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مطالعه آسیب شناسی و مولکولی حدت نئوسپورا كانينوم  بر فیزیک جنین و ساختار آن
خاطره دهقانی1
1-  کارشناس ارشد فیزیولوژی جانوری

چکیده
تکوین جانوران به صورت زمانی در فرآیند خاصی انجام می گیرد. امروزه با توجه به عدم وجود داروي مناسب عليه بيماري های جانوران از دوران نطفه تا مرحله تولد بسیاری از حیوانات دچار آسیب جسمی شدید می شوند و بصورتی که در نهایت به مرگ آنها ختم می شود. در این پژوهش ما به بررسی روشهاي کنترل عفونت نئوسپورا  پرداختیم بدین منظور NC1با پاساژ بالاو NC1با پاساژ پاییندر دوزهای مختلف (شامل 104×1 ، 105×1 و 106×1 ) به گروههای هشتتایی تخم مرغ جنیندارتزریق شد در ضمن یک گروه به عنوان کنترل صرفا محیط کشت دریافت نمود. میزان حدت در واریته با پاساژ بالا و پاساژ پایین از طریق میزان مرگ و میر، روش مولکولی و پاتالوژیک مقایسه گردید. تمامی جوجهها در گروه تخفیف حدت یافته با پاساژ بالا زنده از تخم در آمدند. نتایج مولکولی برای گروه تخفیف حدت یافته با پاساژ بالا کمترین میزان نفوذ ژنوم را در بافتها نشان داد.. نتایج کلی مطالعهی حاضر نشان داد که پاساژ طولانی مدت تکیاخته نئوسپوراکانینوم بر روی رده سلولی J774 از حدت تک یاختهی مورد نظر به میزان زیادی کاسته میشود و میتواند به عنوان کاندیدای مناسب جهت  مطالعه برای تهیه واکسن علیهنئوسپوروزیس محسوب گردد.https://science-journals.ir , https://onsh.science-journals.ir 
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1- مقدمه
نئوسپورا كانينومتكياختهای اجباری داخل سلولی از شاخهی آپی کمپلکسا است كه محدودهي ميزباني وسيعي دارد از جمله آنها گاو، گوسفند، سگ، آهوي كوهي ميباشد كه باعث سقط جنين، مردهزايي و بيماريهاي عصبي مادرزادي ميشود. انگل نئوسپورا در چرخهي زندگي خود داراي سه مرحلهي مشخص تاكي زوئيت، برادي زوئيت و اوسيست ميباشد.تاكي زوئيتها در بدن ميزبانهاي واسط ايجاد ميشوند كه داخل سلولي هستند )دوبئی[footnoteRef:1]،2007(. نئوسپوراكانينوم از طريق بلعيدن اووسيت دفع شده از سگ و يا از طريق جفت از حيوان ماده مثل گاو به جنين منتقل ميشود كه در حالت دوم منجر به سقط جنين يا مردهزايي ميشود. مطالعات نشان ميدهد كه قرار گرفتن در معرض انگل زنده قبل از جفتگيري باعث ايجاد ايمني در گاو شده و ميزان سقط جنين در اين گاوها بعداً كاهش مييابد . در مطالعهي مشابه، آلوده شدن گاو با تاكي زوئيت مرده باعث ايجاد ايمني در مقابل انگل نميشود. در نتيجه براي واكسيناسيون و ايجاد ايمني مطلوب توليد تاكي زوئيت زندهي تخفيف حدت يافته ضروري ميباشد.كشت سلولي روشي مناسب براي تكثير سريع و كاهش بيماري زايي تاكي زوئيتها ميباشد (دانشور،2003،انیز،2011)[footnoteRef:2].  آلودگی با نئوسپوراکانینوم در حیوانات مختلف از کشورهای زیادی گزارش شده است. مطالعات انجام شده در برخی از کشورها حاکی از این است که 12 تا 42 درصد جنینهای سقط شده گاوها به این انگل آلوده میباشند. نشانه اصلی بیماری ناشی از نئوسپوراکانینوم در گاوها سقط جنین میباشد(ریچل،2007)[footnoteRef:3].نئوسپوراكانينوم سلولهاي اغلب بافت ها را مورد تهاجم قرار میدهد؛ اما تمايلي خاص به سيستم اعصاب مركزي، ميوكارد، عضلات اسكلتي و اندوتليوم دارد. آنسفالوميليت و پلي ميوزيت مهمترين يافتههاي آسیب شناسی ميباشند. تكثير داخل سلولي تاكي زوئيتها منجر به ايجاد كانونهاي نكروزه با اندازههاي مختلف ميگردد. ممکن است در مغز علاوه بر تكثير و تجمعات تاكي زوئيت، كيستهايي با ديواره ضخيم نیز حضور داشته باشند. ضایعات اصلی در جنينهاي سقط شده، شامل نكروزهاي چند كانوني و آنسفالوميليت غير چركي ميباشد. آلودگی مادرزادي در برههاي متولد شده  به صورت آنسفاليت و در كره اسبهاي سقط شده با ارگانيسم های تكثير شده در ريه همراه ميباشد. ارگانيسم تمايل به اپي تليوم كوريوني و عروق خوني جفت داشته و منجر به بروز التهاب جفت و واسكوليت در جنين مي گردد. در جفت موجب التهاب و دژنره شدن كوريوالانتويس گرديده و نكروز گسترده جفت را سبب ميشود. تاكي زوئيت ها به سلول هاي ميزبان نفوذ نموده و در واكوئل هاي پارازيتوفروس جايگزين  ميگردند. اين ارگانيسم ها مي توانند در ماكروفاژها، منوسيتها، هپاتوسيتها و سلول هاي مجاري كليوي و نورونهاي عصبي مغزي و نخاعي حيوانات آلوده يافت شوند. مرگ سلولها به علت تكثير تاكي زوئيت ها رخ ميدهد. متعاقب پارازيتمي تاكي زوئيتها، سلولهاي كارانكول مادري را آلوده ساخته و از آنجا به  سلولهاي تروفوبلاست جنيني منتشر شده و موجب دژنره شدن آنها  ميگردند. چنانچه سيستم ايمني جنين بالغ به حدي تكامل يافته باشد كه تكثير انگل را متوقف كند، قادر به كنترل عفونت و بقا ميباشد. [1: . Dubey]  [2: . Daneshvar, Innes ]  [3: . Reichel] 


2- مروری بر تحقیقات انجام شده
نئوسپوراکانینوم و توكسوپلاسما گوندي تا قبل از سال 1988به عنوان يك انگل تلقي ميشدند تااينكه دوبئی و همكاران نئوسپورا را به عنوان يك گونهي جديد معرفي كردند .بجرکاسو همکاران در سال 1996، اعلام داشتند سقط عفونی در گاوها در ماه های 4 تا 6 بارداری معمولا مربوط به نئوسپورا میباشد. این انگل میتواند از گاو باردار به جنین از طریق جفت انتقال یابد. گوساله مبتلا نیز اگر زنده به دنیا بیاید توانایی انتقال را به جنین خود خواهد داشت.
به طور كلي تشخيص نئوسپورا به دليل نداشتن علائم باليني اختصاصي مشكل ميباشد. روشهاي بيولوژي مولكولي از جمله PCR يكي از حساسترين ابزارها براي تشخيص اين پروتوزوا در نمونههاي بافتي ميباشد. نئوسپوراكانينوم در سرتاسر دنيا پراكنش دارد و عامل سقط جنين و مردهزايي در احشام است از اين جهت مضرات اقتصادي و بهداشتي فراواني در حوزهي دامپروري دارد . در حال حاضر به صورت تجاري واكسن مؤثر ويا عامل درماني بازدارندهي تكثير و همانندسازي اين انگل شناسايي نشده است (حبیبی، 2005؛ دوبئی، 2007).
بارتلیوهمکاران درسال 2000، دريك مطالعه از لاين سلولي كليهي ميمون سبز آفريقايي Vero)) جهت تخفيف حدت نئوسپوراكانينوم استفاده شد سپس گروه تاكي زوئيتهاي تخفيف حدتيافته با 76 مرتبه پاساژ وگروه تاكي زوئيتهاي بيماريزا با 34 مرتبه پاساژ با دوزهاي مشخص به دو گروه از موشهاي Balb/c تزريق شدند نتايج اين مطالعه نشان دهندهي مرگ و مير كمتر موشهاي واكسينه شده با تاكي زوئيتهاي تخفيف حدت يافته و ايمني مطلوب در آنها ميباشد.
ویلیامز و همکاران درسال 2007، بیان کردند که گاوهای عفونی شده به طور طبیعی، به دنبال آلودگی ثانویه با نئوسپورا درمراحل اولیه آبستنی، علیه سقط و انتقال از طریق جفت به جنین در بارداری های بعدی محافظت میشود.این مطالعات تجربی نشاندهندهی ایمنی محافظت به دنبال آلودگی قبلی انگل و پیشنهادکنندهی تولید و استفاده از واکسن در کنترل عفونت میباشد. میچلدرسال 2009، بهترین راه مبارزه با سقط وابسته به نئوسپورا واکسیناسیون بر علیه این انگل رااعلام کردند که واکسن تولید شده باید این توانایی را داشته باشد که از انتقال انگل به جنین گاو باردارو همچنین تولید گوساله آلوده جلوگیری کند.
ترانس درسال 2009 اعلام کردند که درهرحال احتمال آلودگی به این انگل در انسان بسیار بالا است زیرا که سگها میزبان آن هستند و سگ در تماس زیادی با انسان میباشد. آزمایشات بافت و مایعات بدن جنین مشکوک به توکسوپلاسما گاندی میتواند این را نشان دهد که بسیاری از آنها در واقع مبتلا به نئوسپوراکانینوم میباشند.
مینئو درسال2009 پرندگانی ازقبیل کبوتروتخم مرغهای نطفهدار رابه عنوان مدل مناسب برای عفونت نئوسپوراکانینوم آزمایشگاهی موردمطالعه قراردادند. 
نامآوری درسال2011، درمطالعهاي از تخم مرغهاي جنيندار به عنوان مدل براي ارزيابي بيماريزايي نئوسپوراكانينوم استفاده کردند. دراين مطالعه به يك گروه از تخم مرغهاي جنيندار هشت روزه نئوسپوراكانينوم پاساژ داده شده و به گروه ديگر از تخممرغهاي جنيندار نئوسپوراكانينوم بدون پاساژ تزريق شد و نتايج حاكي از ميزان مرگ ومير بالاي جنينهاي آلوده شده بانئوسپوراکانینوم بدون پاساژ بود بررسيهاي ايمونوهيستوشيمي بر روي قلب مغز و كبد جنينهاي مرده انجام گرفت و آنتي ژن نئوسپوراكنينوم در بافت قلب شناسايي شد اما در هيچ گروهي آلودگي آنتيژني دربافت مغز شناسايي نشد.
تفتی درسال 2012، در مطالعهای تخممرغ جنيندار مرغ گوشتي هشت روزه را با دوزهاي مختلف تاكيزوئيتNC1 آلوده كردند و سپس ميزان آلودگي بافت مغز ، قلب وكبد را با روشهاي ايمونوهيستوشيمي و PCR و بررسي كردند نتايج حاكي از آن بود كه انجام PCR نه تنها براي شناساييDNA بلكه به منظور بررسي نئوسپوروسيس در نمونههاي آلوده شده در راستاي دستيابي به توليد واكسن و درمان ضروري است. 
خردادمهر درسال 20113 دريك مطالعه تولیدنئوسپوراکانینوم رادوسل لاین (Vero) کليهي ميمون سبز آفريقاييmurine macrophage (J774)را مقایسه کردندونئوسپوراکانینوم بهطورمداوم دراین خطوط سلولی به مدت 3ماه پاساژداده شدندو تاثیرسلولهای میزبان برکشندگی تاکی زوئیتهای تعیین شده باتخمهای نطفهدارمرغهای گوشتی درمایع CA))با رقتهای تعیینشده تاکی زوئیت ازاین کشتهای سلولی انجام شد.
در ایران میزان سقط جنین به دلیل آلودگی به نئوسپورا 15.5 و 18.4 درصد گزارش شده است و در گزارشات اخیر این میزان 33.33% نیز اعلام گردیده است(رزمی[footnoteRef:4]، 2007؛ نعمت اللهی[footnoteRef:5]، 2011؛ نام آوری[footnoteRef:6]، 2012). [4: .Razmi ]  [5: . Nematollahi ]  [6:  .Namavari ] 

صالحی در سال 1389، در بررسی سرولوژیکی گاوهای آبستن تهران ميزان سقط در بين گاوهای سرم مثبت گاوداريها را  20.67% و در بين گاوهای سرم منفي 11/10درصد گزارش نمودند و نتیجه گرفتند که ريسک سقط در بين گاوان سرم مثبت دو برابر گاوهای سرم منفي بوده است. حیدری و اکبرین در سال 1391 با بررسی سرولوژیکی بر روی گاوهای دورگ و بومی همدان فراوانی کلی سرمی آنتی بادی ضد نئوسپورا کانینوم‌را 20% گزارش کردند همچنین  بیشترین و کمترین میزان فراوانی آلودگی را به  ترتیب در گاوهای دارای بیش از 4 سال سن (33/32%) و زیـر2 سـال سـن (32/7%) مشـاهـده نمودند. عزیزی (1392)، شیوع آلودگی به نئوسپورا کانینوم در گاوها و سگهای نگهبان منطقه قم و نیشابور نیز گزارش شده است (عزیزی،1392؛ فضلی و نوراللهی فرد،1392).
بهرامی در سال1394، برای اولین بار با استفاده از PCRبه بررسی وجود تک یاخته نئوسپوراکانینوم در مغز گنجشک در ایران پرداختند که میزان آلودگی را 8.2% گزراش داد.

3- مواد و روش ها
جهت بررسی حدت تاکی زوئیتهای کشت داده شده به روش گفته شده، از تخم مرغ جنیندار استفاده شد. به این منظور 70عدد تخم مرغ جنیندار نژاد لوهمن تهيه و با اتانول 70 درصد ضد عفوني شدند. سپس در انکوباتور ضد عفوني شده (با فرمالدهيد)، با دماي37 درجهی سانتیگراد، رطوبت 70 درصد، 8-6  بار چرخش در ساعت نگهداري شدند.. تخم مرغها به طور روزانه کندل شده و زنده بودن جنينها، با حرکت جنين و رگهدار بودن تخم مرغ بررسي شد. روز نهم انکوباسیون 56 عدد تخم مرغ جنیندار به طور تصادفی انتخاب شده و به هفت گروه هشتتایی تقسیم گردید.سپس محل غشاء کوريوآلانتوئيک با استفاده از کندلينگ مشخص و محدوده آن در هر تخم مرغ علامتگذاري شده و سوراخي در حد فاصل كيسه هوايي و غشاء كوريوآلانتوئيک جهت محل تزريق انگل ايجاد شد. دوز مشخص و حساب شدهای از تاکی زوئیتهای تخفیف حدت داده شده با پاساژ بالا و تاکی زوئیتهای با پاساژ پایین به 6 گروه تخم مرغهای جنیندار تلقیح شد، و گروه هفتم به عنوان کنترل 200 میکرولیتر محیط کشت دریافت نمود، محل تزریق نیز برای جلوگیری از عفونت احتمالی مسدود گردید

4- تلقیح به تخم مرغ جنیندار
جهت بررسی حدت تاکی زوئیتهای کشت داده شده به روش گفته شده، از تخم مرغ جنیندار استفاده شد. به این منظور 70عدد تخم مرغ جنیندار نژاد لوهمن تهيه و با اتانول 70 درصد ضد عفوني شدند. سپس در انکوباتور ضد عفوني شده (با فرمالدهيد)، با دماي37 درجهی سانتیگراد، رطوبت 70 درصد، 8-6  بار چرخش در ساعت نگهداري شدند.. تخم مرغها به طور روزانه کندل شده و زنده بودن جنينها، با حرکت جنين و رگهدار بودن تخم مرغ بررسي شد. روز نهم انکوباسیون 56 عدد تخم مرغ جنیندار به طور تصادفی انتخاب شده و به هفت گروه هشتتایی تقسیم گردید.سپس محل غشاء کوريوآلانتوئيک با استفاده از کندلينگ مشخص و محدوده آن در هر تخم مرغ علامتگذاري شده و سوراخي در حد فاصل كيسه هوايي و غشاء كوريوآلانتوئيک جهت محل تزريق انگل ايجاد شد. 
دوز مشخص و حساب شدهای از تاکی زوئیتهای تخفیف حدت داده شده با پاساژ بالا و تاکی زوئیتهای با پاساژ پایین به 6 گروه تخم مرغهای جنیندار تلقیح شد، و گروه هفتم به عنوان کنترل 200 میکرولیتر محیط کشت دریافت نمود، محل تزریق نیز برای جلوگیری از عفونت احتمالی مسدود گردید. تزریق دوزها به ترتیب جدول میباشد.
جدول1. گروهبندی تخم مرغ ها و دوز تزریقی تکیاخته
	گروه
	دوز تزریقی و نوع تاکی زوئیت

	1
	تک یاخته نئوسپوراکانینومlow passageبا دوز 104×1 در میلیلیتر

	2
	تک یاخته نئوسپورا کانینومlow passage با دوز 105×1 در میلیلیتر

	3
	تک یاخته نئوسپورا کانینومlow passage با دوز 106×1 در میلیلیتر

	4
	تک یاخته تخفیف حدت یافته High passage با دوز 104×1 در میلیلیتر

	5
	تک یاخته تخفیف حدت یافته High passage با دوز 105×1 در میلیلیتر

	6
	تک یاخته تخفیف حدت یافته High passage با دوز 106×1 در میلیلیتر

	7
	محیط کشت DMEM



تمام تخم مرغها در شرایط کنترل شده حرارت و رطوبت در دستگاه جوجهکشی نگهداری شدند. روزانه دو بار تخم مرغها جهت بررسی تلفات کندلشدند و میزان مرگ و میر در هر گروه ثبت و از بافتهایقلب و کبد آنها نمونهبرداری انجام شد. جوجههای هچ شده نیز از نظر علائم بالینی بررسی شدند و از هر گروه یک جوجه یوتنایز شده و نمونهگیری در مورد آنها نیزمانند جنینهای تلف شده انجام شد. 

5- استخراج DNA
برای استخراج ژنوم تک یاخته از بافتهای انتخابی با استفاده از کیت به ترتیب زیر عمل میکنیم:
1. 25میلیگرم از هر نمونه به طور کامل هموژن شد وپس ازآن100میکرولیتر بافر پروتئاز و 5 میکرولیتر پروتئاز به آن افزوده شد و به مدت90 دقیقه در55 درجه سانتیگراد قرارداده شد.
2. سپس400 میکرولیتر از محلول لیزکننده اضافه شد و به مدت20 ثاتیه ورتکس شد.
3. به مخلوط فوق300 میکرولیترمحلول رسوب دهنده افزوده شد وپس ازورتکس، درمنفی 20درجه سانتیگراد به مدت20 دقیقه نگهداري شد پس ازآن براي10 دقیقه بادور g 12000 سانتریفیوژ شد ومایعرویی به طور کامل دور ریخته شد.
4. به هر لوله یک میلی لیتر بافر شستشو دهنده اضافه شد وپس از5 ثانیه ورتکس، مجددا مایع رویی حذف شد(این مرحله دوبار انجام شد).
5. نمونهها به مدت5دقیقه در65 درجه سانتیگراد قرارداده شد.
6. درانتها50میکرولیتر بافر حلکننده افزوده شدو به مدت5 دقیقه در65درجه سانتیگراد نگهداري شدوسپس30 ثانیه سانترفیوژ شدو محلول باقیمانده به عنوان DNA مورد نظر تا زمان مورد استفاده جهت پروسه PCRدر منفی70 درجه سانتیگراد قرارداده شد.

6- انجام روش  PCR
جهت انجام واکنش PCRبه منظورتشخیص حضوری اعدم حضور ژنوم انگلم و رد نظر در بافتهاي مختلف،مواد زیر براي یک واکنش 25 میکرولیتري مخلوط شدند:
	حجم (ميكرو ليتر)
	مواد مورد نياز

	2.5
	PCR buffer (10 x)

	1
	Mgcl2

	0.5
	dNTPs

	0.25
	Taq DNA polymerase ( 5u/l)

	1
	Forward primer (10 pmol/l)

	1
	Reverse primer (10 pmol/l)

	2
	DNA Template

	16.75
	D.W

	25
	Total



توالی پرایمرهاي استفاده شده در این واکنش به شرح زیرمیباشد: (یاماگه[footnoteRef:7] 1996) [7: 1.Yamage ] 

Np21-plus :5'–gtg cgt cca atc ctg taa c– 3'
Np6-plus :5'–cag tca acc tac gtc ttc t– 3'
این جفت پرایمر الیگو نوکلوتیدي، قطعات328 جفت باز از ژنوم انگل را شناسایی میکنند. جفت پرایمر Np21/ Np6قادربه تشخیص اختصاصی نئوسپورا کانینوم(حتی تشخیص یک تاکی زوئیت در2 میلیگرم از ژنوم نمونه) میباشد.
سیکلهاي دمایی جهت انجام واکنش PCR به قرار زیر میباشد:
1.  95 درجه سانتیگراد براي4 دقیقه
2.  94 درجه سانتیگراد براي50 ثانیه
3. 53 درجه سانتیگراد براي50 ثانیه براي هرسیکل (جمعا35 سیکل)
4. 72 درجه سانتیگراد براي1 دقیقه
5. 72درجه سانتیگراد براي5 دقیقه
6. 4 درجه سانتیگراد براي1 دقیقه
پس از اتمام واکنش،6 میکرولیترازمحصول PCRبا2 میکرولیتراز  loading buffer مخلوط شده و بر روي ژل آگارز1% به همراه رنگ اتیدیم بروماید به وسیلهی نور UV مورد مطالعه قرارگرفت.

7- میزان مرگ و میر در جنین های تخم مرغ
نتایج میزان مرگ و میر در جنینها نشان میدهد که در گروههای چهارم، پنجم و ششم که گروههای نئوسپورا تخفیف حدت یافته با پاساژ بالا میباشد، تا پایان دوره هچری، هیچگونه مرگ و میری رخ نداده است به جز گروه تخفیف حدت یافته پاساژ بالا با دوز 104×1 در میلیلیتر که در روز دوم پس از تزریق یک جنین تلف شد که میتواند به دلیل عواملی دیگر و یا مرگ طبیعی باشد چرا که پس از آن هیچگونه تلفاتی تا روز آخر مشاهده نگردید. همچنین در گروه کنترل در روز 18 انکوبه گذاری، یک جنین تلف گردید.
در گروههای نئوسپوراکانینومبا پاساژ پایین در هر سه گروه با دوزهای مختلف تلفات مشاهده شد و تا روز آخر از هر گروه 8 جنین تلف گردید.نتایج مرگ و میر در هر گروه در جدول آورده شده است. مقایسهمیزان مرگ و میر در هر گروه در نمودار دیده میشود.مقایسه آماری گروه تزریقی با نئوسپوراتخفیف حدت یافته با پاساژ بالا با گروه کنترل (با استفاده از سایت آماری graphpad) نشان دهندهیعدم وجود تفاوت معنا داری بین آنها میباشد و این مقایسه با گروه نئوسپورا با پاساژ پایین نشان دهندهی تفاوت معناداری بین این دو گروه میباشد (0.0001P ≥ .).
جدول2. نتایج مرگ و میر در هر گروه تخم مرغ در روزهای مختلف پس از تزریق
	مجموع
	21
	20
	19
	18
	17
	16
	15
	14
	13
	12
	11
	10
	روز
	گروه

	8
	0
	0
	0
	0
	0
	2
	3
	3
	-
	-
	-
	-
	تک یاخته نئوسپوراکانینومLow passageدوز 104×1 در میلی لیتر

	8
	0
	0
	0
	0
	0
	0
	4
	4
	-
	-
	-
	-
	تک یاخته نئوسپورا کانینوم Low passageدوز 105×1 در میلی لیتر

	8
	0
	0
	0
	0
	0
	0
	0
	2
	3
	3
	-
	-
	تک یاخته نئوسپورا کانینوم Low passageدوز 106×1 در میلی لیتر

	0
	-
	-
	-
	-
	-
	-
	-
	-
	-
	-
	-
	-
	تک یاخته تخفیف حدت یافته  High passageدوز 104×1 در میلی لیتر

	0
	-
	-
	-
	-
	-
	-
	-
	-
	-
	-
	-
	-
	تک یاخته تخفیف حدت یافته  High passageدوز 105×1 در میلی لیتر

	1
	-
	-
	-
	-
	-
	-
	-
	-
	-
	-
	1
	-
	تک یاخته تخفیف حدت یافته  High passageدوز 106×1 در میلی لیتر

	1
	-
	-
	-
	1
	-
	-
	-
	-
	-
	-
	-
	-
	محیط کشت DMEM



تصویرمقایسه آماری بین گروه تزریقی با پاساژ بالا و کنترل با استفاده از نرم افزارgraphpad

نمودار مقایسه میزان مرگ و میر در گروه های مختلف. گروهها به ترتیب شامل تک یاخته نئوسپوراکانینومبا پاساژ پایین دوز 104×1در میلی لیتر، دوز105×1در میلی لیتر،  دوز 106×1در میلی لیتر، تک یاخته تخفیف حدت یافته با پاساژ بالادوز 104×1 در میلی لیتر، دوز 105×1 در میلی لیتر، دوز 106×1 در میلی لیتر، و گروه کنترل محیط کشت DMEM می باشد.

نمودار مقایسه گروه های نئوسپوراکانینوم با پاساژ پایین و نئوسپورا تخفیف حدت یافته با پاساژ بالا.گروه 1 نئوسپوراکانینومبا پاساژ پایین دوز 104×1در میلی لیتر گروه 2 تک یاخته تخفیف حدت یافته با پاساژ بالا دوز 104×1 در میلی لیتر می باشد. گروه 3 و 4 نیز مقایسه تک یاخته نئوسپورابا پاساژ پایین با  دوز105×1در میلی لیتر و تخفیف حدت یافته با پاساژ بالا دوز105×1در میلی لیتر می باشد. دو گروه آخر مقایسه نئوسپورابا پاساژ پایین با دوز 106×1در میلی لیتر و تخفیف حدت یافته با پاساژ بالا با دوز 106×1 در میلی لیتر می باشد.





8- نتیجهگیری
در مطالعه حاضر از واکسن تخفیف حدت یافته برای ایجاد ایمنی بر علیه نئوسپورا کنینوم در تخم مرغ جنین دار استفاده شد. از آنجا که واکسن تجاری نئوگارد ( واکسن کشته) به تازگی در سال 2014 از بازار های جهانی جمع آوری شده است محققین را برای تولید واکسنی مناسب به چالش کشیده است و با توجه به کارآمد بودن واکسن های تخفیف حدت یافته بر علیه آلودگی های تک یاخته ای لذا استفاده از یک واکسن تخفیف حدت یافته برای مبارزه با نئوسپورا کنینوم مناسب به نظر می آید.نتایج بدست آمده در این مطالعه در مقایسه با گروههای ارزیابی شده با نئوسپوراکانینوم با تخفیف پایین بسیار چشمگیر و موفقیت آمیز بود با توجه به جدید بودن روش کار در زمینهی کاهش حدت تکیاخته با استفاده از پاساژ طولانی مدت بر روی سل لاین معلق، و نتایج بدست آمده میتواند راهی برای تحقیقات بیشتر در این زمینه باز نماید.با توجه به اینکه بیماری نئوسپوروزیس در گاوها باعث سقط جنین شده و باعث تولید خسارات اقتصادی بالایی در جهان میشود پیشنهاد میشود جهت ارزیابی بیشتر واریته تخفیف حدت یافته به عنوان واکسن آزمایشی مطرح شده در زمینه جلوگیری از سقط جنین و ایجاد ایمنی کامل در آینده از گوسفند و در نهایت گاو نیز برای بررسی استفاده گردد همچنین برای استاندارد کردن دوز مصرفی جهت ایمنیزایی مطالعات بیشتری انجام گیرد. نتایج بدست آمده در این مطالعه در مقایسه با واکسن کشته و گروه ایمن نشده مورد مطالعه بسیار چشمگیر و موفقیت آمیز بود با توجه به جدید بودن  روش کار در زمینه کاهش حدت تک یاخته با استفاده از پاساژ طولانی مدت بر روی رده سلولی معلق J774 ، نتایج بدست آمده می تواند راهی برای تحقیقات بیشتر در این زمینه باز نماید.
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