
 

   

ارزیابی سیستم ایمنی موش های BALB/c در برابر 
فرم لیوفلیزه نئوسپورا کانینوم

bb

چكيد ه 
ایمنی در موش  ایجاد پاسخ  با سوش حاد در  لیوفلیزاسیون روی سوش تخفیف حدت یافته در مقایسه  اثر  این مطالعه، هدف بررسی  در 
BALB/c می  باشد. بدین منظور 40 سر موش BALB/c در پنج گروه هشت تایی تقسیم شدند. گروه اول سوش حاد NC1، گروه دوم سوش 
حاد NC1به صورت لیوفلیزه، گروه سوم سوش تخفیف حدت یافته NCR، گروه چهارم سوش تخفیف حدت NCR به صورت لیوفلیزه و 
گروه پنجم گروه کنترل. براي انجام آزمون های الايزا و اينترفرون گاما سه هفته پس از تزريق، خون گیری صورت گرفت. نتایج نشان دادند 
که سیستم ایمنی هومورال به خوبی عمل کرده است و در هر چهار گروه ایمن شده پاسخ ایمنی هومورال نسبت به گروه کنترل تفاوت 
معنی دار دارد )P value>0/05(. این مطالعه نشان داد که سوش تخفیف حدت یافته به خوبی قادر به ایجاد پاسخ ایمنی هومورال و ایمنی 

سلولی می باشد و می تواند به عنوان کاندیدي مناسب جهت مطالعات بیشتر برای تولید واکسن مطرح گردد. 
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The aim of this study was to investigate the effect of lyophilization on which strain in comparison with acute strain in the 
development of immune response in BALB/c mice. To this end, 40 BALB/c mice were divided into 5 groups each of 8 heads. 
The first group: NC1 (acute strain), the second group: lyophilized NC1 (acute strain), the third group: NCR (attenuated strain), 
the fourth group: lyophilized NCR (attenuated strain), and the fifth group: control. Three weeks after induction of vaccines, 
blood sampling was performed for ELISA and interferon-gamma tests. The results showed that the hemorrhagic immune sys-
tem performed well (P <0.05, OR (CI95%)), and all four immunosuppressed groups had a significant difference in humoral 
immune response compared to the control group. An important result was the interferon test, which revealed that the lyophi-
lized form in the acute strain had no significant difference in the level of interferon gamma compared to the control group, 
while lyophilized attenuated strain also had a significant difference between the levels of IFN-γ compared to the control (P 
<0.05, OR (CI95%)). This study showed that the lyophilized attenuated strain N.caninum is also able to produce a humoral 
and cell mediated immune and can be considered as an appropriate candidate for further studies on vaccine production.

Keywords: Neospora caninum, lyophilization, BALB/c mice, immunity, vaccine

مقدمه
به  شبیه  بسیاز  و  اجباری  سلولی  داخل  تک یاخته  کانینوم  نئوسپورا 
توکسوپلاسما است که در سال 1984 توسط برکاس و همکاران شناسایی 
سگ سانان  انگل  نهایی  میزبان   .)1( گردید  نام گذاری   1988 سال  در  و 
مهم ترین  گاو  می باشند)2(.  واسط  میزبان  حیوانات  از  وسیعی  طیف  و 
میزبان حد واسط نئوسپورا کانینوم است. بیماری ناشی از این تک یاخته 
نئوسپوروزیس است که انتشار جهانی داشته و از بسیاری کشورهای جهان 
گزارش شده است)3(. سقط جنین برجسته ترین پیامد آلودگی به این انگل 
قرار  آلودگی  گله در معرض خطر  از  زیادی  زمانی که جمعیت  و  است 
دارند می تواند قابل توجه باشد. در گله های گاو شیري علاوه بر سقط جنین 
سقط جنین  بیماری  اقتصادی  خسارات  مورد  به  نیز  شیر  میزان  کاهش 
اقتصادی ترین  نئوسپوروزیس  کنترل  می رسد  نظر  به  می شود)4(.  اضافه 
روش کنترل بیماری باشد و تحقیقات گسترده در زمینه تولید واکسن و 
بر حیوانات آزمایشگاهی کوچک مثل موش معطوف است)5(.  تأثیرات 
در حال حاضر بهترین رویکرد برای جلوگیری از عفونت نئوسپورا استفاده 
قبیل  از  زنده  واکسن  از  ناشی  خطرات  اما  است)6(.  زنده  واکسن  از 
نیز  بیماری زا می شود،  ایجاد سویه جدید  به  منجر  که  ثانویه  جهش های 
بایستی مورد توجه قرار گیرد. همچنین در مطالعات قبلی مشخص شد 
می تواند  رازی  موسسه  کانینوم  نئوسپورا  تخفیف حدت یافته  واریته  که 
با ایجاد ایمنی هومورال و سلولی و همچنین جلوگیری از نفوذ و انتقال 
عمودی نئوسپورا کانینوم زمینه مناسبی را برای انجام تحقیقات کاربردی 

از  یکی  اینکه  به  توجه  با  کند)7(.  ایجاد  زنده  واکسن  تهیه  راستای  در 
بهترین روش ها برای نگه داری طولانی مدت، لیوفلیزاسیون خشک کردن 
انجمادی تحت خلا می باشد. هدف این مطالعه بررسی اثر لیوفلیزاسیون 
تک یاخته نئوسپورا کانینوم تخفیف حدت یافته بر پاسخ ایمنی هومورال 
و سلولی موش های BALB/c تک  یاخته نئوسپورا کانینوم تخفیف حدت 
  BALB/c این تک یاخته در موش های  ایزوله حاد  با  یافته و مقایسه آن 

بود. 

مواد و روش کار 
رازی کرج  از موسسه  تهیه شده   BALB/c از موش های  این مطالعه  در 
استفاده گردید. موش های مورد مطالعه ماده های خالص 4-3 هفته با وزن 

35-28 گرم بودند و در شرایط یکسان نگه داری و تغذیه شدند.

آماده سازی واکسن هاي نئوسپورا کانينوم
در این پژوهش از سوش هاي حاد و تخفیف حدت یافتهْ منجمد نئوسپورا 
بود،  تهيه شده  شیراز  رازی  واکسن و سرم سازی  از موسسه  که  کانينوم 
حاوی  سلولی  کشت  فلاسک  درون  مذکور  سوش های  گردید.  استفاده 
گاو،  DMEM، 2% سرم جنین  با محیط کشت  Vero همراه  رده سلولی 
و   )100  mg/ml( استرپتومایسین  میلی لیتر(،  در  واحد   100( پنی سیلین 
آمفوتریسین )mg/ml 25( کشت داده شدند. پس از رشد، همه تک یاخته ها 
سانتریفیوژ شدند. تاکی زوئیت ها از روی محیط کشت جمع آوری و بعد 
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از شمارش با استفاده از لام نئوبار برای تهیه واکسن، دوز 106×5 تاکی 
زوئیت در هر میلی لیتر تنظیم گردید)8(. همچنین تاکی زویت های سوش 
 4LO-ALPHA2(حاد و تخفیف حدت یافته به وسیله خشک کن انجمادی
آلودگی  عدم  بررسی  منظور  به  شدند.  لیوفلیزه   (plus،GERMANY
میکروبی واکسن ها، از هر نمونه روی محیط کشت آگار خون دار کشت 

داده شد.

ایمنی سازی 
اثر واکسن های آماده بر موش های BALB/c تهیه شده از موسسه رازی 
کرج بررسی شد. موش های BALB/c مورد مطالعه ماده های خالص 3-4 
پنج گروه هشت تایی  به  بودند. 40 سر موش  با وزن 35-28 گرم  هفته 
تقسیم شدند. هر گروه به طور جداگانه در شرایط استاندارد آزمایشگاهی 
نگه داری شده و از آب و غذای معمولی تغذیه شدند. گروه اول و دوم 
به ترتیب 106×5 تاکی زوئیت نئوسپورا کانینوم سوش حاد را به صورت 
زنده و لیوفلیزه دریافت نمودند. گروه سوم و چهارم به ترتیب 106×5 
صورت  به  را  حدت یافته  تخفیف  سوش  کانینوم  نئوسپورا  زوئیت  تاکی 
زنده و لیوفلیزه دریافت نمودند. گروه پنجم به عنوان گروه کنترل، یک 
به  واکسن  تزریق  نمودند.  دریافت  را  استریل  کشت  محیط  از  میلی لیتر 
از  روز،   28 مدت  به  گروه ها  تمامی  گرفت.  پوستی صورت  زیر  صورت 
انجام  براي  گرفتند.  قرار  نظر  تحت  تلفات  و  بالینی  علائم  بروز  لحاظ 
آزمایش های سرولوژیک، 21 روز پس از تزريق از تمامي موش های زنده 
مانده خون گیری و سپس سرم آن ها جدا شد سرم ها براي بررسی ایمنی 
هومورال و سلولی تا زمان انجام آزمایش در دمای 20- درجه سانتی گراد 

نگه داری شدند.

بررسی ایمنی هومورال 
بررسی ایمنی هومورال با استفاده از آزمون الایزا و روش داوینسون و 

همکاران )1999( انجام گرفت)9(. به طور خلاصه دو میلیون تاکی زوئیت 
کشته نئوسپورا کانینوم برای هر چاهک پلیت الایزا به عنوان آنتی ژن مورد 
استفاده قرار گرفت. پوشش دهی چاهک ها با µl 100 آنتی ژن همراه با 
تخلیه حفرات  از  بعد  انجام گرفت.  به مدت 24 ساعت  بی کربنات  بافر 
 BSA برای پوشاندن جاهای خالی   PBS tween با  پلیت و شست و شو 
)آلبومین سرم گاو( یک درصد به میزان µl 100 در حفرات پلیت ریخته 
انکوباتور 37 درجه سانتی گراد  به مدت 1 ساعت در  الایزا  پلیت  شد و 
قرار گرفت. بعد از 4 بار شست و شوی حفرات پلیت، µl 100 از سرم 
موش های مورد  مطالعه با رقت 1/25 در حفرات ریخته شد، بعد از یک 
ساعت، شستشو با PBS انجام گرفت. آنتی کونژوگه با آنزیم پراکسیداز 
به میزان µl 100 به هر چاهک اضافه شد و یک ساعت انکوبه گردید. 
پلیت 4 بار با PBS tween شسته و به هر چاهک µl 100 رنگ ارتوفنل 
از  تاریکی قرار گرفت. پس  افزوده شد و 15 دقیقه در   (OPD)دی آمین
طی زمان مورد نظر µl 100 اسید سولفوریک 12/5 درصد به هر چاهک 
 Biotek، USA) ELISA از دستگاه  با استفاده  نتایج  افزوده شد. قرائت 

reader) طول موج nm 450 صورت گرفت.

بررسی ایمنی سلولی
اندازه گیری ایمنی سلولی با استفاده از کیت اندازه گیری اینترفرون گامای 
آزمایش  انجام  مراحل  گرفت.  صورت   (Introgen therofisher، USA)
 Coating Buffer محلول   100  µl بود.   صورت  بدین  خلاصه  به طور 
antibody را به چاهک های حاوی سرم افزوده، پلیت پوشانده شد و در 
 µl 4 درجه سانتی گراد به مدت یک شب انکوبه گردید سپس چاهک ها با
250 محلول شستشو، شسته شدند. به چاهک های پلیت.  µl 100 محلول 
 100 µl .اضافه و به مدت یک ساعت در دمای اتاق انکوبه گردید. ابتدا
محلول استاندارد سپس µl 100 نمونه به هر چاهک اضافه گردید و پلیت 
به مدت 2 ساعت در دمای اتاق قرار گرفت. در آخر براي توقف واکنش 

نمودار 1- نتایج الایزا در گروه های مورد مطالعه گروه اول: NC1)سوش حاد(، گروه دوم: NC1)سوش حاد( به صورت لیوفلیزه ، گروه سوم: NCR)سوش 

تخفیف حدت(، گروه چهارم: NCR)سوش تخفیف حدت( به صورت لیوفلیزه و گروه پنجم: کنترل.
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Stop Solution 50 µl به هر چاهک اضافه شد. قرائت نتایج با استفاده از 
دستگاه  ELISA reader (Biotek، USA) در طول موج nm 450 صورت 

گرفت.

نتایج
به طور روزانه  تزریق  از  بعد  موش های مورد  مطالعه در تمامی گروه ها 
بررسي شدند، هیچ گونه مرگ و میر یا علائمی که نشان دهنده وجود بیماری 

در موش ها باشد در هیچ گروهي مشاهده نشد. 

نتایج آزمایشات سرم شناسی )الایزا(
آنتی بادی  تیتر  واکسن،  دریافت کننده  گروه های  تمام  الايزا  آزمايش  در 
بالاتری را نسبت به گروه کنترل نشان دادند )P<0/05(. گروه هایی که 
تیتر  نمودند  دریافت  لیوفلیزه  و  زنده  صورت  به  را  واکسن  حاد  سوش 
بالاتری نسبت به گروه هایی داشتند که سوش تخفیف حدت یافته را به 

صورت زنده و لیوفلیزه دریافت نمودند.
تفاوت  داد،  نشان  پد  گراف  نرم افزار  از  استفاده  با  آماری  آزمون  انجام 
مشاهده  کنترل  گروه  با  مورد مطالعه  گروه های  همه  در  معنی داری 
سیستم  که  است  مطلب  این  از  حاکی  نتایج   )P value<0/05( می شود 
ایمنی هومورال موفق عمل کرده و نسبت به گروه کنترل که  هیچ گونه 
بین  است  ذکر  شایان   دارد.  بالاتری  تیتر  نکرده اند  دریافت  ایمن سازی 
معنی داری  تفاوت  چهار  و  سه  گروه  همچنین  و  دو  و  یک  گروه های 

مشاهده نشده است.

نتایج آزمایش اینترفرون گاما 
آزمایش اندازه گیری اینترفرون گاما نشان داد که تفاوت معنی داری بین 
گروه یک و دو مشاهده شد و میزان اینترفرون گاما در سوش حاد زنده 

نسبت به حاد لیوفلیزه بیشتر بود. این در حالی است که در بین گروه 
دو و کنترل تفاوت معنی داری دیده نشد. ولی گروه های زنده و لیوفلیزه 
لحاظ  از  را  معنی داری  تفاوت  چهار(  و  سه  )گروه  حدت یافته  تخفیف 
بین گروه های سه  ندادند. همچنین  گاما نشان  اینترفرون  افزایش میزان 
 P<0/05( و چهار در مقایسه با گروه کنترل تفاوت معنی داری دیده شد

value( )نمودار 2(.

بحث 
در حال حاضر هیچ واکسن موثری برای کنترل نئوسپورا به صورت تجاری 
تولید نمی شود. لیکن تجربیات موفق در زمینه تولید واکسن زنده تخفیف 
وجود  بیماری زا  تک یاخته های  متوالی  دادن  پاساژ  طریق  از  حدت یافته 
آنولاتا )11(  تیلریا  و  لیشمانیا ماژور )10(  به  از جمله می توان  دارد که 
بابزیا بویس و بابزیا بایژمینا )12( و توکسوپلاسما )13( اشاره نمود. یکی از 
روش های مهم تولید واکسن علیه تک یاخته نئوسپورا کانینوم که شباهت 
زیادی به توکسوپلاسما گوندی دارد نیز تخفیف حدت انگل زنده می باشد. 
لذا در این مطالعه نیز تمرکز بر روی ارزیابی واکسن زنده تخفیف حدت 
یافته بود که به دو صورت زنده و لیوفلیزه شده در موش مورد  بررسی 
 Vero قرار گرفت. برای تهیه واکسن از کشت تک یاخته روی رده سلولی
استفاده شد. در حال حاضر از تکنیک کشت سلولی جهت جداسازی، تکثیر 
می شود  استفاده  گسترده  صورت  به  کانینوم  نئوسپورا  انگل  تشخیص  و 
)14(. پاساژ دادن متوالی تک یاخته نئوسپورا روی رده های سلولی مانند 
Vero و  J774 باعث کاهش حدت فراوان نئوسپورا کانینوم می گردد )15(. 
نئوسپورا  در  قابل ملاحظه  حدت  کاهش   2013 همکاران  و  مهر  خرداد 
کانینوم پس از پاساژ بر روی سلول J774 در روی تخم مرغ جنین دار نشان 
در  موجود  تخفیف حدت یافته  واریته  از  نیز  مطالعه  این  در  لذا  دادند. 

موسسه رازی شیراز و سوش حاد به عنوان کنترل استفاده گردید. 

نمودار 2- نتایج اینترفرون گاما در گروه های مورد مطالعه. گروه اول به عنوان گروه NC1)سوش حاد(، گروه دوم به عنوان گروه NC1)سوش حاد( به صورت لیوفلیزه ، 

گروه سوم به عنوان گروه NCR)سوش تخفیف حدت(، گروه چهارم به عنوان گروه NCR)سوش تخفیف حدت( به صورت لیوفلیزه و گروه پنجم به عنوان گروه کنترل.
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بود. در  انتخاب حیوان مدل آزمایشگاهی  این مطالعه  مسئله بعدی در 
این پژوهش از موش به عنوان مدل حیوانی استفاده شد، زیرا مطالعه بر 
روی آلودگی و انتقال مادرزادی نئوسپورا کانینوم در گاو بسیار پر هزینه 
و زمان بر است. از این رو موش به دلیل هزینه های پایین تر به عنوان مدل 
تحقیقات  زمینه  در  که  مهمی  فاکتور   .)8( است  مقبول تر  آزمایشگاهی 
واکسن علیه نئوسپوروزیس مشکل ساز می باشد این است که هیچ حیوان 
آزمایشی کوچکی وجود ندارد که عملکرد گاو را به درستی تقلید کند و 
در نهایت کارایی و ایمنی واکسن بایستی در گونه هدف که همان گاو 
است مورد آزمایش قرار گیرد. لذا نتایجی که در آزمایشات انجام گرفته 
با  بایستی  انجام می گیرد  آزمایشی  به عنوان حیوان  بر روی مدل موش 
احتیاط به گاو تعمیم داده شود و نمی توان به طور صددرصد نتایج را در 
عنوان  به  نیز می توانند  مثل گوسفند  البته حیواناتی  کرد.  پیش بینی  گاو 
با  آمده  بدست  نتایج  تا  گیرند  قرار  مورد  استفاده  آزمایشگاهی  حیوان 
اطمینان بالاتری بر روی گاو قابل تعمیم باشند )6(؛ لذا بهتر است برای 
مورد  نیز  بر روی گوسفند  را  پژوهش حاضر  واریته های  بیشتر  اطمینان 

ارزیابی قرار داد.
نتایج آزمون الایزا جهت تعیین ایمنی هومورال )نمودار 1-4( نشان داد 
که در چهار گروه تحت آزمایش ایمنی به طور معنی داری نسبت به گروه 
کنترل بالا رفت و سوش های حاد و تخفیف حدت یافته به صورت زنده و 
لیوفلیزه توانایی تحریک ایمنی هومورال را داشته و تفاوت معنی داری 
داشتند.  را  است  ننموده  دریافت  انگلی  هیچ گونه  که  کنترل  گروه  با 
هومورال  ایمنی  چهار  و  سه  گروه  به  نسبت  دو  و  یک  گروه  همچنین 
تیتر بالاتری را نشان داد و حاکی از آن است که سوش های حاد نسبت 
البته  می کنند.  تولید  بیشتری  هومورال  ایمنی  حدت یافته  تخفیف  به 
و  می کند  ایجاد  نیز  بیشتری  بیماری زا  حاد  سوش  که  داشت  توجه  باید 
به هیچ عنوان واکسن توصیه نمی شود درحالی که فرم تخفیف حدت یافته 
همان طور که در مطالعات قبلی نیز نشان داده بود قادر به ایجاد پاسخ 
یافته است )17 و  ایمنی هومورال می باشدو بیماری زایی آن نیز کاهش 
7(. همچنین بین گروه یک و دو و همچنین بین گروه سه و چهار تفاوت 
معنی داری مشاهده نشد و بیانگر این است که در لیوفلیزاسیون ویژگی 
انگل حفظ شده است و لیوفلیزاسیون روش موفقی برای حفاظت از انگل 
تحریک  در  تاثیری  انگل  لیوفلیزاسیون  البته  می باشد.  کانینوم  نئوسپورا 
ایمنی هومورال توسط انگل ندارد. در تک یاخته های بیماری زای داخل 
سلولی مانند نئوسپورا کانینوم، پاسخ های ایمنی وابسته به سلول دارای 
از تکثیر نئوسپورا کانینوم انگل در سلول های  نقش مهمی در جلوگیری 
بدن میزبان دارند )18(. پاسخ های ایمنی Th1 شامل انواع سیتوکین های 
از بدن میزبان در  گاما، نقش مهمی در حفاظت  اینترفرون  التهابی مثل 

برابر نئوسپورا کانینوم ایفاء می کنند )6، 19 و 20(
بررسی نتایج ایمنی سلولی با استفاده از سنجش اینترفرون گاما نشان داد 
که تفاوت معنی داری بین گروه های یک و دو   می شود. یعنی بیش ترین 
تحریک ایمنی سلولی در گروه یک که سوش زنده حاد را دریافت نموده اند 
البته این مساله طبیعی به نظر می رسد چون سوش حاد  رخ می دهد و 
بیماری زاست انتخاب مناسبی برای واکسن نمی باشد. کاهش ایمنی سلولی 
در گروه دو نشان دهنده این واقعیت است که روند لیوفلیزاسیون منجر 
ایمنی  پاسخ  که  می شود  باعث  که  گردیده  حاد  سوش  در  تغییراتی  به 

لیوفلیزاسیون  روند  که  است  در حالی  این  یابد.  کاهش  به شدت  سلولی 
پاسخ  بطوریکه  نکرده  ایجاد  تغییری  تخفیف حدت یافته  سوش  برروی 
به  ندارد،   معنی داری  تفاوت  آن  غیرلیوفلیزه  حالت  با  اینترفرون  گاما 
عبارت دیگر در مورد سوش تخفیف حدت یافته ایجاد پاسخ ایمنی سلولی 
نتیجه  می توان  لذا  ندارد  تفاوت  آن  غیرلیوفلیزه  و  لیوفلیزه  حالت  در 
گرفت که آنتی ژن های محرک سیستم ایمنی سلولی در اثر لیوفلیزاسیون 
پاساژهای متوالی باعث  دچار اختلال و نقص نشده اند. به نظر می رسد 
کاهش بیماری زایی و ایجاد حالت پایدار آنتی ژنی در سوش تخفیف حدت 
یافته شده است در حالی که  لیوفلیزاسیون در سوش حاد سبب تخریب 
آنتی ژن های موثر در پاسخ ایمنی سلولی گردیده است. در مورد نئوسپورا 
نیز مانند دیگر انگل های داخل سلولی، پاسخ های ایمنی وابسته به سلول 
دارای نقش مهمی در جلوگیری از تکثیر نئوسپورا کانینوم در سلول های 
بین تمام فاکتورهای درگیر در سقط جنین  بدن میزبان هستند )19(. در 
ناشی از آلودگی نئوسپوروزیس، تبدیل Th2 به Th1 به مقدار بالا انجام 
نقش  آلودگی  برابر  در  ایمنی  در   Th1 می دهد  نشان  این  و  می گیرد 
التهابی  سیتوکین های  انواع  شامل   Th1 ایمنی  پاسخ های  دارد.  بیشتری 
برابر  در  ایمنی  ایجاد  در  نقش مهمی  که  گاما، می باشند  اینترفرون  مثل 
 ،IgG2آلودگی به نئوسپورا کانینوم دارند به طوری که فاکتورهای ایمنی
اینترفرون گاما و Th1 در بدن میزبان تولید می شود )19(. معمولاً غلظت 
اینترفرون گاما در پلاسمای گاوهای باردار بسیار کوتاه مدت است )21(. 
پاسخ های ایمنی علیه آلودگی به افزایش در بیان اینترفرون گاما و افزایش 
حضور دیگر سیتوکین ها مثل اینترلوکین 10 و اینترلوکین 12 به خصوص 
اینترفرون  اولیه،  آلودگی  از  پس  می باشد.  وابسته  بارداری،  انتهای  در 
گاما باعث تحریک سلول های تک هسته ای و ماکروفاژها می شود که به 
دنبال آن تاکی زوئیت به برادی زوئیت و کیست های بافتی تغییر شکل 
می دهد. این تغییر شکل بین تاکی زوئیت و برادی زوئیت نقشی ویژه 
در تولید و عود عفونت بازی می کند )8(. مطالعات مختلفی برای تعیین 
ایمنی  تولید  بیانگر  که  انجام گرفته است  گاو  ایمنی حفاظتی در  وجود 
کانینوم می باشد و  نئوسپورا  به  قبلی  آلودگی  به دلیل  حفاظتی در بدن 
دیده  شد که در گاوهای بارداری که قبلًا به عفونت نئوسپوروزیس مبتلا 
بار آلوده می شوند سقط جنین  انواعی که برای اولین  شده اند نسبت به 
کاهش یافته است )16(. در گاوهای شیری که به طور طبیعی آلوده  شده 
بودند، کاهش پاسخ های هومورال به تأثیر منفی اینترفرون گاما بر تولید 
بر  گاما  اینترفرون  تولید  حالی که  در  بود،  مربوط   IgG1 آنتی بادی های 
این نتایج در گاوهایی که  اثر قابل ملاحظه ای نداشت.   IgG2 روی سطح 
 ،Th1 سقط نکرده اند بیشتر از قبل نشان دهنده غالب بودن پاسخ ایمنی
که به تولید اینترفرون گاما و آنتی بادی های IgG2 مربوط است، در این 
گاوها می باشد. در پاسخ ایمنی Th1 که در آن سطح IgG2 بالاست تنها 
سقط جنین  برابر  در  گاو  از  حفاظت  به  قادر  گاما  اینترفرون  حضور  در 
ناشی از آلودگی نئوسپورا کانینوم می باشد )21(. تمامی آنچه ذکر گردید 
نشان دهنده اهمیت پاسخ ایمنی سلولی و نقش مهم گاما اینترفرون در 
لیوفلیزه سوش تخفیف حدت  این روند است که خوشبختانه در حالت 
یافته نئوسپورا این پاسخ ایجاد شده و نشان از موفقیت آمیز بودن نتایج 

این پژوهش دارد.
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نتیجه گیری 
تولید یک واکسن تخفیف  به پروسه  این مطالعه نشان داد که می توان 
ایمنی  هم  چون  بود.  امیدوار  کانینوم  نئوسپورا  لیوفلیزه  حدت یافته 
گروه  به  نسبت  معنی داری  میزان  به  را  سلولی  ایمنی  هم  و  هومورال 
تخفیف  با سوش  ایجاد شده  ایمنی سلولی  و هم  افزایش می دهد  کنترل 
حدت یافته انگل برابری می کند. این مطالعه می تواند ره یافتی در تولید 
بیشتر  بررسی های  که  باشد  کانینوم  نئوسپورا  علیه   موفق  واکسن  یک 

ضروری به نظر می رسد.
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