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چكيد‌ه 
تيلريوز گرمس�يري بيماري انگلي ناشي از عفونت سلول‌هاي ميلوئيدي )منوسيت و ماكروفاژ( و لمفوئيدي )لمفوسيت‌هاي 
B( ب�ه ت�ك ياخته تيلريا آنولات�ا بوده و در مرحله‌اي موجب آلودگي گلبول‌هاي قرمز خون نيز مي‌ش�ود.  بيماري بوس�يله 
كنه‌هاي جنس هيالوما منتقل ش�ده و موجب عوارض گس�ترده‌اي از تب و كم خوني مختصر تا درگيري شديد اعضا لمفاوي 
بدن ش�ده كه مي‌تواند در نژادهاي حس�اس تلفاتي نيز بهمراه داش�ته باش�د.  با توجه به زندگي اجباري درون سلولي تك 
ياخته، سيس�تم ايمني س�لولي تنها بازوي موثر و محافظت كننده بدن در برابر تيلريا مي‌باش�د و ايمني هومورال با توليد 
آنتي بادي‌هاي اختصاصي بر عليه اشكال اسپوروزوايت و مروزوايت‌هاي آزاد تنها قادر به كاهش قدرت عفونت زائي تيلريا 
مي‌باش�د.  در مقابل، پاس�خ ايمني سلولي با فعاليت مجموعه‌اي از س�لول‌هاي T، NKC و ماكروفاژها و مشتقات آنها نظير 
اينترفرون گاما و TNF-α و بخصوص لمفوس�يت‌هاي +T CD8 بخوبي در برابر ش�يزونت درون سلولي و سلول‌هاي آلوده 
به تيلريا پاسخ داده و موجب مرگ سلول‌هاي آلوده مي‌شوند و با توليد خاطره ايمني از بروز دوباره بيماري جلوگيري بعمل 
مي‌آورد.  البته نقش ايمني طبيعي يا ذاتي همچون عوامل مكمل و سلول‌هاي بيگانه خوار، بخصوص در مراحل اوليه عفونت 
از اهميت خاصي برخوردار است.  با توجه به حضور تيلريا و كنه ناقل بيماري در ايران و از طرفي وجود آلودگي در حيوانات 
اهلي و وحش�ي حامل تك ياخته كه موجب بومي‌كردن بيماري ش�ده‌اند تلاش‌هايي بمنظور توليد واكس�ن در بس�ياري از 
كشورها منجمله ايران صورت گرفته است.  واكسن‌هاي نوتركيب متنوعي بر عليه آنتي ژن‌هاي مربوط به مراحل مروزوايت 
و اس�پوروزوايت بصورت آزمايش�ي تهيه شده است كه در بررس�ي‌هاي صحرائي موفقيت‌هائي نسبي بهمراه داشته اند.  در 
حال حاضر واكس�ن زنده تخفيف حدت يافته تيلريا آنولاتا با فناوري كش�ت سلول‌هاي آلوده به شيزونت، قدرت محافظت 
كنندگي و پاسخ CTL قوي كه دارد براساس تجربيات نزديك به چهار دهه واكسيناسيون ملي در ايران و همچنين توصيه 

مراكز بين المللي نظير OIE و FAO جهت ايمن سازي فعال گاوهاي نژاد حساس و دو رگ بهترين گزينه مي‌باشد.

كلمات كليدي: تيلريوز، تيلريا آنولاتا، ايمني، واكسن زنده تخفيف حدت يافته، واكسن نوتركيب
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Tropical Theileriosis is caused by infection of bovine myeloid mononuclear cells (Monocytes and macrophages) and 
lymphoid cells (B lymphocytes) as well as red blood cells by the protozoan parasite Theileria annulata.  The disease 
is transmitted by ticks of the genus Hyalomma.  The clinical signs of theileriosis in stages appear from mild symptoms 
to serious, including fever and anemia to severe involvement of lymphoid organs that can cause death.  The cellular 
immunity is a main part of effective and protective against Theileria infection as an intracellular protozoan, but the 
humoral immunity with specific antibody had a neutralizing effect directed against extracellular sporozoites and mero-
zoites.  But the adaptive cell-mediated immunity is driven by activation of T cells, macrophages and natural killer cells 
(NKC) and their derivatives like as IFN-gamma and TNF-alpha can respond to schizont infected cells, particularly 
CD8+ T cells kill these infected cells and remain as memory T cells for the next parasite challenge.  However, the in-
nate immune response such as the complement system and phagocytic cells is believed to play an important role in pro-
tecting against bovine theileriosis especially during primary stage of Theileria infection.  Iran as a sub-tropical region 
and the Hyalomma spp. vector for transmission of the Theileria annulata make the Theileriosis as an endemic disease. 
The circulating Theileria parasites in carrier domestic and wild ruminants, and tick infestation make Theileriosis more 
difficult to control, therefore many efforts have been performed for producing the efficient bovine theileriosis vaccine.  
The recombinant candidate vaccines have been produced based on the merozoite and sporozoite stages of the protozoa 
and examined experimentally with partially success in the field.  However, live attenuated Theileria annulata with cell 
culture methodology induced a strong, antigen-specific CTL activity for recognition by schizont antigen-specific cyto-
toxic T lymphocytes.  Based on nearly four decades of our practical experiences on vaccination in Iran and the World 
Organisation for Animal Health (OIE) and the Food and Agriculture Organization of the United Nations (FAO) recom-
mendations, the live attenuated vaccine is recommended as evidence-based strategies to control T. annulata infection 
by active immunization of susceptible exotic cattle and their cross-breds.

Keywords: Theileriosis, Theileria annulata, immunity, live attenuated vaccine, recombinant vaccine

مقدمه 
 ت��ك ياخت��ه تيلريا آنولاتا )در گذش��ته تيلريا ديس��پار( عام��ل تيلريوز 
گرمسيري)Tropical Theileriosis(  است كه بوسيله كنه‌هاي جنس هيالوما 
به گاو منتقل مي‌ش��ود )60(.  تيلريوز، بيم��اري لمفوپروليفراتيو انگلي حاد و 
گاه كشنده‌اي است كه حاصل عفونت گلبول‌هاي سفيد و قرمز به تك ياخته 
تيلريا آنولاتا اس��ت )46(.  تيلريوز در نواحي وس��يعي از مناطق حاره و نيمه 
حاره‌اي نيمكره شمالي گزارش شده كه شامل مناطقي از جنوب اروپا، شمال 
افريقا، خاورميانه، هند تا شرق دور )چين( است.  تخمين زده مي‌شود حدود 
250 ميليون گاو در جهان در خطر ابتلا به تيلريوز باشند.  نشانه‌هاي بيماري 
شامل تب، تورم غدد لمفاوي، زردي و كاهش توليد بوده كه با تهيه گسترش 
خوني و مشاهده اجرام داخل گلبول قرمز خون )فرم اريتروس��يتي( تشخيص 
صورت مي‌گيرد )40(.  چنانچه درمان موثري صورت نگيرد تلفات در گاوهاي 
وارداتي تا 90 درصد بسته به سويه تك ياخته و حساسيت حيوان روي خواهد 
داد ) 32 و 52(.  دو گون��ه تيلري��ا آنولات��ا و پاروا در گ��او از اهميت بيشتري 
برخوردارند كه بيشترين خطر و آسيب را به گلبول‌هاي سفيد وارد ميك‌نند و 
در مقابل گونه‌هاي كم خطر تيلريا اورينتاليس در گاو و تيلريا اكوئي در اسب 

بيشتر به گلبول‌هاي قرمز خون تمايل دارند )49 و 72(.  

 تاثي��ر ه��ر دو گونه تيلريا آنولاتا و پاروا بر صنع��ت دامپروري و توليدات 
دامي‌قابل توجه اس��ت.  علاوه بر پراكندگي جغرافيائ��ي و نوع كنه‌هاي ناقل، 
تفاوت‌هائي در ش��دت بيماريزائي دو گونه نيز وجود دارد بطوريكه تيلريا پاروا 

تلفات بيشتري نسبت به تيلريا آنولاتا ايجاد ميك‌ند )52(.  
 در چرخه زندگي تيلريا، برخي از شيزونت‌ها در لكوسيت‌ها به مروزوايت 
تمايز پيدا ميك‌نند كه پس از رها ش��دن از س��لول ميزبان به اريتروس��يت‌ها 
حمله ور شده و اشكال داخل گلبول قرمز انگل شكل مي‌گيرد كه اين مرحله 
براي كنه عفونت زا است.  آلودگي گلبول‌هاي قرمز خون به فرم اريتروسيتي 
تيلري��ا نهايت��اً در دام ميزبان موجب كم خوني )Anemia( مي‌ش��ود.  پس از 
4-3 هفته از شروع عفونت تلفات ممكن است روي دهد كه البته در نژادهاي 
حساس وارداتي يا اصيل احتمال اين پديده نسبت به حيوانات بومي‌و دو رگ 
بيشتر اس��ت.  ش��دت پارازيتمي‌)درصد آلودگي گلبول‌هاي قرمز خون( بطور 
معم��ول در گاوه��اي اصيل بيش از 60 درصد، درگاوه��اي دورگ 45 درصد 
و در گاوه��اي بومي‌ب��ه 25 درصد مي‌رس��د )32(.  گاوهاي ش��يري نژادهاي 
اروپائي بدليل ظرفيت توليدي بالائي كه دارند عليرغم آسيب پذيري شديد به 
تيلريوز، جهت توسعه صنعت دامپروري به مناطق آندمكي وارد شده‌اند كه در 
اينصورت ضروري است برنامه‌هاي كنترلي مناسبي جهت نگهداري آنها اتخاذ 
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گردد.  در آلودگي‌هاي ش��ديد حتي گاوهاي بومي‌)Zebu( نيز از خسارات و 
تلفات بيماري در امان نيس��تند )49(.  در ه��ر حال گاوهايي كه از بيماري 
نجات پيدا ميك‌نند حامل تعدادي تك ياخته به اشكال شيزونت و فرم‌هاي 
اريتروسيتي هستند كه مي‌توانند مدت‌هاي طولاني حتي تا سال‌ها در بدن 
حيوان باقي بمانن��د )21(.  اين آلودگي خفيف كه بدون نشانه‌هاي بيماري 
مي‌باشد فقط موجب تبديل حيوان آلوده به شكل حامل )Carrier( مي‌شود.  
در اين موارد تشخيص ميكروس��كپي آلودگي بسيار مشكل و گاه غيرممكن 
 )PCR( ب��وده ولي روش‌ه��اي جديد تشخيصي نظير آزمايش‌ه��اي ملكولي
مي‌تواند به تشخيص آلودگي در اين حيوانات كمك كنند )17، 22، 48، 61 
و 62( در هر صورت اين حيوانات مي‌توانند منبع آلودگي براي كنه‌هاي ناقل 

واقع شوند و بدين ترتيب چرخه زندگي انگل ادامه پيدا ميك‌ند. 
  ب��ا مشاهده حيوانات بهبود يافته از تيلريوز و مقاومت آنها در آلودگي 
مجدد اين موضوع مورد توجه قرار گرفت كه ايمني مي‌تواند بطور اكتس��ابي 
بوجود آمده و امكان ايجاد ايمني فعال ميس��ر اس��ت.  اصولاً هر دو سيستم 
ايمني هومورال و س��لولي در مواجهه با عامل تيلريوز فعال ش��ده بطوريكه 
ايمن��ي هومورال با تولي��د آنتي ب��ادي برعليه تمامي‌مراح��ل مختلف تك 
ياخت��ه فعاليت كرده هر چند تنها آنتي بادي‌هاي توليد ش��ده بر عليه فرم 
اس��پوروزوايت تك ياخته داراي نقش محافظتي بوده و موجب خنثي كردن 
اين مرحله از تيلريا مي‌ش��ود در حاليكه س��اير آنتي بادي‌هاي توليد ش��ده 
مشخص ش��ده كه نقش موثري ندارند.  در مقابل، ايمني س��لولي با فعاليت 
گروهي از س��لول‌ها بخصوص لمفوس��يت‌هاي T، موجب ظهور پاسخ ايمني 
قوي و محافظت كننده‌اي برعليه س��لول‌هاي آلوده به تيلريا مي‌گردد )55(.  
بازوي ديگر سيس��تم ايمني عبارت است از ايمني اوليه يا ذاتي كه علاوه بر 
ايمني اكتس��ابي، نقش مهمي‌در كنترل و محافظت از تهاجم تيلريا بويژه در 

مراحل اوليه عفونت دارد )1(.
  ب��ا گذش��ت بيش از كي ق��رن از كشف تك ياخته تيلري��ا، تحقيقات 
گس��ترده‌اي در اس��تفاده از روش‌هاي مختلف ايمن س��ازي بر عليه تيلريوز 
گ��اوي بمنظور كنت��رل و پيشگيري از تيلريوز انجام ش��ده اس��ت )جدول 
1(.  در گذش��ته، روش‌هاي تلقيح خون آلوده به تيلريا و س��پس روش‌هاي 

آلوده س��ازي و درمان همزمان تا توليد واكسن‌هاي كشت سلولي همگي از 
تلاش‌ه��اي محققين در كنترل بيماري در مناطق آندمكي بوده كه تاكنون 
روش به��ره گيري از واكس��ن‌هاي زنده تخفيف ح��دت يافته بهترين روش 
توصيه ش��ده از سوي OIE مي‌باشد )45 و 52(.  علاوه براين، ساير روش‌ها 
مانند اس��تفاده از واكس��ن‌هاي نوتريكب ضد كنه، آنتي ژن‌هاي گرفته شده 
از مراحل اس��پوروزوايت، مروزوايت و اخيراً آنتي ژن‌هاي ماكروشيزونت تك 
ياخته در مراحل اوليه تحقيقاتي و بررسي‌هاي صحرائي بوده، بطوريكه هدف 
از اين تحقيقات توليد واكسني موثر، بي ضرر و ارزان بوده كه موجب افزايش 
سطح بهداش��ت دام و نهايتاً توليد هر چه بيشتر محصولات دامي‌گردد.  در 
اين مطالعه نگاهي كوتاه به جنبه‌هاي مختلف ايمني شناس��ي در تيلريوز و 
تلاش‌هاي صورت گرفته در تحقيقات مربوط به توليد واكس��ن تيلريوز شده 

است.

ويژگي‌هاي زيست شناختي و سلولي تيلريا
  گونه‌ه��اي تيلريا بر خلاف س��اير ت��ك ياخته‌هاي اپي كمپلكس��ا در 
سيتوپلاس��م سلول ميزبان بطور آزاد زندگي كرده و در خارج از واكوئل‌هاي 
آندوپلاس��مي‌قرار دارند.  ورود تيلريا به سلول ميزبان بشكل آندوسيتوز بوده 
و از طريق رسپتورهاي سلولي انجام مي‌گيرد ولي با شروع تهاجم تك ياخته 
به سلول، غشاء آندوزوم بتدريج از بين رفته و انگل بطور آزاد در سيتوپلاسم 

مستقر مي‌شود )19(.  
  سلول‌هاي هدف براي دو گونه تيلريا آنولاتا و پاروا متفاوت بوده بطوريكه 
گونه آنولاتا سلول‌هاي داراي MHC كلاس دو كه شامل رده ميلوئيدي شامل 
منوسيت‌ها و ماكروفاژها و رده لمفوئيدي شامل لمفوسيت‌هاي B هستند را 
آلوده ميك‌ند.  در حاليكه تيلريا پاروا موجب عفونت هر دو لمفوس��يت‌هاي

T  و B مي‌ش��ود ولي تيلريا آنولاتا نس��بت به گونه پاروا بيشتر به لمفوسيت 
B ميل به تهاجم دارد )64(.   

  آلودگ��ي س��لول ميزبان به ت��ك ياخته تيلريا موجب تغيير س��لول و 
تكثير س��ريع و فزاينده س��لول‌هاي آلوده شده بطوريكه در سرتاسر سيستم 
لمف��اوي بدن پراكنده ش��ده و منجر به هيپرپلازي و نهايتاً تخريب ش��ديد 

جدول 1-  روش‌هاي كنترل و پيش�گيري از تيلريوز.  مراحلي از تك ياخته و يا كنه ناقل كه حس�اس به عامل كنترلي مي‌باش�ند، عامل موثر بكار رفته، ميزان تاثير روش 
اتخاذ شده بهمراه محدوديت‌هاي موجود در روش كنترل و پيشگيري از تيلريوز بيان شده است )5، 7، 14، 32، 33، 42، 46، 49، 52، 59 و 69(.

نگاهي به ايمونولوژي و واكسن‌هاي...
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بافت‌هاي لمفوئيدي مي‌ش��وند. تغيير يا ترانسفورمه شدن سلول ميزبان در 
عفون��ت تيلريا فرآيندي پيچيده بوده و بنظر مي‌رس��د ژن‌هاي متعددي در 
آن نقش داش��ته باش��ند. تك ياخته تيلريا با تنظيم مس��يرهاي انتقال پيام 
)Signal Transduction( موجب تس��ريع فرآيند تكثير س��لولي ش��ده و از 
طرفي مس��يرهاي مرگ س��لولي ي��ا Apoptosis را مهار ميك‌ن��د )16(.  از 
 DNA س��ازوكارهاي اين فرآين��د مي‌توان به ملكول‌هاي متصل ش��ونده به
اشاره داشت  )DNA binding molecule( كه نقش تنظيمي‌در بيان ژن‌هاي 
سلول ميزبان پستاندار دارند اين ملكول‌ها از شيزونت تيلريا به هسته سلول 

ميزبان وارد مي‌شوند )16، 66 و 67(.
  س��لول‌هاي آلوده به شيزونت تيلريا را مي‌توان در شرائط آزمايشگاهي 
براحتي كشت داد و طي پاساژهاي مكرر به رده سلولي تخفيف حدت يافته 
دس��ت يافت كه در توليد واكس��ن موثر در برابر تيلري��وز حاد جهت  ايمن 

سازي گاوهاي حساس مي‌توان از آن استفاده كرد )10(.  

ايمني در تيلريوز
 پاس��خ ايمن��ي بدن ميزبان بر علي��ه تيلريا در مراح��ل اوليه عفونت از 
طريق س��از و كارهاي ايمني ذاتي و س��پس با فعال شدن پاسخ‌هاي ايمني 
اختصاصي يا اكتس��ابي ش��كل مي‌گيرد.  پاسخ ايمني اكتس��ابي شامل دو 
بخ��ش ايمني هومورال و ايمني س��لولي اس��ت.  نقش مه��م و موثر ايمني 
هومورال عمدتاً با توليد آنتي بادي‌هاي اختصاصي بر عليه فرم اسپوروزوايت 
تيلريا اس��ت كه موجب خنثي ش��دن تهاجم انگل مي‌شود.  ايمني سلولي با 
فعاليت لمفوسيت‌هاي T  و محصولات آنها نظير لمفويكن‌ها و اينترفرون‌ها 
پاس��خ محافظت كننده بر عليه اجرام داخل سلولي نشان مي‌دهد و در دفاع 
از مراحل داخل س��لولي تيلريا اهميت دارد.  ايمني س��لولي با فعال كردن 
لمفوسيت‌هاي +T CD4 و +T CD8 موجب مي‌شود لكوسيت‌هاي آلوده به 
ماكروش��يزونت تيلريا با فعاليت سيتوتوكسيسيتي مورد هدف قرار گرفته و 

از بين بروند )49 و 57(. 
ايمن��ي ذاتي در عفونت تيلري��ا.  ايمني طبيعي يا ذاتي با مجموعه‌اي از 
عوامل دفاعي اس��ت كه به مقابله با اجرام بيگان��ه مي‌پردازد بنابراين ايمني 
طبيع��ي نقش مهمي‌در ايجاد مقاومت اوليه بدن در برابر عفونت تيلريا دارد. 
گزارش��اتي وجود دارد كه نشان مي‌دهد سيس��تم كمپلم��ان موجب مرگ 
مروزوايت‌ه��اي آزاد نيز مي‌ش��ود )4(.  ايمني ذاتي علاوه ب��ر اين كه دفاع 
اوليه بدن بر عليه ميكروارگانيس��م‌ها مي‌باش��د با فاگوس��يت كردن اجرام و 
ارائ��ه آنتي ژن‌هاي فرآوري ش��ده به لمفوس��يت‌هاي T ياور موجب افزايش 
پاسخ‌هاي ايمني اختصاصي بر عليه عوامل عفوني نيز مي‌شود )5(.  يكي از 
مهمترين عوامل در ايجاد پاس��خ ايمني ذاتي، نقش س��يتويكن‌ها و بعبارتي 
مشتقات س��لولي است كه عملكرد آنها بس��تگي زياد به زمان توليد و محل 
عم��ل آنها دارد بطوريكه تعادل آنها در مرحله عفونت بس��يار تعيين كننده 
اس��ت.  برخي از س��يتويكن‌ها با توليد تب موجب تولي��د پروتئين‌هاي فاز 
حاد ش��ده و برخي فعاليت ضد ميكربي و اپس��ونيزه كردن اجرام را بر عهده 
دارن��د.  اينترفرون گاما با فعال كردن ماكروفاژه��اي غيرآلوده موجب مهار 
تكثير سلول‌هاي آلوده و همچنين جلوگيري از رشد سلول‌هاي غير آلوده‌اي 
مي‌ش��ود كه با تحركي انگل دچار تكثير ش��ده اند.  اينترفرون گاما بوسيله 
لمفوس��يت‌هاي T و س��لول‌هاي NK توليد مي‌ش��ود )6(. ع�الوه بر توليد 
TNF-α س��لول‌هاي ماكروفاژ فعال ش��ده با توليد NO )نيتركي اكس��ايد( 
مانع از تهاجم اسپوروزوايت تيلريا به سلول‌هاي ميزبان شده و بدين ترتيب 

مانع از تكثير سلول‌هاي آلوده به انگل مي‌شوند.  اندازه گيري و مقايسه هر 
كدام از سيتويكن‌هاي فوق مي‌تواند نشانگر فعاليت مسير ايمني در مواجهه 
 Toll( گيرنده‌هاي شبه تول .)با آنتي ژن‌هاي كانديداي واكس��ن باشد )28
like receptors يا TLRs( از مس��يرهاي ايمني ذاتي محسوب مي‌شوند اين 
پذيرنده‌ها در س��لول‌هاي مختلف سيستم ايمني بيان مي‌شوند و نقش آنها 
در تشخيص بخش‌هاي ثابتي از اجزاء ميكروارگانيس��م‌ها است كه منجر به 
تحركي مكانيسم‌هاي ايمني و پاسخ‌هاي بعدي شامل ترشح سيتويكن‌هاي 
التهابي و يا مرگ س��لولي )Apoptosis( مي‌گردد در كي بررس��ي مقايس��ه 
اي، تف��اوت ميان نژادهاي حس��اس و مقاوم گاو به تيلري��وز گاوي در بيان 
ژن‌هاي مختلفي منجمله TLR 10 گزارش گرديد )41(. در مطالعه ديگري 
كه به بيان ژن‌هاي TLR 1-10 و پروتئين MyD 88 در س��لول‌هاي آلوده به تيلريا 
پرداخته بود اختلاف قابل توجهي در بيان ژن‌هاي TLRs  در رده‌هاي آلوده 
به شيزونت تيلريا در پاساژهاي مختلف گزارش كردند كه آنرا بعنوان عاملي 
در بيان و توضيح حدت تك ياخته و كاهش حدت در رده س��لولي واكس��ن 

مطرح نمودند )29(.   
ايمني هومورال در تيلريوز.   پاسخ ايمني هومورال تنها بر عليه مراحل 
خارج سلولي تيلريا يعني مروزوايت‌هاي آزاد و اسپوروزوايت مطرح مي‌باشد. 
آنتي بادي‌هاي اختصاصي توليد ش��ده بر عليه مراحل شيزونت و مروزوايت 
تيلريا نيز قابل رديابي هستند ولي نقش مهمي‌در ايجاد مقاومت و محافظت 

بر عليه تك ياخته را ندارند )69(.  
 ايمني سلولي در تيلريوز.  ايمني محافظت بخش بر عليه عفونت تيلريا 
براي اولين بار طي كي مطالعه تجربي ش��رح داده شد بطوريكه Emery در 
 Thoracic( س��ال 1981 با انتقال لكوس��يت‌هاي مجراي لمفاوي س��ينه‌اي
duct( در دو گوس��اله دوقلوي همس��ان از گوساله ايمن توانست مقاومت به 
تيلري��ا را به حيوان غيرايمن انتقال ده��د )50(.  مطالعات بعدي نشان داد 
كه پاسخ گاوهاي ايمن بر عليه تيلريا پاروا مربوط به فعاليت لمفوسيت‌هاي 
+T CD4 و +T CD8 اختصاصي بر عليه س��لول‌هاي آلوده به انگل مي‌باشد 
)3، 11 و 18(.  هر چند فعاليت لمفوسيت‌هاي    +T CD8 در پاسخ ايمني 
سيتوتوكسيسيتي مهم است ولي سلول‌هاي ديگري هم هستند كه در كمك 
 TCD4+ نقش دارند.  يكي از وظايف مهم لمفوسيت‌هاي +T CD8 به پاسخ
يا T helper رهبري و نقش مهم آن‌ها در تحركي سلول +T CD8 است.  
س��لول‌هاي +T CD4 با توليد اينترلويكن 2 و IFN- γ موجب القاء پاسخ 

CTL و پاسخ ماكروفاژها مي‌شود )70( )شكل 1(.   
  س��لول‌هاي ماكروف��اژ در حيوان��ات بهبود يافته از تيلري��وز، در ايجاد 
فعاليت سيتواس��تاتيكي بر عليه س��لول‌هاي آلوده به تيلريا آنولاتا اثر دارند 
)54(.  اي��ن فعاليت با توليد و ترش��ح س��يتويكن‌ها و عوام��ل ضدميكروبي 
TNF-α و نيتركي اكس��ايد )NO( بوس��يله ماكروفاژها در پاسخ به عفونت 
تيلريا آنولاتا ش��كل مي‌گيرد.  س��يتويكن TNF-a علاوه ب��ر نقش موثر در 
فعاليت سيتوتوكسيس��يتي لمفوس��يت‌هاي +T CD8 اثر مهاركنندگي قابل 
ملاحظ��ه‌اي روي جمعيت س��لول‌هاي آلوده به تيلريا ني��ز دارد )56 و 73( 

)شكل 1(.  
  توليد IFN- γ بوس��يله لمفوس��يت‌هاي +T CD8 در ايمني محافظت 
بخش بر عليه بس��ياري از عوامل بيماريزاي درون س��لولي نظير بسياري از 
تك ياخته‌ها اهميت داشته و نشان داده شده است )39، 58 و 68(.  مرحله 
شيزونت در داخل سلول بوده و در دسترس آنتي بادي‌هاي توليد شده قرار 
نمي‌گيرد، بنابراين نقش ايمني سلولي در ايجاد ايمني محافظت كننده بسيار 
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مهم مي‌باش��د.  با توجه به استقرار درون سيتوپلاسمي‌تك ياخته تيلريا اين 
امك��ان وجود دارد كه ملكول‌هاي انگل پس از فرآيندي در كنار ملكول‌هاي 
 CD8+ كلاس كي در سطح سلول ارائه شده و بوسيله لمفوسيت‌هاي MHC

T قابل تشخيص باشند.  
تست‌هاي ارزيابي سيستم ايمني در تيلريوز.  با توجه به فعاليت دستگاه 
ايمني در هر دو بخش هومورال و سلولي بر عليه تمامي‌اشكال تيلريا تحركي 
مي‌شوند.  تست‌هاي سرولوژي در تشخيص آلودگي و شناسائي هر چند بطور 
كاملًا اختصاصي عمل نميك‌نند ولي بهر حال تست‌هاي IFAT و ELISA با 
استفاده از آنتي ژن‌هاي مختلف انگل طراحي و مورد استفاده قرار گرفته‌اند 
)2، 36 و 59(.  چني��ن تيترهاي س��رمي‌نشان دهنده ق��رار گرفتن حيوان 
در براب��ر آلودگي‌هاي تيلريائي بوده ك��ه در برنامه‌هاي ملي رديابي بيماري 
مهم و ارزشمند هستند.  آزمايش‌هاي سرولوژي تست تثبيت عناصر مكمل 
 ،)Agar gel precipitation(هماگلوتيناس��يون، ترس��يب ژل آگ��ار ،)CFT(
ايمونوالكتروفورز و آگلوتيناس��يون در بررسي‌هاي اپيدميولوژي بويژه كاربرد 

دارد )38 و 43(.  
  ب��ا توجه ب��ه نقش ايمني س��لولي و فعاليت محافظ��ت كننده آن در 
برابر عفونت تيلريا و بخصوص لمفوس��يت‌هاي سيتوتوكس��كي T CD8+ و 
س��اير عوامل موثر در ايمني سلولي نظير س��يتويكن‌ها و اينترفرون‌ها اخيراً 

تست‌هاي بس��ياري در اين بخش طراحي و مورد استفاده قرار گرفته است.  
تس��ت جلدي تيلرين از آزمايش‌هاي درون تني يا in vivo بوده و بر اساس 
واكنش ازدياد حساس��يت  تاخيري)DTH( بنا ش��ده، روش��ي ساده و قابل 
اس��تفاده براي تشخيص حيوانات ايمن از غير ايمن مي‌باش��د )37(.  تست 
الي��زا براي اندازه گيري اينترلويكن‌هاي كي، دو، ش��ش، ده، اينترفرون گاما 
و TNF-α مورد استفاده قرار گرفته ولي از آنجائيكه دسترسي به يكت‌هاي 
سنجش س��يتويكن‌هاي گاوي معمولاً دشوار اس��ت اين بررسي را مي‌توان 
در س��طح بيان ژن‌هاي مذكور انجام داد ك��ه روش مطالعه با بهره گيري از 
تس��ت‌هاي ملكولي RT-PCR به شكل نيمه كمي‌تغيير پيدا ميك‌ند )26 و 

  .)47
  س��نجش فعاليت سيتوتوكسيس��يتي بمنظور ان��دازه گيري عملكرد 
اختصاصي لمفوس��يت‌هاي +T CD8 انجام مي‌ش��ود معمولاً با اس��تفاده از 
كروم راديواكتيو )Cr51( انجام مي‌گيرد.  آزمايش ميكروسيتوتوكسيس��يتي 
جايگزين اين تس��ت بوده كه جهت شناس��ائي سلول‌هاي سيتوتوكسكي در 
لمفوسيت‌هاي خون محيطي حيوان تازه بهبود يافته از تيلريوز استفاده شده 
اس��ت )12(.  در تس��ت‌هاي فوق به اندازه گيري مشتقات سلولي و عملكرد 
آنها پرداخته مي‌شود ولي در فلوس��يتومتري اساس آزمايش بر مبناي ليزر 
و تكنولوژي ايمونوسيتوش��يمي‌طراحي ش��ده و با اس��تفاده از بيوماركرهاي 

 T CD4+  و ماكروفاژها نقش موثر دارند ولي در ايمني اكتسابي لمفوسيت‌هاي )NKC( ش�كل 1. ايمني در تيلريوز.  در ايمني اوليه س�لول‌هاي كشنده طبيعي

و +T CD8 تعيين كننده هستند.  سلول‌هاي آلوده به تيلريا با توليد TNF-α موجب تحريك سلول‌هاي كشنده طبيعي NKC مي‌شوند. سلول‌هاي NK با توليد 

IFN-γ و فعال كردن ماكروفاژها باعث نابودي غيراختصاصي س�لول‌هاي آلوده به انگل مي‌ش�وند.  در تيلريوز هر دو لمفوس�يت‌هاي B  و T داراي فعاليت هس�تند.  

لمفوس�يت‌هاي T ياور دو س�يتوكين مهم IL-2 و IFN-γ مي‌س�ازند كه IL-2 موجب تكثير كلون‌هاي اختصاصي +T CD8 مي‌شود و TNF-γ باعث فعال سازي 

ماكروفاژها و توليد نيتريك اكس�ايد )NO( مي‌گردد.  نيتريك اكس�ايد باعث از بين بردن ش�يزونت در س�لول آلوده به تيلريا مي‌شود.  سيتوكين TNF-α بوسيله 

ماكروفاژهاي فعال ش�ده توليد مي‌ش�ود و با جلوگيري از رش�د ترفوزوايت تيلريا مانع تبديل آن به ش�يزونت مي‌شود و از ترانسفورم ش�دن سلول و تكثير سلولي 

ممانعت مي‌كند ضمن اينكه TNF-α در كنارIFN-γ  نقش مهمي‌در كنترل عفونت به تيلريا دارد.  لمفوسيت‌هاي T سيتوتوكسيك سلول‌هاي آلوده به تك ياخته 

را از طريق MHC كلاس يك شناخته و با مكانيسم‌هايي نظير پرفورين موجب مرگ سلول هدف)Apoptosis(  مي‌شوند.  

نگاهي به ايمونولوژي و واكسن‌هاي...
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س��لولي، تشخيص دقيق فنوتيپ س��لول‌هاي موثر در پاس��خ ايمني ممكن 
مي‌گردد )20(.  

واكسن‌هاي تيلريوز حاره اي.  نخستين بار پژوهشگري بنام Theiler  در 
سال 1911 نشان داد كه با انتقال سلول‌هاي آلوده به تيلريا كه از بافت‌هاي 
دام بهبود يافته از تيلريوز تهيه ش��ده بود به گاوهاي حساس مي‌توان آنها را 

در مقابل چالش بعدي با انگل حاد تيلريا پاروا مقاوم و ايمن نمود )49(.  
واكس��ن زنده تخفيف ح��دت يافته تيلريا آنولاتا.  با توس��عه روش‌هاي 
كشت س��لول‌هاي آل��وده به انگل )10 و71( و همچني��ن روش‌هاي انجماد 
س��لولي )هر دو مرحله اسپوروزوايت و سلول آلوده به شيزونت( در سال‌هاي 
1960 و 1970 امكان بررسي و مطالعه روي توسعه واكسن‌هاي زنده فراهم 
ش��د بطوريكه بعدها مشخص ش��د كه كشت طولاني مدت سلول‌هاي آلوده 
به تيلريا منجر به كاهش حدت تك ياخته ش��ده و حيوانات تلقيح ش��ده با 
چنين سلول‌هائي در برابر چالش بعدي با سويه حاد مقاوم مي‌باشند )13 و 
53(.  مكانيسم‌هاي موثر در كاهش حدت تيلريا مختلف بوده كه مي‌توان به 
 Gene( تغييرات ژنتيكي )Clonal Selection( فرضيه انتخاب كلون خ��اص
rearrangement( و تغيي��رات بي��ان ژن‌ه��ا )Gene expression( در ط��ول 
پاس��اژهاي مختلف اشاره داشت كه بارها اين فرضيه‌ها مورد توجه و بررسي 
محققين قرار گرفته كه در نهايت مهمترين ساز وكار مورد تائيد و اتفاق در 

اين زمينه كاهش بيان و توليد آنزيم‌هاي متالوپروتئيناز است )24 و 30(.
  دوز واكس��ن تيلريوز، حداقل تعداد س��لول آلوده به شيزونت تخفيف 
حدت يافته تيلريا اس��ت كه اولاً ايجاد عفونت كنترل ش��ده در بدن حيوان 
گيرنده نموده و ايمني محافظت كننده‌اي در برابر سويه‌هاي حاد وحشي يا 

چالش با دوزهاي كشنده از اسپوروزوايت تيلريا ايجاد كند )33(.
  ايمني حاصل از واكس��ن زنده تخفيف حدت يافته تيلريا آنولاتا كه با 
اس��تفاده از تلقيح رده سلولي آلوده به ش��يزونت تخفيف حدت يافته تيلريا 
حاصل مي‌ش��ود با ايجاد عفونت در بدن حيوان گيرنده واكسن آغاز مي‌شود 
بطوريكه با انتقال ش��يزونت تك ياخته از س��لول‌هاي رده واكسن يا دهنده 
)donor( به سلول‌هاي پاك ميزبان )recipient( شروع مي‌شود.  همانطور كه 
اشاره شد ايمني در تيلريوز بواسطه لمفوسيت‌هاي T بوده و لازم است آنتي 
ژن‌هاي انگلي روي ملكول‌هاي MHC خودي به س��لول‌هاي سيستم ايمني 
عرضه ش��وند بنابراين انتقال انگل از س��لول رده واكس��ن به سلول ميزبان 

فرآيندي بسيار ضروري در القاء ايمني مي‌باشد.  
  در پاساژهاي طولاني، تنوع ژنتيكي رده‌هاي سلولي آلوده به شيزونت 
تيلريا كاهش ميي‌ابد هر چند بنظر مي‌رس��د اي��ن موضوع اثري در كاهش 
ق��درت ايمني زائي در برابر چالش با  ايزوله‌هاي هترولوگ نداش��ته باش��د 
)14(.  بر اين اساس سويه واكسن ايران هر چند با طي بيش از 260 پاساژ 
از تن��وع كمتري برخوردار اس��ت ول��ي طبق نتايج حاصل از  اس��تفاده آن، 
ايمني محافظت كننده خوبي ايجاد كرده اس��ت.  بنابراين تعداد پاس��اژهاي 
زيادي كه رده سلولي واكسن S15 پشت سر گذاشته تاثيري بر نتايج ايمني 
محافظت كننده نداش��ته و با توجه به مصرف گس��ترده آن در بيش از 30 
اس��تان در مدت نزدكي به چهار دهه، محافظت خوبي در برابر س��ويه‌هاي 

مختلف موجود ايجاد كرده است )31 و 33(.
  براي عملكرد مناس��ب واكسن تخفيف حدت يافته تيلريوز لازم است 
س��لول‌هاي آلوده به ش��يزونت بطور زنده به حيوان حساس تلقيح شوند و 
در اختيار سيس��تم ايمني حيوان گيرنده قرار گيرد بنابراين ضروري است 

واكس��ن پس از تولي��د در مقياس انبوه در تريكبي ح��اوي مواد محافظت 
كننده از س��رما)Cryoprotective agent( بخصوص تريكبات گليس��رول و 
قندي در محيطي ايزوتونكي ذخيره و در س��رماي عميق )oC 70-( يا ازت 

مايع )oC 196-( منجمد و نگهداري مي‌ش��ود )23 و 35(. 
  مدت تداوم ايمني متعاقب واكسيناس��يون در منابع منتشره و موجود 
متغير بوده ولي آنچه همگي توافق دارند اين اس��ت كه ايمني حاصله مادام 
العمر نبوده و مدت تداوم ايمني در گاوهاي واكسينه بين شش ماه تا سه و 
نيم س��ال عنوان شده بطوريكه علت اين تفاوت شايد به سويه واكسن مورد 
اس��تفاده و امكان چالش طبيعي با كنه آلوده در صحرا مرتبط باشد كه اين 
پديده منجر به تجديد ايمني )Boost( بطور طبيعي مي‌ش��ود )7(.  با تجربه 
صحرائي گسترده‌اي كه حاصل استفاده طولاني مدت و موفق واكسيناسيون 
در ايران مي‌باش��د بنظر نمي‌رس��د فرضيه فوق اشكالي در روند ايمن سازي 

مجدد در ايران داشته باشد )31، 33 و 34(. 
براي كنترل و پيشگري، مهمترين سياست اجرائي، توليد و مصرف واكسن 
زنده تخفيف حدت يافته در مناطق آلوده به تيلريوز حاره‌اي مي‌باش��د.  هر 
چند تاثير واكسن زنده تخفيف حدت يافته در برابر سويه‌هاي محلي بخوبي 
ثابت ش��ده ولي قدرت محافظت كنندگي آن در برابر س��ويه‌هاي هترولوگ 
)Cross protection( ك��ه مربوط به مناطق و كشورهاي ديگر مي‌باش��د به 
اثبات نرس��يده است.  البته براس��اس تجربيات موسسه تحقيقات واكسن و 
س��رم سازي رازي در طول نزدكي به چهار دهه مصرف گسترده واكسن در 
اس��تان‌هاي مختلف ايران )31، 33 و 34( و اخيراً سه سال صادرات واكسن 
ب��ه كشور تاجيكس��تان، هيچگونه عوارض ج��دي و نامطلوبي از آن گزارش 
نشده، ضمن اينكه اشتياق بالائي از سوي مصرف كنندگان داخلي و خارجي 
با توجه به اثرات كنترلي و موثر آن در تداوم ايمن س��ازي و كنترل بيماري 
با اين واكس��ن وجود دارد. دليل اين موفقيت ش��ايد بعلت تشابهات ملكولي 
موجود در ساختار آنتي ژني ايزوله‌ها و سويه‌هاي مختلف تيلريا آنولاتا باشد 
 rRNA بطوريكه بررسي‌هاي ملكولي و فيلوژني بعمل آمده با استفاده از ژن
در مورد تعدادي از ايزوله‌ها و س��ويه‌هاي واكس��ن ايران و حتي ايزوله‌هاي 

كشور عراق قرابت بسيار بالائي را نشان داده است )27 و 48(.  
واكس��ن‌هاي تحت جزء )Subunit(.  هر چند اس��تفاده از واكسن زنده 
تخفيف حدت يافته بر عليه تيلريوز موفقيت آميز بوده و كارائي مطلوبي در 
سطح صحرا نشان داده ولي بدلايلي همچون مشكلات اجرائي در مسير نقل 
و انتقال واكس��ن، هزينه بالا و خطر برگشت پذيري واكسن كه بطور تئوري 
همواره در كنار واكس��ن‌هاي زنده مطرح اس��ت تلاش‌هائي در جهت توليد 
واكس��ن‌هاي جايگزين بر مبناي آنتي ژن‌هاي اختصاصي تك ياخته در حال 

اجرا مي‌باشد )44 و 51(.  
واكس��ن‌هاي تح��ت جزء آنت��ي ژن مروزوايت تيلري��ا.  از آنجائيكه كم 
خوني از علائم مهم عفونت به تيلريا آنولاتا است برخي توجهات معطوف به 
امكان ايمن س��ازي عليه مرحله اريتروسيتي انگل شد.  آنتي ژني در سطح 
مروزوايت تيلريا يافت ش��ده با وزن ملكول��ي 32-30 يكلو دالتون كه تحت 
عنوان Tams-1 نامگذاري ش��ده است. استفاده از اين آنتي ژن موجب القاء 
پاس��خ هومورال قدرتمندي در حيوانات آلوده ش��د هر چند در بررسي‌هاي 
اپيدميول��وژي روي ايزوله‌هاي مختلف تفاوت‌هاي آللي بس��ياري براي اين 

آنتي ژن يافت شده است )25 و 63(. 
واكسن تحت جزء آنتي ژن‌هاي اسپوروزوايت تيلريا.  بررسي‌هاي انجام 
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ش��ده روي دام‌هاي بهبود يافته از تيلريا نشان مي‌دهد كه اين حيوانات قادر 
به كنترل عفونت در مرحله اس��پوروزوايت هس��تند.  بطوريكه با توليد آنتي 
بادي اختصاصي بر عليه ش��كل اس��پوروزوايت تيلريا مي‌توانند باعث خنثي 
ش��دن قدرت عفونت زائي تك ياخته ش��ده و از شدت بيماري كاسته شود.  
آنتي ژن س��طحي اس��پوروزوايت در تيلريا پاروا از 709 اس��يد امينه با وزن 
ملكولي 67 يكلودالتون بوده كه به اختصار p67 ناميده مي‌شود )51(. آنتي 
ژن س��طحي اسپوروزوايت در تيلريا آنولاتا بنام SPAG-1 با 907 اسيدامينه 
ب��وده و هومول��وژي بالائي با آنتي ژن p67 دارد.  هر دو آنتي ژن داراي تنها 
كي كپي در ژنوم انگل هس��تند.  بررس��ي‌ها نشان داده كه در تيلريا آنولاتا 
آنتي ژن SPAG-1 ش��ديداً پليمرفيس��م دارد در صورتيكه تنوع چنداني از 

آنتي ژن p67 گزارش نشده است )44(.
  آنت��ي ژن p67 به اش��كال مختلف��ي در سيس��تم‌هاي پروكاريوتي و 
اوكاريوتي تهيه و در بررسي‌هاي ايمونولوژي مورد آزمايش قرار گرفته است 
)8(.  آنتي ژن نوتريكب اس��پوروزوايت تيلري��ا آنولاتا SPAG-1 نيز بعنوان 
واكس��ن نوتريكب مورد بررسي و آزمايش قرار گرفته است.  در كي بررسي 
ك��ه اين آنتي ژن بهم��راه اجوانت‌هاي مختلف همراه ب��ود و نهايتاً آزمايش 
چالش با اس��پوروزوايت انگل انجام ش��د نتايج بدس��ت آم��ده نشان داد كه 
درج��ات مختلفي از محافظ��ت در تعدادي از دام‌هاي م��ورد مطالعه ايجاد 
مي‌شود بطوريكه واكسن مصرفي موجب تاخير در بروز علائم و كاهش دوره 

بيماري مي‌گردد )9(.  
واكسن‌هاي س��اب يونيت ملكول‌هاي ايمونودامينانت پليمرف در تيلريا 
پاروا.  بررس��ي‌هاي اخير انجام ش��ده بر روي حيوانات ايم��ن بر عليه تيلريا 
پاروا كه در برابر دوزهاي كشنده اس��پوروزوايت مقاومت داش��تند نشان داد 
كه لمفوسيت‌هاي +T CD8 اين دام‌ها به پپتيد‌هاي آنتي ژني خاصي به نام 
Tp2 واكن��ش نشان داده و توليد اينترف��رون گاما در آزمايش اليزپات نشان 
مي‌دهد كه نقش Tp2 در ايمني محافظت بخش مهم بوده و البته اين آنتي 
ژن هدف س��لول‌هاي CTL مي‌باش��د.  بنابراين آنتي ژن Tp2 داراي قابليت 

بررسي و استفاده در توليد واكسن موثر بر عليه تيلريا پاروا مي‌باشد )65(.
واكس��ن ضد كن��ه.  از آنجائيكه كن��ه ميزبان بي مه��ره و ناقل تيلريوز 
مي‌باش��د مي‌توان با ح��ذف يا كاهش جمعي��ت كنه به مب��ارزه با بيماري 
پرداخت.  بنابراين با هدف قرار دادن كنه از طريق آنتي بادي‌هاي اختصاصي 
كه بر عليه آنتي ژن‌هاي روده‌اي كنه توليد مي‌شود، كمپلكس آنتي ژن آنتي 
بادي در روده كنه تشكيل ش��ده و نهايتاً مرگ كنه را بدنبال خواهد داشت.  
  Boophilus microplus بيشتر تحقيقات انجام شده در اين زمينه روي كنه
ب��وده كه از مهمترين كنه‌هاي ناقل عوامل بيماريزا در حيوانات منجمله گاو 
مي‌باش��د.  آنتي ژن روده‌اي اين كنه بنام Bm86 شناس��ائي و محصول آن 
بشكل فرآورده نوتريكب تهيه شده است.  اين واكسن به شكل تجاري توليد 
و در استراليا، كوبا، مكزكي و چند كشور ديگر امريكاي لاتين توليد و مورد 
اس��تفاده قرار گرفته اس��ت.  گفته ش��ده مصرف اين واكسن موجب كاهش 
ميزان آلودگي كنه و ميزان مصرف س��موم ضد كنه شده، همچنين افزايش 
توليد دام و كاهش بيماري‌هاي منتقله بوس��يله كنه را بهمراه داش��ته است 

)15 و 42(. 
نتيجه گيري نهائي

  تك ياخته تيلريا آنولاتا انگل داخل سلولي گاو بوده كه در مراحلي از 
چرخه زندگي بطور خارج سلولي و آزاد ديده مي‌شود تمامي‌اين مراحل قادر 

به تحركي  سيس��تم ايمني بوده و پاسخ‌هاي مختلفي را ايجاد ميك‌نند كه 
برخي محافظت بخش بوده و بعضي صرفاً بعلت تماس با آنتي ژن‌هاي انگلي 
بوج��ود آمده و نق��ش محافظت كنندگي چنداني ندارن��د.  ايمني هومورال 
در مواجهه با آنتي ژن‌هاي آزاد و خارج س��لولي تيلريا مانند اس��پوروزوايت 
و مروزوايت تحركي و موجب توليد آنتي بادي‌هاي اختصاصي مي‌ش��ود كه 
بررسي‌هاي انجام شده نقش مهمي‌براي اين آنتي بادي‌ها قائل نبوده بطوريكه 
در بررسي‌هاي اخير پاسخ محافظت كنندگي بميزان 50 درصد گزارش شده 
اس��ت.  در حاليكه ايمني س��لولي بر عليه اشكال داخل سلولي تيلريا بوجود 
آمده و از طريق گروهي از س��لول‌ها و مشتق��ات آنها واكنش نشان داده كه 
منجر به پاسخ قوي سيتوتوكسكي شده و در برابر چالش با تك ياخته حاد 
محافظت بخش مي‌باشد.  براين اساس ايمونوژن‌هاي مختلفي مورد بررسي 
 ،Tams-1 و آزمايش قرار گرفته‌اند كه مهمترين آنها آنتي ژن‌هاي مروزوايت
اسپوروزوايت SPAG-1 و اپي توپ‌هاي هدف لمفوسيت‌هاي سيتوتوكسكي 
Tp1 مي‌باش��ند ولي بمنظور مقابله با تيلريوز حاره‌اي تنها واكس��ن موثر و 
مورد تائيد OIE واكس��ن زنده كشت سلولي ش��يزونت تخفيف حدت يافته 
تيلريا آنولاتا مي‌باش��د كه در چندين كش��ور منجمله ايران توليد، مصرف و 

نتايج موفقيت آميزي بهمراه داشته است.  
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