 
می شــود )6(. ارزيابی اين تســت به صورت بالينی بوده و منحصراً 
فاكتور تلفات موش های تحت تست ملاك عمل می باشد. اما اگر به 
هر دليلی خنثی ســازی توكسين های واكسن به خوبی انجام نشود 
و تست توكسيســيتی بر مبنای مشاهدات بالينی )تلفات موش ها( 
نتواند مقادير جزيی اين توكســين ها را تشخيص دهد، اين احتمال 
وجود دارد كه اين توكســين های خنثی نشــده در بدن دام اصلی 

)گوسفند( عوارض ناخواسته ای ايجاد كنند.
مقالات متعددی بر آثار هيســتوپاتولوژيک توكسين های باكتری 
كلســتريديوم در بافت های مختلف اشاره كرده اند )7، 8، 14، 22 ، 
24(. همچنين اين توكسين ها می توانند بر فاكتورهای بيوشيميايی 
خون و ادرار از جمله گلوكز، اوره و ســاير فاكتورهای بيوشيميايی اثر 
بگذارنــد )11، 12، 26 ، 34(. به همين دلايل جهت ارزيابی كارايی 
اين تست در سطوح مختلف اقدام گرديد و صحت تست توكسيسيتی 
در 3 سطح كلينيکی، پاراكلينيکی )بيوشيميايی( و هيستوپاتولوژيک 

در موش بعنوان يک مدل آزمايشگاهی مورد بررسی قرار گرفت.
هدف اين طرح ارزيابی صحت تســت كنترلی توكسيســيتی و 
ارزيابی اثرات هيســتوپاتولوژيک واكسن انتروتوكسمی بر اندام های 
مختلف موش ســوری )كبد، طحال، قلب، كليــه، ريه، مغز، روده( 
و ارزيابی اثرات بيوشــيميايی واكســن انتروتوكسمی بر فاكتورهای 

سرمی از جمله گلوكز خون، اوره و كراتين بوده است.

مواد و روش کار
حيوان : تعداد 21 ســر موش ســوری از نژاد Balb/C با سن 

10- 8 هفته و وزن 30- 20 گرم
 ،B واکسن : واكسن پلی والان )چهارتايی( انتروتوكسمی )تيپ
تيپ C و تيپ Cl. perfringens  D و Cl. septicum(. واكســن 
مورد استفاده در اين تست به روش كشت دستی در تانک مخصوص 
ساخت واكســن تهيه و پس از كشت اوليه و انکوباسيون، به منظور 
دتوكسيفيکاســيون توكســين ها از فرمالدئيد به نسبت 0/8 درصد 

استفاده گرديد.

سایر مواد
محيط پايــه تهيه واكســن چهارتايــی انتروتوكســمی )فاقد 
كلستريديوم ها(. مشخصات محيط كشت پايه برای يک تانک 16/5 

ليتری مخصوص ساخت واكسن به شرح جدول 2 می باشد. 

در اين بررسی از 21 موش سوری از نژاد Balb/C كه هيچ 
دارو يا واكســنی دريافت نکرده بودند، استفاده شد. موش ها 
در شــروع آزمايش همگی دارای ميانگين وزن 25 گرم بوده 
و به طور تصادفی در 3 گروه جداگانه و مســاوی دسته بندی 
شدند. هر 3 گروه در مدت زمان ارزيابی تحت شرايط يکسان 
پرورشــی از جمله ميزان غذا و آب مصرفی، شرايط نگهداری، 
دمای محيط و ... قرار داشتند. موش ها قبل از انجام آزمايش 

جدول 1- توکسين های اصلی توليد شده به وسيله تيپ های مختلف 
کلستریدیوم پرفرینژنس

typeیوتااپسيلونبتاآلفا

A+++---

B++++-

C+++--

D+-++-

E+--+
جدول 2- ترکيبات محيط کشت پایه واکسن برای یک تانک 16/5 ليتری 

مخصوص ساخت واکسن 

درصد )%(مقدارترکيب

5003/00 گرمپپتون

0/96 160 گرمتامپون

0/24 40 گرمنمک

400/24 گرمعصاره مخمر

0/02 3/3 گرمسيستئين

3752/27 ميلی ليتردكسترين

1000/60 ميلی ليترتريس ويتامين

2/50/01 ميلی ليترآنتی فوم

--تا حجم 16/5 ليترآب مقطر
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از نظر فاكتورهای بالينی سلامت )وضعيت خوردن و آشاميدن، 
 ادرار، شــکل مدفــوع، پوشــش مويی بدن و رفتــار( كنترل 

شدند.
به گروه شماره 1 واكسن چهارتايی انتروتوكسمی به ميزان 
0/5 ميلی ليتر به صورت زير جلدی )شبيه تست توكسيسيتی( 
تزريق گرديد )تصوير 1(. گروه شماره 2 به عنوان گروه كنترل 
هيــچ ماده ای دريافت نکردند. گروه شــماره 3 نيز به منظور 
تفريق آثار محيط كشت پايه توليد واكسن فقط محيط كشت 
واكســن )فاقد كلســتريديوم ها( را به ميزان 0/5 ميلی ليتر 
دريافت كردند. در ساعات 6، 12، 24، 36 و 48 پس از تزريق 
وضعيت بالينی و تعداد تلفات موش ها در هر سه گروه بررسی 

و ثبت گرديد.

ســپس خونگيری از قلب در لوله های بدون ماده ضد انعقاد انجام گرديد 
و نمونه های خون به مدت 15 دقيقه با 2500 دور در دقيقه با دســتگاه 
Hettich Tuttlingen D- 78532 ســانتريفيوژ آزمايشــگاهی مدل

سانتريفيوژ شدند. 
ســرم های بدســت آمده به دقت جمــع آوری و در ميکروتيوب 
0/2 ميلــی ليتــر در فريزر 20- درجه ســانتي گراد تــا زمان انجام 
آزمايشات نگهداری گرديدند. نمونه های سرم جهت انجام آزمايشات 
بيوشــيميايی و ارزيابــی فاكتورهــای خونی با دســتگاه اتوآناليزور 
 Technicon مــدل RA -1000 مــورد بررســی و ســنجش قرار 

گرفتند )4(.  
بلافاصلــه پــس از خونگيری، با قرار دادن مــوش ها در محفظه 
 ســر بســته و اســتفاده از گاز CO2 اتانازی انجام گرديد و ســپس 
موش ها كالبدگشــايی شــدند. از هر ســه گروه نمونــه هايی جهت 
مطالعــات هيســتوپاتولوژيک از اندام های كبد، طحــال، قلب، ريه، 
مغــز و روده اخــذ گرديد. نمونه ها در فرماليــن 10 درصد غوطه ور 
شــده و پس از 24 ســاعت فرمالين نمونه ها تعويض شــد. ســپس 
 نمونه ها برای انجام ارزيابی هيســتوپاتولوژيک به آزمايشــگاه ارسال 

گرديدند. پس از تهيه قالب های پارافينی، برش هائی به قطر 5 
ميکرون تهيه و به وسيله هماتوكسيلين و ائوزين رنگ آميزی 
شدند. جهت تجزيه و تحليل نتايج هيستوپاتولوژيک از آزمون 

دقيق فيشر استفاده گرديد.
جهت تجزيه و تحليل داده های بيوشــيميايی از نرم افزار 
آماری Stata10، آزمون آماری آناليز واريانس يک طرفه و آزمون 
 تکميلی (post hoc) شفه )scheffe( استفاده گرديد. در اين 
آزمون ميزان گلوكز خون، اوره و كراتين به عنوان متغير وابسته 
و گــروه های مداخله به عنوان متغير مســتقل در نظر گرفته 
 شدند. همچنين جهت مقايسه دو به دو از تست شفه استفاده 

گرديد )29(.

نتایج
در هيــچ كدام از گــروه ها، قبل از تزريق تا 48 ســاعت پس از 
تزريــق )زمــان كالبدگشــايی( تلفات مشــاهده نگرديد. متوســط 
 افزايــش وزن موش ها در طول آزمايــش قابل توجه بود، بطوری كه 
مــوش هــای گــروه 1 پــس از 48 ســاعت بــه طور متوســط 1 
 گــرم افزايــش وزن داشــتند اما موش هــای گروه هــای 2 و 3 به 
ســاير  دادنــد.  نشــان  وزن  افزايــش  گــرم   2 و   3  ترتيــب 
فاكتورهای كنترل ســلامت بالينی موش همگی در محدوده طبيعی 

بود و هيچ گونه تفاوت معناداری بين گروه ها مشاهده نشد.
در مشــاهدات كالبدگشــايی گروه شــماره 1 )گروه واكســن(، 
يــک نمونــه دچــار پرخونی و تــورم در كبــد، طحال و دســتگاه 
 گــوارش بــود. 4 مــورد از 7 مــورد مبتــلا بــه پرخونــی كليه ها 
بودنــد. دســتگاه گوارش نيــز در 2 مــورد از 7 مورد دچــار تورم 
و پرخونــی بود. در ســاير مــوارد اين گــروه ضايعه ای مشــاهده 
 نگرديــد. گــروه هــای شــماره 2 و 3 )بــه ترتيب گروه شــاهد و 

گروه محيط كشت( از لحاظ ماكروسکوپيک ضايعه خاصی نداشتند.
كانونــی  گليــوز  واكســن،  گــروه  هيســتوپاتولوژيک   نتايــج 
 بافــت مغــز را در 5 مــوش نشــان داد و دو مــورد ديگــر طبيعی 

بودند )شکل هاي 2 و 3(. 
در همــه مــوش هــای ايــن گــروه، كبد مبتــلا بــه هپاتيت 
لنفوســيتی خفيــف و نکــروز و دژنره شــدن خفيف ســلول های 
 كبــدی بــود )شــکل هــاي  4 و 5(. همچنيــن در كليه ها 
درجاتــی از تغييرات اپيتليالی خفيف مشــاهده گرديد )به جز 

يک مورد(. 
در گروه شــماره 2 )گروه شاهد( بافت های مغز به جز يک مورد، 
بقيه دچار گليــوز كانونی بودند. در اين گروه نمونه های كبد )به جز 
يک مورد( مبتلا به هپاتيت لنفوســيتی خفيف و نکروز و دژنره شدن 
خفيف ســلول های كبدی بودند. كليه هــا نيز همگی دچار تغييرات 
اپيتليالی خفيف بودند. در گروه شــماره 3 )گروه محيط كشــت( نيز 
شبيه گروه 2، بافت های مغز به جز يک مورد طبيعی، در ساير موارد 
دچار گليوز كانونی بودند. نمونه های كبد اين گروه در 4 مورد طبيعی 
و بقيه دچار ضايعاتی شــبيه به گروه هــای 1 و 2 بودند. كليه ها نيز 
ضايعاتی مشــابه گروه های 1 و 2 داشتند )بجز 2 مورد طبيعی(. در 
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هــر 3 گروه نمونه هــای قلب، طحال، روده و ريه ها در مشــاهدات 
هيستوپاتولوژيک سالم بودند و ضايعه خاصی را نشان ندادند. تجزيه و 
تحليل نتايج هيستوپاتولوژی با آزمون فيشر، تفاوت معنی دار آماری 

بين گروه های مختلف نشان نداد.
نتايج مربوط به آزمايش های ســنجش فاكتورهای بيوشيميايی 
 )گلوكــز خون، اوره و كراتين( در جدول 3 ذكر شــده اســت. ميزان 
گلوكــز خون در گــروه 1 در مقايســه با گروه هــای 2 و 3 به طور 
معنی داری كمتر بــود )p>0/05( در حالی كه تفاوت آماری معنی 
 داری بيــن گلوكز خــون گروه 2 و 3 وجود نداشــت )p<0/05(. در

مورد نتايج اوره تنها تفاوت معنی دار آماری بين گروه 1 و 3 مشاهده 
گرديــد )p>0/05( و اين مقدار در گــروه 1 پايين تر بود. هم چنين 
 تفاوت آمــاری معنــی داری در مقدار كراتين در 3 گروه مشــاهده 

.)p<0/05( نشد

بحث و نتيجه گيری
بيمــاری زايــی Cl. perfringens به وجود ســم های اصلی 
 و كشــنده )آلفا، بتا، اپســيلون و يوتا( آن مربوط اســت و بر اساس 
 E و A، B، C، D وجود اين سموم در اين باكتری آنها را  به 5 تايپ
تقســيم بندی كرده اند )17، 31(. همه سموم توليد شده توسط اين 

باكتری از اهميت خاصی برخوردار هستند )23(. 
در هيچ كدام از گروه ها تا 48 ساعت پس از تزريق تلفات مشاهده 
نگرديد. در ارزيابی تســت توكسيســيتی به صورت بالينی، منحصراً 
فاكتور تلفات در موش های تزريق شده ملاك عمل می باشد )6(. اين 
تست )سنجش باقيمانده توكسين( صحت فرآيند سم زدايی يا تبديل 
توكسين های توليد شده توســط باكتری به توكسوئيد )فاقد قدرت 
بيمــاری زايی( را كنترل می كند. لــذا با توجه به اينکه هيچ كدام از 
موش ها در گروه های تحت آزمايش در مدت زمان تست تلف نشدند، 
می توان از عدم حضور توكســين در واكسن اطمينان حاصل نموده و 
بر درستی تست كنترلی توكسيسيتی در سطح بالينی صحه گذاشت. 
متوســط افزايش وزن موش ها در طول آزمايش قابل توجه بود، 
بطوری كه موش های گروه 1 پس از 48 ســاعت به طور متوسط 1 
گرم افزايش وزن داشــتند اما موش های گروه های 2 و 3 به ترتيب 
3 و 2 گرم افزايش وزن نشــان دادنــد. وزن گيری كمتر موش های 
گروه 1 و 3 نســبت به گروه كنترل را می توان به اســترس ناشی از 

 تزريق، آثار واكسن و محيط كشت در بدن موش و بی اشتهايی نسبی 
موش ها پس از تزريق در اين دو گروه نسبت داد.

نتايج هيستوپاتولوژيک در گروه واكسن، گليوز كانونی بافت مغز 
و هپاتيت لنفوسيتی خفيف و نکروز و دژنره شدن خفيف سلول های 
كبدی را نشان داد. همچنين در كليه ها درجاتی از تغييرات اپيتليالی 

خفيف مشاهده گرديد.
 Cl. perfringens در خصوص آثار هيستوپاتولوژيک توكسين های
روی اندام های مختلف حيوانات آزمايشگاهی تحقيقات زيادی انجام 
شده است و مقالات متعددی بر آثار هيستوپاتولوژيک اين توكسين ها 
در بافت های مختلف حيوانات اشــاره كرده اند )2، 7، 8، 9، 14،16، 

.)34 ، 24 ،22
 Cl. perfringens  تغييرات هيســتوپاتولوژيک انتروتوكسمی ناشــی از
تيپ های A، B و C در گوســفند و بز اختصاصی نيســتند و بنابراين 
اگرچه در تشــخيص كمک كننده هستند اما جنبه تشخيص قطعی 
ندارند )34(. اما تغييرات هيســتوپاتولوژيک كلستريديوم پرفرينژنس 
تيــپ D در مغز گوســفند منحصر به فرد و اختصاصــی اين نوع از 
انتروتوكسمی می باشــد. اكثراً ادم پروتئينی اطراف عروقی بصوررت 
نواحی اســيدوفيل پروتئين كه سرخرگ ها و سياهرگ های كوچک 
و متوســط را احاطه كرده، ديده می شــود )2، 34(. اين حالت چند 
ســاعت پس از آغاز علائــم بالينی ديده می شــود. اگر حيوان چند 
ســاعتی زنده بماند، دژنره شدن بخش ســفيد مغز، خونريزی، تورم 
آستروسيت ها و آكسون ها ايجاد می گردد )2(. در فرم مزمن بيماری 
ضايعه اختصاصی بصورت نکروز ماده سفيد ديده می شود )16(. ادم 
اطراف عروقی، دژنره شــدن و نکروز دوطرفه و قرينه پارانشيم مغز در 
corpus striatum، كپسول داخلی، تالاموس، مغز ميانی، ساقه های 
مخچه ای و مراكز ماده سفيد مخچه ديده می شود. )2، 3(. ضايعات 
منحصر به اين نواحی نبوده و ممکن اســت در ساير قسمت های مغز 

از جمله كورتکس و هايپوكام نيز ديده شوند )2(.
تحقيقاتی نيز روی آثار توكســين های كلستريديوم پرفرينژنس 
 Finnie در حيوانات آزمايشگاهی انجام شــده از جمله بررسی های
 )1984( در مورد آثار هيســتوپاتولوژيک توكســين اپسيلون 
Va-( روی مغز موش كه ادم وازوژنيک D تيپ Cl. perfringens

 sogenic edema( تا مالاسی كانونی )Focal malacia( را نشان 
 داد )8(. آثار اين توكسين بر انتقال مايعات و پارامترهای بيوالکتريکی 
روده های كوچک موش و رت آزمايشــگاهی نيز ارزيابی شده است. 
در اين بررســی آثار ســاختاری و بافتی توكسين مذكور روی روده 
نيز بررسی شــد و تغييرات بافت شناسی آشکاری مشاهده نگرديد، 
هرچند كه توكســين اپسيلون نفوذ پذيری روده ها را تغيير داده تا 
حــدی كه ماكرومولکول ها نيز قابليت عبــور پيدا كردند. )14(. در 
مطالعه حاضر نيز در روده موش های تحت بررسی ضايعه پاتولوژيک 

خاصی مشاهده نگرديد.
در تحقيقاتی كه Fernandez و همکاران )2007( در مورد آثار 
عفونت خوراكی كلستريديوم پرفرينژنس تيپ D در موش انجام دادند، 
تعدادی از موش ها، ادم خفيف و اتساع گازی روده ها و در بافت شناسی 
 نکــروز چند كانونی حاد لوله های كليه و ادم ريوی را داشــتند )7(. 

)Mean ± SD ( جدول 3 - نتایج ارزیابی فاکتورهای بيوشيميایی خون

گلوکز خون
)mg/dl( 

اوره
)mg/dl( 

کراتين 
)mg/dl(

0/1 ± 4/60/4 ± 38/8 26/3 ± 145/2گروه 1

0/5 ±10/20/7 ± 40/349/0 ± 216/0گروه 2

0/6 ± 5/20/9 ± 41/550/1 ± 206/1گروه 3
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يافتــه هــای Lindsay و همــکاران )1986( در خصــوص آثــار 
هيستوپاتولوژيک آنتروتوكسين Cl. perfringens  6-8  بر روی روده 
خرگوش، تخريب لايه اپيتليال روده را نشــان می دهد )22(. بررسی 
ديگری در مورد آثار هيســتوپاتولوژيک آنتروتوكســين كلستريديوم 
پرفرينجنس در پونی ها پرخونی مشــخص، ادم و خونريزی در روده 
های كوچک و بزرگ و از بين رفتن راس پرزهای روده را نشــان داد 

 .)26(
Uzal و همــکاران )2004( در بررســی يافته هــای پاتولوژيک 
انتروتوكســمی تجربی ناشی از كلستريديوم پرفرينژنس در گوسفند، 
ادم اطراف عروقی يکدست پروتئينی در مغز، ادم شديد در پرده جنب، 
فضای بين لوبولی و اطراف عروقی و مجاری هوايی را مشاهده كردند 
)35(. اما در مطالعه حاضر هيچ گونه ضايعه خاصی در ريه ها مشاهده 

نگرديد.
بررســی های Itodo و همکاران )2009( نشان داد كه حيوانات 
واكسينه شده با كلستريديوم پرفرينژنس هيچ گونه ضايعه پاتولوژيکی 
در كليه نداشتند كه با نتايج اين بررسی كه صرفاً درجاتی از تغييرات 

اپيتليالی خفيف مشاهده شد، مطابقت دارد )19(.
چــون در نمونه های مغز، كبد و كليــه موش ها در گروه محيط 
كشــت و بخصوص گروه كنترل نيز ضايعات مشابهی با گروه واكسن 
ديده شــد، نمی توان اين ضايعات را به دتوكسيفيکاســيون ناقص و 
حضور احتمالی توكسين در واكسن نسبت داد. ضايعات كبد و كليه را 
می توان به استرس ناشی از حمل و نقل يا دستکاری حين انجام كار 
نســبت داد. البته ضايعه مغزی موجود در هر 3 گروه دليل مشخصی 
نــدارد و نياز به مطالعات اختصاصی و تکميلــی دارد. در هر 3 گروه 
نمونه های قلب، طحال، روده و ريه ها در مشاهدات هيستوپاتولوژيک 
سالم بودند و ضايعه خاصی را نشان ندادند و با تجزيه و تحليل نتايج 
هيســتوپاتولوژيک توسط آزمون دقيق فيشر، تفاوت معنی دار آماری 

بين گروه های مختلف مشاهده نگرديد.
 بــا توجه بــه تحقيقات انجــام شــده در خصوص آثــار مرگبار 
توكســين های  Cl. perfringens  بر حيوانات آزمايشگاهی از جمله 
موش، می توان به اين نکته پی برد كه اگر فرايند تبديل توكسين به 
توكسوئيد در روند ساخت واكسن بدرستی انجام نمی شد، می بايست 
در اندام های مختلف موش های تحت بررسی علامت های ذكر شده 
در ساير منابع )ناشی از توكسين های اين باكتری( ديده شود )5، 7، 
8، 13، 14، 20، 22 ، 25(. اما نتايج هيســتوپاتولوژيک اين بررســی 
ضايعه ای مرتبط با واكسن را در اندامهای مختلف موش نشان نداد و 
اين مطلب بيانگر اين است كه در فرايند توليد واكسن، توكسين های 
باكتری به توكسوئيد تبديل شده و صحت تست توكسيسيتی واكسن 

در سطح هيستوپاتولوژيک نيز تصديق می گردد. 
توكســين هــای  Cl. perfringens  می توانند بــر فاكتورهای 
بيوشــيميايی خون و ادرار از جمله گلوكز، اوره و ســاير فاكتورهای 
بيوشــيميايی اثر بگذارند )11، 12، 26 و 34(. يک چهره برجسته و 
مشخص بيوشــيميايی ثابت شده در مسموميت با توكسين اپسيلون 
كلستريديوم پرفرينژنس تيپ D، هايپرگليسمی )افزايش قند خون( 
می باشــد )12(. اين افزايش قند خون پس از مســموميت، ناشی از 

بسيج ســريع ذخاير گليکوژن كبدی اســت. اگر قبل از مسموميت 
با توكســين هــای  Cl. perfringens ، ذخاير گليکــوژن كبدی را 
 تخليــه كنند، حيوان پس از مســمويت افزايش قند خون را نشــان 
نمی دهد. در اين بررسی اختلال واضحی در تنفس بافتی در حيوانات 
مسموم مشاهده نگرديد كه اين امر خود نشان می دهد هايپرگليسمی 
 KERN و OCHOA ناشــی از تداخل در گليکوليز نيست )12(. اما
)1980( در بررسی آثار آنتروتوكسين كلستريديوم پرفرينجنس تيپ 
A در پونــی ها نشــان دادند كه پس از تزريق اين توكســين ميزان 
گلوكز خون مشــخصاً كاهش مــی يابد )26(. گلوكــزاوری نيز يک 
چهره شاخص بيماری انتروتوكسمی می باشد. بررسی های Uzal و 
همکاران )2004( نيز حضور گلوكز در ادرار 3 گوسفند از 6 گوسفند 

تحت بررسی را نشان داد )35(. 
رفرنس ها اعداد متفاوتی را برای محدوده طبيعی گلوكز خون در 
موش آزمايشگاهی اعلام كرده اند كه بسته به نژاد موش، سن موش، 
شرايط نگهداری، نوع تغذيه، آزمايشگاه و روش نمونه برداری و روش 
تست آزمايشگاهی متغيير است )32(. محدوده مقدار طبيعی گلوكز 
 خون در موش آزمايشــگاهی 278- 106 ميلی گرم بر دســی ليتر 
می باشد )32(. با توجه به طيف وسيع اعداد پارامترهای بيوشيميايی 
در حيوانات آزمايشگاهی بهتر است مبنای مقايسه در هر پروژه گروه 

كنترل همان پروژه باشد.
مقــدار گلوكز خون در گروه واكســن با ميانگيــن  26/32 ± 
 145/20 ميلی گرم بر دســی ليتر در محدوده طبيعی ذكر شده در 
 رفرنس ها است اما مقايسه آن با ساير گروه ها از جمله گروه كنترل نشان 
می دهد كه بقيه گروهها، دارای گلوكز خون بالاتر از گروه واكســن 
هستند. مقايسه گروهها نشان می دهد مقدار گلوكز خون گروه های 
2 و 3 بيشــتر از گروه 1 بوده و ايــن تفاوت از نظر آماری معنی دار 
اســت )p>0/05( در حالی كه تفاوت آماری معنی داری بين گلوكز 
خون گروه 2 و 3 وجود ندارد )p<0/05(. البته به اين نکته بايد توجه 
كرد كه گروه كنترل و گروه محيط كشت گلوكز خون بالاتری نسبت 
به حد استاندارد ذكر شده در ساير رفرنس ها  نشان داده اند )33(. 
اما اگر مبنا را بر اســاس گروه كنترل تســت حاضر در نظر بگيريم، 
 پايين تر بودن گلوكز خون گروه واكســن را می توان به اســترس و 
بی اشتهايی پس از واكسيناسيون نسبت داد. بالا بودن گلوكز خون 
در گروه محيط كشت را ممکن است بتوان به تركيبات محيط كشت 

از جمله دكسترين نسبت داد.
مقدار طبيعی اوره در موش آزمايشگاهی بين 34- 19 ميلی گرم 
بر دسی ليتر است )32(. ولی در اين بررسی مقدار اوره در هر 3 گروه 
به طور معناداری بالاتر از محدوده طبيعی بود كه شايد بتوان آن را به 
تغييرات اپيتليال مشاهده شده در كليه نسبت داد. اما مقايسه نتايج 
گروه ها با هم نشان داد تنها تفاوت معنی دار آماری بين گروه 1 و 3 
وجود دارد )p>0/05(( و اين مقدار در گروه 1 پايين تر می باشد ولی 
تفاوت معنی داری بين گروه های ديگر ديده نشد )p<0/05(. مقدار 
طبيعی كراتين در موش آزمايشــگاهی 0/8-0/5 ميلی گرم بر دسی 
ليتر است )32( كه نتايج بررسی حاضر نشان می دهد مقدار كراتين 
در گروه واكســن در محدوده طبيعی بوده اما گروه محيط كشــت و 
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گروه كنترل رنج بالاتری نسبت به رفرنس ها دارند. نتايج ارزيابی های 
بيوشــيميايی نشان می دهد كه بايد مطالعات بيشتری در اين زمينه 

انجام شود.
هر چند كه در انجام مطالعه محدوديت هايی وجود داشــت اما با 
توجه به نتايج بالينی، هيستوپاتولوژيک و بيوشيميايی، نتيجه گيری 
می شــود كه فرايند توليد واكســن با دقت و بدرستی انجام و تبديل 
توكسين به توكسوئيد كه فاقد قدرت بيماريزايی است به خوبی انجام 
شده است و روش تســت و كنترل واكسن بدون اشکال بوده است و 
تجويز واكســن به موش بعنوان يک مدل آزمايشگاهی باعث ضايعه 

خاصی نمی شود.
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