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بررسی بیوشیمیایی و هیستوپاتولوژیک آثار 
واکسن چهارتایی انتروتوکسمی در موش سوری

چکيد‌ه
یکی از مهم ترین تست های کنترلی در مورد واکسن انتروتوکسمی تست توکسیسیتی )سنجش باقیمانده توکسین( است. ارزیابی این تست به صورت 
بالینی بوده و فاکتور تلفات در موش های تزریق شــده ملاک قضاوت می باشد. هدف این مطالعه ارزیابی تست کنترلی توکسیسیتی در سطوح بالینی و 
هیستوپاتولوژیک و همچنین ارزیابی آثار واکسن انتروتوکسمی روی فاکتورهای بیوشیمیایی سرم از جمله گلوکز خون، اوره و کراتین بوده است. در این 
بررسی 21 سر موش سوری با میانگین وزن 25 گرم به طور تصادفی به 3 گروه جداگانه شامل گروه 1 )واکسن(، گروه 2 )کنترل( و گروه 3 )محیط کشت( 
دسته بندی شدند. همه موش ها قبل و بعد از تزریق از نظر فاکتورهای بالینی سلامت و تلفات کنترل شدند. گروه 1 و 3 به ترتیب واکسن انتروتوکسمی 
و محیط کشت پایه واکسن را به میزان 0/5 میلی لیتر به روش زیرجلدی دریافت و گروه 2 به عنوان گروه کنترل هیچ ماده ای دریافت نکردند. پس از 48 
ساعت خونگیری انجام شد و ارزیابی بیوشیمیایی فاکتورهای خونی روی سرم انجام گردید. سپس هر سه گروه کالبد گشایی شده و نمونه برداری جهت 
مطالعات هیستوپاتولوژیک انجام گردید.  نتایج هیستوپاتولوژیک نشان داد بافت مغز در گروه واکسن )به جز دو مورد( و گروه شاهد )به جز یک مورد( 
و گروه محیط کشــت )به جز یک مورد( دچار گلیوز کانونی شــده است. بافت کبد در همه موارد گروه واکسن و در 6 نمونه گروه شاهد مبتلا به هپاتیت 
لنفوسیتی خفیف و نکروز و دژنره شدن خفیف سلول های کبدی بوده، در گروه محیط کشت کبد در 4 مورد طبیعی و بقیه دچار ضایعاتی شبیه گروه 1 
و 2 بوده اند. کلیه ها نیز در همه گروه ها به جز یک مورد در گروه واکسن و دو مورد در گروه محیط کشت، همگی درجاتی از تغییرات اپیتلیالی خفیف 
را نشــان دادند. قلب، طحال، روده و ریه ها در همه گروه ها ســالم بودند. جهت تجزیه و تحلیل نتایج هیستوپاتولوژیک از آزمون دقیق فیشر استفاده 
 )post hoc( آزمون آماری آنالیز واریانس یک طرفه و آزمون تکمیلی ،Stata10 گردید. جهت تجزیه و تحلیل داده های بیوشــیمیایی از نرم افزار آماری
شــفه )scheffe( استفاده گردید. در تحلیل نتایج هیستوپاتولوژیک تفاوت معنی دار آماری بین گروه های مختلف مشاهده نگردید. تحلیل داده های 
بیوشــیمیایی نشان دادند که تفاوت معنی داری بین مقدار گلوکز خون در گروه 1 با گروه های 2 و 3، همچنین بین 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 بالینی، هیستوپاتولوژیک و 
بیوشیمیایی نتیجه گیری می شود که فرایند تولید واکسن با دقت و به درستی انجام و تبدیل توکسین به توکسوئید که فاقد قدرت بیماریزایی است به 

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

كلمات كليد‌ي: Cl. perfringens، انتروتوکسمی، واکسن، تست توکسیسیتی
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مقد‌مه
بیماری انتروتوکســمی یکی از بیمــاری های مهم جمعیت دامی 
بخصوص گوسفند و بز می باشــد. باکتری Cl. perfringens عامل 
اصلی انتروتوکســمی و از مهمترین گونه های بیماری زا در دام است. 
این باکتری به تعداد فراوان در خاک، آب، هوا، غذا و دستگاه گوارش 
انســان و حیوانات وجــود دارد. باکتــری Cl. perfringens علاوه 
 بــر بیماری هایی که در انســان ایجاد می کنــد در دام ها نیز باعث 
بیمــاری های انتروتوکســمی، قلوه نرمی، اســهال عفونــی بره های 
نوزاد، اســتراک و آنتریت همورایژک می شود )2، 15، 18، 21، 27 
 ،30(. این باکتری چهار توکســین اصلی آلفا، بتا، اپســیلون و یوتا و 

توکســین هــای فرعــی را تولید مــی کنــد )28، 38(. تیپ های 

 مختلــف این باکتــری طبق جدول 1 بر اســاس نــوع و مقدار این 
توکســین ها از یکدیگــر تفکیک می شــوند )1(. تیپ های مختلف 
باکتــری بیماری های متفاوتی ایجاد می کنند و حتی ممکن اســت 
یک ســویه بیماری های گوناگونــی را در میزبان های مختلف ایجاد 

کند )36 ، 37(.
از  ناشــی  بیمــاری هــای  از  راه پیشــگیری   مهــم تریــن 
 Cl. perfringens واکسیناسیون دام با تزریق واکسن انتروتوکسمی 
می باشــد که در حــال حاضر در ایران به صورت واکســن چهارتایی 
انتروتوکســمی )شامل تیپ های B، C، D و کلستریدیوم سپتیکوم( 
 عرضه می شــود. واکسن انتروتوکســمی تولید موسسه رازی کرمان 
بــه منظور اطمینان از صحت و ســامت، تحت تســت های کنترل
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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 حین تولیــد و پس از تولید قــرار می گیــرد. مهم ترین 
تســت های کنترلی تســت هــای فیزیکوشــیمی، اســتریلیتی، 
توکسیســیتی )سنجش باقیمانده توکســین(، بی ضرری و بالاترین 
قدرت ایمنی زائی واکســن می باشــند )10(. یکــی از مهم ترین 
تســت های کنترلی واکســن انتروتوکســمی تســت توکسیسیتی 
اســت که با تزریق 0/5 ميلي ليتر از واکســن بــه روش زیر جلدی 
 بــه موش ســوری کــه تاکنون واکســن دریافــت نکــرده، انجام 
می شــود )6(. ارزیابی این تســت به صورت بالینی بوده و منحصراً 
فاکتور تلفات موش های تحت تست ملاک عمل می باشد. اما اگر به 
هر دلیلی خنثی ســازی توکسین های واکسن به خوبی انجام نشود 
و تست توکسیســیتی بر مبنای مشاهدات بالینی )تلفات موش ها( 
نتواند مقادیر جزیی این توکســین ها را تشخیص دهد، این احتمال 
وجود دارد که این توکســین های خنثی نشــده در بدن دام اصلی 

)گوسفند( عوارض ناخواسته ای ایجاد کنند.
مقالات متعددی بر آثار هیســتوپاتولویژک توکسین های باکتری 
کلســتریدیوم در بافت های مختلف اشاره کرده اند )7، 8، 14، 22 ، 
24(. همچنین این توکسین ها می توانند بر فاکتورهای بیوشیمیایی 
خون و ادرار از جمله گلوکز، اوره و ســایر فاکتورهای بیوشیمیایی اثر 
بگذارنــد )11، 12، 26 ، 34(. به همین دلایل جهت ارزیابی کارایی 
این تست در سطوح مختلف اقدام گردید و صحت تست توکسیسیتی 
در 3 سطح کلینیکی، پاراکلینیکی )بیوشیمیایی( و هیستوپاتولویژک 

در موش بعنوان یک مدل آزمایشگاهی مورد بررسی قرار گرفت.
هدف این طرح ارزیابی صحت تســت کنترلی توکسیســیتی و 
ارزیابی اثرات هیســتوپاتولویژک واکسن انتروتوکسمی بر اندام های 
مختلف موش ســوری )کبد، طحال، قلب، کلیــه، ریه، مغز، روده( 
و ارزیابی اثرات بیوشــیمیایی واکســن انتروتوکسمی بر فاکتورهای 

سرمی از جمله گلوکز خون، اوره و کراتین بوده است.

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

10- 8 هفته و وزن 30- 20 گرم
 ،B واکسن : واکسن پلی والان )چهارتایی( انتروتوکسمی )تیپ
تیپ C و تیپ Cl. perfringens  D و Cl. septicum(. واکســن 
مورد استفاده در این تست به روش کشت دستی در تانک مخصوص 
ساخت واکســن تهیه و پس از کشت اولیه و انکوباسیون، به منظور 
دتوکسیفیکاســیون توکســین ها از فرمالدئید به نسبت 0/8 درصد 

استفاده گردید.

سایر مواد
محیط پایــه تهیه واکســن چهارتایــی انتروتوکســمی )فاقد 
کلستریدیوم ها(. مشخصات محیط کشت پایه برای یک تانک 16/5 

لیتری مخصوص ساخت واکسن به شرح جدول 2 می باشد. 

در این بررسی از 21 موش سوری از نژاد Balb/C که هیچ 
دارو یا واکســنی دریافت نکرده بودند، استفاده شد. موش ها 
در شــروع آزمایش همگی دارای میانگین وزن 25 گرم بوده 
و به طور تصادفی در 3 گروه جداگانه و مســاوی دسته بندی 
شدند. هر 3 گروه در مدت زمان ارزیابی تحت شرایط یکسان 
پرورشــی از جمله میزان غذا و آب مصرفی، شرایط نگهداری، 
دمای محیط و ... قرار داشتند. موش ها قبل از انجام آزمایش 

جدول 1- توکسین های اصلی تولید شده به وسیله تیپ های مختلف 
کلستریدیوم پرفرینژنس

typeیوتااپسیلونبتاآلفا

A+++---

B++++-

C+++--

D+-++-

E+--+
جدول 2- ترکیبات محیط کشت پایه واکسن برای یک تانک 16/5 لیتری 

مخصوص ساخت واکسن 

درصد )%(مقدارترکیب

5003/00 گرمپپتون

0/96 160 گرمتامپون

0/24 40 گرمنمک

400/24 گرمعصاره مخمر

0/02 3/3 گرمسیستئین

3752/27 میلی لیتردکسترین

1000/60 میلی لیترتریس ویتامین

2/50/01 میلی لیترآنتی فوم

--تا حجم 16/5 لیترآب مقطر
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از نظر فاکتورهای بالینی سلامت )وضعیت خوردن و آشامیدن، 
 ادرار، شــکل مدفــوع، پوشــش مویی بدن و رفتــار( کنترل 

شدند.
به گروه شماره 1 واکسن چهارتایی انتروتوکسمی به میزان 
0/5 میلی لیتر به صورت زیر جلدی )شبیه تست توکسیسیتی( 
تزریق گردید )تصویر 1(. گروه شماره 2 به عنوان گروه کنترل 
هیــچ ماده ای دریافت نکردند. گروه شــماره 3 نیز به منظور 
تفریق آثار محیط کشت پایه تولید واکسن فقط محیط کشت 
واکســن )فاقد کلســتریدیوم ها( را به میزان 0/5 میلی لیتر 
دریافت کردند. در ساعات 6، 12، 24، 36 و 48 پس از تزریق 
وضعیت بالینی و تعداد تلفات موش ها در هر سه گروه بررسی 

و ثبت گردید.

ســپس خونگیری از قلب در لوله های بدون ماده ضد انعقاد انجام گردید 
و نمونه های خون به مدت 15 دقیقه با 2500 دور در دقیقه با دســتگاه 
Hettich Tuttlingen D- 78532 ســانتریفیوژ آزمایشــگاهی مدل

سانتریفیوژ شدند. 
ســرم های بدســت آمده به دقت جمــع آوری و در میکروتیوب 
0/2 میلــی لیتــر در فریزر 20- درجه ســانتي گراد تــا زمان انجام 
آزمایشات نگهداری گردیدند. نمونه های سرم جهت انجام آزمایشات 
بیوشــیمیایی و ارزیابــی فاکتورهــای خونی با دســتگاه اتوآنالیزور 
 Technicon مــدل RA -1000 مــورد بررســی و ســنجش قرار 

گرفتند )4(.  
بلافاصلــه پــس از خونگیری، با قرار دادن مــوش ها در محفظه 
 ســر بســته و اســتفاده از گاز CO2 اتانازی انجام گردید و ســپس 
موش ها کالبدگشــایی شــدند. از هر ســه گروه نمونــه هایی جهت 
مطالعــات هیســتوپاتولویژک از اندام های کبد، طحــال، قلب، ریه، 
مغــز و روده اخــذ گردید. نمونه ها در فرمالیــن 10 درصد غوطه ور 
شــده و پس از 24 ســاعت فرمالین نمونه ها تعویض شــد. ســپس 
 نمونه ها برای انجام ارزیابی هیســتوپاتولویژک به آزمایشــگاه ارسال 

گردیدند. پس از تهیه قالب های پارافینی، برش هائی به قطر 5 
میکرون تهیه و به وسیله هماتوکسیلین و ائوزین رنگ آمیزی 
شدند. جهت تجزیه و تحلیل نتایج هیستوپاتولویژک از آزمون 

دقیق فیشر استفاده گردید.
جهت تجزیه و تحلیل داده های بیوشــیمیایی از نرم افزار 
آماری Stata10، آزمون آماری آنالیز واریانس یک طرفه و آزمون 
 تکمیلی )post hoc( شفه )scheffe( استفاده گردید. در این 
آزمون میزان گلوکز خون، اوره و کراتین به عنوان متغیر وابسته 
و گــروه های مداخله به عنوان متغیر مســتقل در نظر گرفته 
 شدند. همچنین جهت مقایسه دو به دو از تست شفه استفاده 

گردید )29(.

نتایج
در هیــچ کدام از گــروه ها، قبل از تزریق تا 48 ســاعت پس از 
تزریــق )زمــان کالبدگشــایی( تلفات مشــاهده نگردید. متوســط 
 افزایــش وزن موش ها در طول آزمایــش قابل توجه بود، بطوری که 
مــوش هــای گــروه 1 پــس از 48 ســاعت بــه طور متوســط 1 
 گــرم افزایــش وزن داشــتند اما موش هــای گروه هــای 2 و 3 به 
ســایر  دادنــد.  نشــان  وزن  افزایــش  گــرم   2 و   3  ترتیــب 
فاکتورهای کنترل ســامت بالینی موش همگی در محدوده طبیعی 

بود و هیچ گونه تفاوت معناداری بین گروه ها مشاهده نشد.
در مشــاهدات کالبدگشــایی گروه شــماره 1 )گروه واکســن(، 
یــک نمونــه دچــار پرخونی و تــورم در کبــد، طحال و دســتگاه 
 گــوارش بــود. 4 مــورد از 7 مــورد مبتــا بــه پرخونــی کلیه ها 
بودنــد. دســتگاه گوارش نیــز در 2 مــورد از 7 مورد دچــار تورم 
و پرخونــی بود. در ســایر مــوارد این گــروه ضایعه ای مشــاهده 
 نگردیــد. گــروه هــای شــماره 2 و 3 )بــه ترتیب گروه شــاهد و 

گروه محیط کشت( از لحاظ ماکروسکوپیک ضایعه خاصی نداشتند.
کانونــی  گلیــوز  واکســن،  گــروه  هیســتوپاتولویژک   نتایــج 
 بافــت مغــز را در 5 مــوش نشــان داد و دو مــورد دیگــر طبیعی 

بودند )شكل هاي 2 و 3(. 
در همــه مــوش هــای ایــن گــروه، کبد مبتــا بــه هپاتیت 
لنفوســیتی خفیــف و نکــروز و دژنره شــدن خفیف ســلول های 
 کبــدی بــود )شــكل هــاي  4 و 5(. همچنیــن در کلیه ها 
درجاتــی از تغییرات اپیتلیالی خفیف مشــاهده گردید )به جز 

یک مورد(. 
در گروه شــماره 2 )گروه شاهد( بافت های مغز به جز یک مورد، 
بقیه دچار گلیــوز کانونی بودند. در این گروه نمونه های کبد )به جز 
یک مورد( مبتلا به هپاتیت لنفوســیتی خفیف و نکروز و دژنره شدن 
خفیف ســلول های کبدی بودند. کلیه هــا نیز همگی دچار تغییرات 
اپیتلیالی خفیف بودند. در گروه شــماره 3 )گروه محیط کشــت( نیز 
شبیه گروه 2، بافت های مغز به جز یک مورد طبیعی، در سایر موارد 
دچار گلیوز کانونی بودند. نمونه های کبد این گروه در 4 مورد طبیعی 
و بقیه دچار ضایعاتی شــبیه به گروه هــای 1 و 2 بودند. کلیه ها نیز 
ضایعاتی مشــابه گروه های 1 و 2 داشتند )بجز 2 مورد طبیعی(. در 
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هــر 3 گروه نمونه هــای قلب، طحال، روده و ریه ها در مشــاهدات 
هیستوپاتولویژک سالم بودند و ضایعه خاصی را نشان ندادند. تجزیه و 
تحلیل نتایج هیستوپاتولوژی با آزمون فیشر، تفاوت معنی دار آماری 

بین گروه های مختلف نشان نداد.
نتایج مربوط به آزمایش های ســنجش فاکتورهای بیوشیمیایی 
 )گلوکــز خون، اوره و کراتین( در جدول 3 ذکر شــده اســت. میزان 
گلوکــز خون در گــروه 1 در مقایســه با گروه هــای 2 و 3 به طور 
معنی داری کمتر بــود )p>0/05( در حالی که تفاوت آماری معنی 
 داری بیــن گلوکز خــون گروه 2 و 3 وجود نداشــت )p<0/05(. در

مورد نتایج اوره تنها تفاوت معنی دار آماری بین گروه 1 و 3 مشاهده 
گردیــد )p>0/05( و این مقدار در گــروه 1 پایین تر بود. هم چنین 
 تفاوت آمــاری معنــی داری در مقدار کراتین در 3 گروه مشــاهده 

.)p<0/05( نشد

بحث و نتیجه گیری
بیمــاری زایــی Cl. perfringens به وجود ســم های اصلی 
 و کشــنده )آلفا، بتا، اپســیلون و یوتا( آن مربوط اســت و بر اساس 
 E و A، B، C، D وجود این سموم در این باکتری آنها را  به 5 تایپ
تقســیم بندی کرده اند )17، 31(. همه سموم تولید شده توسط این 

باکتری از اهمیت خاصی برخوردار هستند )23(. 
در هیچ کدام از گروه ها تا 48 ساعت پس از تزریق تلفات مشاهده 
نگردید. در ارزیابی تســت توکسیســیتی به صورت بالینی، منحصراً 
فاکتور تلفات در موش های تزریق شده ملاک عمل می باشد )6(. این 
تست )سنجش باقیمانده توکسین( صحت فرآیند سم زدایی یا تبدیل 
توکسین های تولید شده توســط باکتری به توکسوئید )فاقد قدرت 
بیمــاری زایی( را کنترل می کند. لــذا با توجه به اینکه هیچ کدام از 
موش ها در گروه های تحت آزمایش در مدت زمان تست تلف نشدند، 
می توان از عدم حضور توکســین در واکسن اطمینان حاصل نموده و 
بر درستی تست کنترلی توکسیسیتی در سطح بالینی صحه گذاشت. 
متوســط افزایش وزن موش ها در طول آزمایش قابل توجه بود، 
بطوری که موش های گروه 1 پس از 48 ســاعت به طور متوسط 1 
گرم افزایش وزن داشــتند اما موش های گروه های 2 و 3 به ترتیب 
3 و 2 گرم افزایش وزن نشــان دادنــد. وزن گیری کمتر موش های 
گروه 1 و 3 نســبت به گروه کنترل را می توان به اســترس ناشی از 

 تزریق، آثار واکسن و محیط کشت در بدن موش و بی اشتهایی نسبی 
موش ها پس از تزریق در این دو گروه نسبت داد.

نتایج هیستوپاتولویژک در گروه واکسن، گلیوز کانونی بافت مغز 
و هپاتیت لنفوسیتی خفیف و نکروز و دژنره شدن خفیف سلول های 
کبدی را نشان داد. همچنین در کلیه ها درجاتی از تغییرات اپیتلیالی 

خفیف مشاهده گردید.
 Cl. perfringens در خصوص آثار هیستوپاتولویژک توکسین های
روی اندام های مختلف حیوانات آزمایشگاهی تحقیقات زیادی انجام 
شده است و مقالات متعددی بر آثار هیستوپاتولویژک این توکسین ها 
در بافت های مختلف حیوانات اشــاره کرده اند )2، 7، 8، 9، 14،16، 

.)34 ، 24 ،22
 Cl. perfringens  تغییرات هیســتوپاتولویژک انتروتوکسمی ناشــی از
تیپ های A، B و C در گوســفند و بز اختصاصی نیســتند و بنابراین 
اگرچه در تشــخیص کمک کننده هستند اما جنبه تشخیص قطعی 
ندارند )34(. اما تغییرات هیســتوپاتولویژک کلستریدیوم پرفرینژنس 
تیــپ D در مغز گوســفند منحصر به فرد و اختصاصــی این نوع از 
انتروتوکسمی می باشــد. اکثراً ادم پروتئینی اطراف عروقی بصوررت 
نواحی اســیدوفیل پروتئین که سرخرگ ها و سیاهرگ های کوچک 
و متوســط را احاطه کرده، دیده می شــود )2، 34(. این حالت چند 
ســاعت پس از آغاز علائــم بالینی دیده می شــود. اگر حیوان چند 
ســاعتی زنده بماند، دژنره شدن بخش ســفید مغز، خونریزی، تورم 
آستروسیت ها و آکسون ها ایجاد می گردد )2(. در فرم مزمن بیماری 
ضایعه اختصاصی بصورت نکروز ماده سفید دیده می شود )16(. ادم 
اطراف عروقی، دژنره شــدن و نکروز دوطرفه و قرینه پارانشیم مغز در 
corpus striatum، کپسول داخلی، تالاموس، مغز میانی، ساقه های 
مخچه ای و مراکز ماده سفید مخچه دیده می شود. )2، 3(. ضایعات 
منحصر به این نواحی نبوده و ممکن اســت در سایر قسمت های مغز 

از جمله کورتکس و هایپوکام نیز دیده شوند )2(.
تحقیقاتی نیز روی آثار توکســین های کلستریدیوم پرفرینژنس 
 Finnie در حیوانات آزمایشگاهی انجام شــده از جمله بررسی های
 )1984( در مورد آثار هیســتوپاتولویژک توکســین اپسیلون 
Va�( روی مغز موش که ادم وازوژنیک D تیپ Cl. perfringenss

 sogenic edema( تا مالاسی کانونی )Focal malacia( را نشان 
 داد )8(. آثار این توکسین بر انتقال مایعات و پارامترهای بیوالکتریکی 
روده های کوچک موش و رت آزمایشــگاهی نیز ارزیابی شده است. 
در این بررســی آثار ســاختاری و بافتی توکسین مذکور روی روده 
نیز بررسی شــد و تغییرات بافت شناسی آشکاری مشاهده نگردید، 
هرچند که توکســین اپسیلون نفوذ پذیری روده ها را تغییر داده تا 
حــدی که ماکرومولکول ها نیز قابلیت عبــور پیدا کردند. )14(. در 
مطالعه حاضر نیز در روده موش های تحت بررسی ضایعه پاتولویژک 

خاصی مشاهده نگردید.
در تحقیقاتی که Fernandez و همکاران )2007( در مورد آثار 
عفونت خوراکی کلستریدیوم پرفرینژنس تیپ D در موش انجام دادند، 
تعدادی از موش ها، ادم خفیف و اتساع گازی روده ها و در بافت شناسی 
 نکــروز چند کانونی حاد لوله های کلیه و ادم ریوی را داشــتند )7(. 

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

گلوکز خون
)mg/dl( 

اوره
)mg/dl( 

کراتین 
)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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یافتــه هــای Lindsay و همــکاران )1986( در خصــوص آثــار 
هیستوپاتولویژک آنتروتوکسین Cl. perfringens  6-8  بر روی روده 
خرگوش، تخریب لایه اپیتلیال روده را نشــان می دهد )22(. بررسی 
دیگری در مورد آثار هیســتوپاتولویژک آنتروتوکســین کلستریدیوم 
پرفرینجنس در پونی ها پرخونی مشــخص، ادم و خونریزی در روده 
های کوچک و بزرگ و از بین رفتن راس پرزهای روده را نشــان داد 

 .)26(
Uzal و همــکاران )2004( در بررســی یافته هــای پاتولویژک 
انتروتوکســمی تجربی ناشی از کلستریدیوم پرفرینژنس در گوسفند، 
ادم اطراف عروقی یکدست پروتئینی در مغز، ادم شدید در پرده جنب، 
فضای بین لوبولی و اطراف عروقی و مجاری هوایی را مشاهده کردند 
)35(. اما در مطالعه حاضر هیچ گونه ضایعه خاصی در ریه ها مشاهده 

نگردید.
بررســی های Itodo و همکاران )2009( نشان داد که حیوانات 
واکسینه شده با کلستریدیوم پرفرینژنس هیچ گونه ضایعه پاتولویژکی 
در کلیه نداشتند که با نتایج این بررسی که صرفاً درجاتی از تغییرات 

اپیتلیالی خفیف مشاهده شد، مطابقت دارد )19(.
چــون در نمونه های مغز، کبد و کلیــه موش ها در گروه محیط 
کشــت و بخصوص گروه کنترل نیز ضایعات مشابهی با گروه واکسن 
دیده شــد، نمی توان این ضایعات را به دتوکسیفیکاســیون ناقص و 
حضور احتمالی توکسین در واکسن نسبت داد. ضایعات کبد و کلیه را 
می توان به استرس ناشی از حمل و نقل یا دستکاری حین انجام کار 
نســبت داد. البته ضایعه مغزی موجود در هر 3 گروه دلیل مشخصی 
نــدارد و نیاز به مطالعات اختصاصی و تکمیلــی دارد. در هر 3 گروه 
نمونه های قلب، طحال، روده و ریه ها در مشاهدات هیستوپاتولویژک 
سالم بودند و ضایعه خاصی را نشان ندادند و با تجزیه و تحلیل نتایج 
هیســتوپاتولویژک توسط آزمون دقیق فیشر، تفاوت معنی دار آماری 

بین گروه های مختلف مشاهده نگردید.
 بــا توجه بــه تحقیقات انجــام شــده در خصوص آثــار مرگبار 
توکســین های  Cl. perfringens  بر حیوانات آزمایشگاهی از جمله 
موش، می توان به این نکته پی برد که اگر فرایند تبدیل توکسین به 
توکسوئید در روند ساخت واکسن بدرستی انجام نمی شد، می بایست 
در اندام های مختلف موش های تحت بررسی علامت های ذکر شده 
در سایر منابع )ناشی از توکسین های این باکتری( دیده شود )5، 7، 
8، 13، 14، 20، 22 ، 25(. اما نتایج هیســتوپاتولویژک این بررســی 
ضایعه ای مرتبط با واکسن را در اندامهای مختلف موش نشان نداد و 
این مطلب بیانگر این است که در فرایند تولید واکسن، توکسین های 
باکتری به توکسوئید تبدیل شده و صحت تست توکسیسیتی واکسن 

در سطح هیستوپاتولویژک نیز تصدیق می گردد. 
توکســین هــای  Cl. perfringens  می توانند بــر فاکتورهای 
بیوشــیمیایی خون و ادرار از جمله گلوکز، اوره و ســایر فاکتورهای 
بیوشــیمیایی اثر بگذارند )11، 12، 26 و 34(. یک چهره برجسته و 
مشخص بیوشــیمیایی ثابت شده در مسمومیت با توکسین اپسیلون 
کلستریدیوم پرفرینژنس تیپ D، هایپرگلیسمی )افزایش قند خون( 
می باشــد )12(. این افزایش قند خون پس از مســمومیت، ناشی از 

بسیج ســریع ذخایر گلیکوژن کبدی اســت. اگر قبل از مسمومیت 
با توکســین هــای  Cl. perfringens ، ذخایر گلیکــوژن کبدی را 
 تخلیــه کنند، حیوان پس از مســمویت افزایش قند خون را نشــان 
نمی دهد. در این بررسی اختلال واضحی در تنفس بافتی در حیوانات 
مسموم مشاهده نگردید که این امر خود نشان می دهد هایپرگلیسمی 
 KERN و OCHOA ناشــی از تداخل در گلیکولیز نیست )12(. اما
)1980( در بررسی آثار آنتروتوکسین کلستریدیوم پرفرینجنس تیپ 
A در پونــی ها نشــان دادند که پس از تزریق این توکســین میزان 
گلوکز خون مشــخصاً کاهش مــی یابد )26(. گلوکــزاوری نیز یک 
چهره شاخص بیماری انتروتوکسمی می باشد. بررسی های Uzal و 
همکاران )2004( نیز حضور گلوکز در ادرار 3 گوسفند از 6 گوسفند 

تحت بررسی را نشان داد )35(. 
رفرنس ها اعداد متفاوتی را برای محدوده طبیعی گلوکز خون در 
موش آزمایشگاهی اعلام کرده اند که بسته به نژاد موش، سن موش، 
شرایط نگهداری، نوع تغذیه، آزمایشگاه و روش نمونه برداری و روش 
تست آزمایشگاهی متغییر است )32(. محدوده مقدار طبیعی گلوکز 
 خون در موش آزمایشــگاهی 278- 106 میلی گرم بر دســی لیتر 
می باشد )32(. با توجه به طیف وسیع اعداد پارامترهای بیوشیمیایی 
در حیوانات آزمایشگاهی بهتر است مبنای مقایسه در هر پروژه گروه 

کنترل همان پروژه باشد.
مقــدار گلوکز خون در گروه واکســن با میانگیــن  26/32 ± 
 145/20 میلی گرم بر دســی لیتر در محدوده طبیعی ذکر شده در 
 رفرنس ها است اما مقایسه آن با سایر گروه ها از جمله گروه کنترل نشان 
می دهد که بقیه گروهها، دارای گلوکز خون بالاتر از گروه واکســن 
هستند. مقایسه گروهها نشان می دهد مقدار گلوکز خون گروه های 
2 و 3 بیشــتر از گروه 1 بوده و ایــن تفاوت از نظر آماری معنی دار 
اســت )p>0/05( در حالی که تفاوت آماری معنی داری بین گلوکز 
خون گروه 2 و 3 وجود ندارد )p<0/05(. البته به این نکته باید توجه 
کرد که گروه کنترل و گروه محیط کشت گلوکز خون بالاتری نسبت 
به حد استاندارد ذکر شده در سایر رفرنس ها  نشان داده اند )33(. 
اما اگر مبنا را بر اســاس گروه کنترل تســت حاضر در نظر بگیریم، 
 پایین تر بودن گلوکز خون گروه واکســن را می توان به اســترس و 
بی اشتهایی پس از واکسیناسیون نسبت داد. بالا بودن گلوکز خون 
در گروه محیط کشت را ممکن است بتوان به تریکبات محیط کشت 

از جمله دکسترین نسبت داد.
مقدار طبیعی اوره در موش آزمایشگاهی بین 34- 19 میلی گرم 
بر دسی لیتر است )32(. ولی در این بررسی مقدار اوره در هر 3 گروه 
به طور معناداری بالاتر از محدوده طبیعی بود که شاید بتوان آن را به 
تغییرات اپیتلیال مشاهده شده در کلیه نسبت داد. اما مقایسه نتایج 
گروه ها با هم نشان داد تنها تفاوت معنی دار آماری بین گروه 1 و 3 
وجود دارد )p>0/05(( و این مقدار در گروه 1 پایین تر می باشد ولی 
تفاوت معنی داری بین گروه های دیگر دیده نشد )p<0/05(. مقدار 
طبیعی کراتین در موش آزمایشــگاهی 0/8-0/5 میلی گرم بر دسی 
لیتر است )32( که نتایج بررسی حاضر نشان می دهد مقدار کراتین 
در گروه واکســن در محدوده طبیعی بوده اما گروه محیط کشــت و 
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گروه کنترل رنج بالاتری نسبت به رفرنس ها دارند. نتایج ارزیابی های 
بیوشــیمیایی نشان می دهد که باید مطالعات بیشتری در این زمینه 

انجام شود.
هر چند که در انجام مطالعه محدودیت هایی وجود داشــت اما با 
توجه به نتایج بالینی، هیستوپاتولویژک و بیوشیمیایی، نتیجه گیری 
می شــود که فرایند تولید واکســن با دقت و بدرستی انجام و تبدیل 
توکسین به توکسوئید که فاقد قدرت بیماریزایی است به خوبی انجام 
شده است و روش تســت و کنترل واکسن بدون اشکال بوده است و 
تجویز واکســن به موش بعنوان یک مدل آزمایشگاهی باعث ضایعه 

خاصی نمی شود.
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