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کنینومنئوسپوراهاي تکثیر و پاساژهاي متوالی تاکی زوئیتي مقایسه
TLIو  Veroهاي در سل لاین

4تفتیعزیزاله خداکرمو *3آوري، مهدي نام2معین زهتاب، 1منیره خردادمهر

26/8/95: تاریخ پذیرش20/12/94:  تاریخ دریافت

چکیده
اي از کشت سلولی به منظور جداسازي و امروزه به طور گسترده. باشدمیزاي مهم در گاو و سگ عامل بیماريیک کنینومنئوسپورا    

انگل در مجاورت میزان  تاکی زوئیت، میزان یکسانی از حاضر يدر مطالعه. شوداستفاده میبراي اهداف مختلفی  تکثیر نئوسپورا
قرار ) لنفوسیت ترانسفورم شده با تیلریا(TLIو سل لاین ) میمون سبز آفریقایی يکلیهسلول اپیتلیال (Veroهاي یکسانی از سل لاین

ن، هاي به دست آمده از هر سل لایتاکی زوئیتبه منظور ارزیابی میزان حدت . گرفت و به مدت سه ماه پاساژ متوالی داده شدند
ثبت و از  تلفاتتزریق شد و میزان دار جنینتخم مرغ  ، به)در هر میکرولیتر تاکی زوئیت15000و  10000، 5000(مختلف انگل  هايدوز
نتایج این مطالعه نشان داد که سل .برداري انجام شدنمونهجهت مطالعات هیستوپاتولوژي و مولکولی ها هاي مغز، قلب و کبد آنبافت
هاي داري در تعداد تاکی زوئیتو اختلاف آماري معنیدارد  Veroتوان تکثیر مناسبی را براي نئوسپورا نسبت به سل لاین  TLIلاین 

 يهاي تلقیح شده به وسیلهدر تخم مرغ درصد 100مرگ و میر، نتایج میزان تلفات). <05/0p(رها شده از دو سل لاین مشاهده نشد 
هاي به دست آمده از هر دو سل لاین را نشان داد که البته این میزان تلفات، وابسته به دوز تلقیح شده بود؛ تاکی زوئیتدوزهاي مختلف 

-هپاتیت و میوکاردیت غیرچرکی تک هستههاي هیستوپاتولوژیک،بررسی. زودتر مشاهده شد تلفاتبدین صورت که در دوزهاي بالاتر، 
هاي یافته.ید شدأیتهاي مختلف در بافت نئوسپورا و ژنوم ژنحضور آنتیمنوهیستوشیمی ای مطالعات مولکولی و با.را نشان داداي 

تر و تواند در دستیابی به روش سریعمیکند که معرفی می نئوسپورا کنینومتکثیر و پاساژ متوالی  ا جهتسل لاین مناسبی ر این پژوهش،
.ها بسیار کمک کننده باشدزمان و هزینهجویی در صرفه همچنینثرتر جهت تهیه واکسن زنده و ؤم

TLIسل لاین  ،Veroسل لاین  ،کشت سلول ،کنینومنئوسپورا: کلمات کلیدي

مقدمه
داخل سلولی اجباري  يیک تک یاخته کنینومنئوسپورا    .

رود که شمار میه زاي مهم در گاو و سگ بو عامل بیماري
 باعث ایجاد خسارات،اختلال در تولید مثلبه دلیل ایجاد 

-و یکی از مهمشده اقتصادي زیادي در صنعت گاوداري 

رود ترین عوامل سقط جنین گاو در جهان به شمار می
 ,Dubey et al. 2007a، 2004صدربزاز و همکاران (

Razmi et al. 2007( . این بیماري به عنوان یک بیماري
مطرح است اما فرم کلینیکی بیماري گاو و سگ جدي در

ي دامپزشکی، دانشگاه تبریزگروه پاتوبیولوژي، دانشکدهاستادیار1
ي دامپزشکی، دانشگاه تبریزدانشکده اي،دکتراي حرفهي آموختهدانش 2
، سازمانشعبه شیراز ،ي تحقیقات واکسن و سرم سازي رازيموسسهدانشیار *3

دانشگاه شیراز ،ي دامپزشکیپاتوبیولوژي، دانشکدهگروه استاد4

بز، گوزن، اسب و  گوسفند، ها از جملهاکثر گونه در
بادي بر علیه همچنین آنتی. گزارش شده استنیز کرگدن 

در سرم گاومیش آبی، روباه قرمز و نئوسپورا کنینوم 
سانان مشاهده شده است شتر و گربه خاکستري، گرگ،

)Dubey et al. 2007b .( در مورد پتانسیل زئونوز بودن
Dubey et(استمطرح الات زیادي ئواین انگل هنوز س al. 

2007a .(ها به عنوان هر دو میزبان واسط و اصلیسگ 
). Dubey 2003(مطرح هستند  انگل

ایرانتحقیقات، آموزش و ترویج کشاورزي 
E-mail: namavari@yahoo.com)مسئول ينویسنده(
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براي اولین  2007در ایران رزمی و همکاران در سال 
بار حضور نئوسپورا را در جنین سقط شده گاو گزارش 

دهد که ز نشان مییران نیه در ایقات اولیتحق. کردند
ناشی  ،شده یجادهاي اجنین درصد قابل توجهی از سقط

شده نشان  که مطالعه انجاميطوره ب؛ ن عامل استیاز ا
درصد از گاوهاي شیري مشهد 29/46دهد که یم
)Razmi et al. 2007(،8/38 گاوهاي آبستن درصد

 37و )Salehi et al. 2007(هاي اطراف تهرانگاوداري
نئوسپورا د بادي ضهاي اهواز واجد آنتیگاومیشدرصد از 

ان سقط و مثبت بودن یمی میمستق يبوده و رابطهکنینوم 
.)Hajikolaei et al. 2007(ی گاو وجود داردتر سرمیت

تري را در این این مطالعات، ضرورت انجام تحقیقات بیش
هاي اخیر، مطالعات تجربی در سال. کندمی مطرحزمینه 

کشت سلول نئوسپورا توسط  يارزشمندي در زمینه
Mansourian  2009در سال و همکاران ،Namavari  و

و  Khodakaram-Taftiو 2011در سال همکاران 
و  Namavari.انجام شده است 2012در سال همکاران 
نشان دادند که با افزایش تعداد  2011در سال همکاران 
-و تلقیح آن به تخم مرغ جنیننئوسپورا کنینومپاساژهاي 

زایی انگل دار نژاد گوشتی، از میزان حدت و بیماري
ضایعات کاسته شده و در نتیجه، میزان تلفات و 

ایجاد تر آنتري نسبت به پاساژهاي پائینپاتولوژیک کم
 2006در سال  و همکاران Bartleyمطالعات . شودمی

تخفیف حدت یافته با پاساژ  يسویه که تزریقنشان داد 
 سبب،انگل در محیط کشت تاکی زوئیتطولانی مدت 

 نئوسپوراز حاد وعلیه دBalb/Cهاي محافظت موش
. شدبه دلیل تخفیف حدت به وجود آمده در انگل، کنینوم
چه در این پژوهش مورد توجه قرار گرفته است در آن
تاکی بررسی پتانسیل کشت و تکثیر  ،اول يمرحله
 TLIبر روي سل لاین معلق  نئوسپورا کنینومهاي زوئیت

و سپس توانایی انجام پاساژ متوالی این تک یاخته روي 
اي میزان در نهایت ارزیابی مقایسه سل لاین مذکور و

هاي پاساژ داده شده در این سل لاین تاکی زوئیتحدت 
 NC-1بدین منظور سویه . بوده است Veroبا سل لاین 

رازي شیراز در شرایط آزمایشگاهی  يموجود در موسسه
پاساژ داده شد و در ) هاي سلولی مختلفکشت روي رده(

هیستوپاتولوژي و مولکولی نهایت با استفاده از روش 
دار بررسی میزان حدت در هر گروه، در تخم مرغ جنین

. شد

مواد و روش کار
ي سویه نئوسپورا کنینومتاکی زوئیتاز  پژوهشدر این 

NC-1روي  30پاساژ (رازي شیراز يموجود در مؤسسه
کشت انگل طبق . استفاده شد) MARC-145سل لاین 

به این . انجام شد 1988در سال همکارانو Dubeiروش 
و تشکیل  Veroسل لاینصورت که پس از کشت 

همراه با  DMEMدر روز سوم، محیط کشت تازه مونولایر
به فلاسک کشت سلولی  نئوسپورا کنینومهاي کی زوئیتات

 2حاوي  DMEMمحیط کشت شامل.  اضافه گردید
-بیوتیک پنیهاي آنتیدرصد سرم جنین گوساله، محلول

و ) µg/ml100(و استرپتومایسین ) U/ml10000(سیلین 
بود  )25µg, In vitrogen; USA(ضد قارچ آمفوتریسین
نگهداري  CO2درصد  5و  oC37که در شرایط دمایی 

هاي حاوي نئوسپورا فلاسک يروزانهبا بررسی . شدند
 80-90که با استفاده از میکروسکوپ معکوس، زمانی

با ایجاد ضایعات سلولی توسط  Veroهاي سلولدرصد 
هر سه  تقریباً(هاي نئوسپورا تخریب شدندزوئیت کیات

که حاوي هامایع رویی فلاسک ،)بارروز یک
جهت جداسازي  و آوري شدندجمعبودند ها یتئزو کیات

min10،rpm(، دو بار سانتریفیوژ Veroهاي بقایاي سلول

 ي زندههایتئکی زواتعداد ت ،انتهادر . شدانجام ) 2000
نئوبار لام هموسیتومترلیتر با استفاده ازدر هر میلی
میزان ).Dubey and Schares 2006(شمارش شد

ي به دست آمده در هاتاکی زوئیتمشخص و مساوي از 
به منظور ) لیتردر هر میلی تاکی زوئیت106(این مرحله

 TLIوVeroهاي مورد نظر شامل سازي به سلولآداپته
به این . هفته کشت داده شد 2مدت ه افزوده شد و ب

-تاکی زوئیت، CPEصورت که پس از مشاهده حداکثر 
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آوري شد و پس از هاي موجود در هر فلاسک جمع
هاي مونولایر از هر سل لاین افزوده سانتریفیوژ، به فلاسک

. شد
 ير انگل به وسیلهپتانسیل تکثی يمقایسهبه منظور     

تعداد مشخص و ، هاي مختلف در کشت سلولیسلول
در قبل  يبه دست آمده در مرحلهتاکی زوئیتیکسان از 

هاي نامبرده در بالا مجاورت تعداد مشخصی از سلول
از هر نوع 4/1× 106روي  تاکی زوئیت2× 106تعداد (

به  DMEMمحیط کشت (یکسان در شرایط کاملاً) سلول
-سیلینپنی1µl/mlسرم گوساله و  درصد 2همراه 

 .قرار گرفته شد) اکسیدکربندي درصد 5استرپتومایسین و 
 CPEها تا زمانی که در تمام سلول(به مدت چهار روز 

جهت مقایسه، روزانه مقداري از مایع رویی ) ایجاد شود
میکرولیتر از آن جهت شمارش  10آوري و ها جمعسلول

تاکی قرار گرفت و تعداد نئوبارموسیتومتر هروي لام 
و میانگین  هاي آزاد روي هر سلول شمارش شدزوئیت
به در نهایت .ها محاسبه و با هم مقایسه شدآن يروزانه

منظور بررسی میزان حدت انگل در این دو سل لاین، 
 هاي انگل، به مدت سه ماه، با شرایط کاملاًتاکی زوئیت

همچنین . یکسان، روي این دو سل لاین پاساژ داده شدند
هر دو هفته (در این سه ماه، در فواصل زمانی مشخصی 

ها با استفاده ، آلودگی مایکوپلاسمایی کشت سلول)باریک
) Sakhaei et al. 2009(و پرایمرهاي زیر  PCRاز روش 
:انجام شد

Forward mgso: 
5'-TGCACCATCTGTCACTCTGTTAACCTC-3'
Reverse gpo3: 
5'-GGAGCAAACAGGATTAGATACCCT-3'

به دست  تاکی زوئیتمیزان حدت  يجهت مقایسه
تهیه دار نژاد لوهمن تخم مرغ جنین 70آمده از هر سلول، 

سپس در . ضدعفونی شدند درصد70و با اتانول 
، oC37، با دماي)با فرمالدهید(نکوباتور ضدعفونی شده ا

بار چرخش در ساعت به مدت   6-8، درصد 70رطوبت 
ها به صورت سپس تخم مرغ. روز نگهداري شدند 18

گروه ده تایی تقسیم شده و با توجه به  7تصادفی به 

LD50  در به دست آمده در مطالعه منصوریان و همکاران
تاکی اي از مشخص و حساب شده دوز 2009سال 
 ششبه  لاینپاساژ داده شده روي دو سل هاي زوئیت

و 10000و 5000دوزهاي با دار جنینهاي گروه تخم مرغ
و به گروه لیتر تلقیح شددر میلی تاکی زوئیت15000

میکرولیتر محیط  C (150(به عنوان گروه کنترل هفتم
محل تزریق تلقیح شد و  )DMEM(کشت سلولی استریل

تمام .جهت جلوگیري از عفونت ناخواسته مسدود شد
ها در شرایط کنترل شده حرارت و رطوبت در غتخم مر

روزانه دو بار تخم . کشی نگهداري شدنددستگاه جوجه
شدند و میزان مرگ و ها جهت بررسی تلفات کندلمرغ

ها هاي مغز، قلب و کبد آنمیر در هر گروه ثبت و از بافت
. برداري انجام شدنمونه

تلقیح،  هاي مختلفهاي تلف شده در گروهاز جنین
ابتدا بازرسی دقیق خارجی به عمل آمد و سپس جهت 

هاي مغز، قلب و کبد مطالعات هیستوپاتولوژي از بافت
هاي بافتی در نمونهپس از تثبیت . برداري انجام شدنمونه

ها، سازي بافتدرصد و مراحل آماده 10فرمالین بافر 
 .گیري با استفاده از پارافین مذاب صورت گرفتقالب

و ها میکرونی از قالب 5تا  4هاي برش يس از تهیهپ
آمیزي متداول یط آزمایشگاه، رنگخنک شدن در مح

 يهماتوکسیلین و ائوزین انجام شد و به وسیله
براي انجام . ندمیکروسکوپ نوري مورد مطالعه قرار گرفت

مطالعات ایمنوهیستوشیمی، بعد از بررسی میکروسکوپیک 
، مقاطع بافتی H&Eآمیزي شده با روش اسلایدهاي رنگ

هاي پارافینی تهیه میکرون از همان قالب 4به ضخامت 
آمیزي ایمنوهیستوشیمی مقاطع بافتی و براي رنگ. شدند

 DakoCytomationژن، از کیت موضعی سازي آنتی

Envision+ System- HRP)DakoCytomation, K4008, 

Denmark (استفاده شد با توجه به دستورالعمل کیت .
بدین صورت که پس از قرار دادن اسلایدها در محلول 

 Dualهاي نزولی، اسلایدها در محلول زایلل و الکل

Endogenous Enzyme Block) 03/0پراکسید هیدروژن 
درصد حاوي سدیم آزاید و لوامیزول؛ پراکسید هیدروژن 
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جهت خنثی کردن پراکسیدازهاي بافتی اندوژن و لوامیزول 
قرار داده ) ت خنثی کردن آلکالین فسفاتاز اندوژنجه

، اسلایدها در PBSبعد از شستشو در محلول  .شدند
محلول بافر سیترات جوشانده شده و سپس در دماي اتاق 

جهت بلوکه کردن بیوتین آندوژن موجود در (خنک شدند 
و خشک  PBSبعد از شستشو در محلول  ).هامیتوکندري

ین بلاك موجود در کیت روي شدن اسلایدها، پروتئ
-چسبد تا آنتیبلاك به پروتئین می(مقاطع قرار داده شد 

). ژن خاص خود بچسبدبادي به پروتئین نچسبد و به آنتی
روي  1000به  1خرگوش با رقت  يبادي اولیهسپس، آنتی

شستشو  PBSمقاطع بافتی قرار داده شد و سپس با محلول 
 Enough Labelledبعد از آن، محلول. انجام شد

Polymer- HRP)دار با پراکسیداز کنژوگه با پلیمر نشان
 -ایمنوگلوبولین بزي ضد موش و خرگوش در بافر تریس

هاش سی ال حاوي پروتئین تثبیت کننده و یک فاکتور 
روي مقاطع قرار داده شد و سپس با محلول ) ضدمیکروبی

PBS ابعد از قرار دادن سوبستر. شستشو انجام شد- 
کروموژن و شستشو در آب مقطر و قرار دادن اسلایدها در 

در  .محلول هماتوکسیلین، شستشو در آب مقطر انجام شد
هاي صعودي و زایلل قرار انتها، اسلایدها در محلول الکل

میکروسکوپ  يداده شدند و پس از مانت کردن، به وسیله
.  مطالعه شدند نوري

هاي مغز، قلب و کبد بافتاز ، مطالعات مولکولیدر     
هاي تلف شده در روزهاي مختلف انکوباسیون، جنین

 50هایی به وزن تقریبی جهت یافتن ژنوم انگل نمونه
در میکروب گرفته شد و ) Kang et al. 2008(گرم میلی

گراد سانتی يدرجه -70تا زمان انجام آزمایش در فریزر
PCRو انجام DNAجهت استخراج .نگهداري شد

شرکت سیناژن هاي گرفته شده از کیتنمونه

)CinnaGen, Iran( توالی پرایمرهاي استفاده .استفاده شد
به شرح زیر که در این واکنش  )Kang et al. 2008(شده
نوم انگل را شناسایی ژجفت باز از 328، قطعات باشدمی
:کندمی

F: Np21-plus: 5'–gtg cgt cca atc ctg taa c– 3'
R: Np6-plus: 5'–cag tca acc tac gtc ttc t– 3'

 PCRمیکرولیتر از محصول  شش پس از اتمام واکنش،
مخلوط شده و روي ژل  loading bufferمیکرولیتر از  2با 

مورد مطالعه دستگاه ژل داك  يوسیلهبه  درصد 1اگارز 
. قرار گرفت

-تاکی زوئیتداري تفاوت میانگین جهت بررسی معنی

 ,T test)SPSS version 22ز هر سلول از هاي آزاد شده ا

IL, USA (هاي هیستوپاتولوژیک با استفاده از و یافته
-non(هاي غیرپارامتري و تستANOVAتست 

parametric tests; Kruskal- Wallis H and Mann-
Whitney U ()SPSS version 22, IL, USA( با در نظر
.انجام شد درصد 95اطمینان  يگرفتن درجه

نتایج
هاي سلول يپتانسیل تکثیر انگل به وسیله يمقایسه

مختلف در کشت سلولی
میانگین نتایج شمارش روزانه در چهار روز متوالی بعد 

نشان داده  1از عفونت در هر دو سل لاین، در جدول 
 Vero, TLIدر هر دو سل لاین  ،در این نتایج. شده است

هاي آزاد شده تاکی زوئیتاز روز یک تا روز چهار، تعداد 
ها سیر صعودي نشان دادند که در هر چهار روز از سلول

هاي رها شده از سل تاکی زوئیتشمارش، میانگین تعداد 
هاي رها تاکی زوئیت، نزدیک به میانگین تعداد TLIلاین 

 بوده است و این اختلاف میانگین، از Veroشده از سلول 
).<05/0P(دار نبود نظر آماري، معنی
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در طول چهار روز بعد از عفونت TLIو  Vero هايسل لاینهاي رها شده از تاکی زوئیتنتایج شمارش   :1جدول 
104تعدادتاکی زوئیت

میانگینروز چهارروز سهروز دوروز یکنوع سل لاین
Vero5/0±5/33/1±25/67/3±25/212/2±2/248/13
TLI25/0±25/295/0±5/45/3±75/177/1±85/2083/11

محتویات  آلودگی مایکوپلاسماییبررسی نتایج     
با استفاده از روش مولکولی  هاي کشت سلولیفلاسک

PCR،  به کمک پرایمرهايmgso و gpo3 منفی بود.

هاي تخم مرغمیر در جنینمیزان مرگ و 
مرغ در هاي تخمنتایج میزان مرگ و میر در جنین    

اي در نمودار هاي مختلف آزمایش به صورت مقایسهگروه
دهد که از روز نتایج به دست آمده نشان می . آمده است 1

در گروه (ها آغاز شد بعد از تلقیح تلفات در جنین مهفت

T2 ( و میزان مرگ و میر در شش گروهV  وT  وابسته به
ین صورت که در دوزهاي بالاتر، ه ادوز تلقیح شده بود، ب

در این شش گروه در طی  . مرگ و میر زودتر مشاهده شد
-تمام جنین) روز هفت، هشت و نه بعد از تلقیح(سه روز 

تنها یک جنین در  ). درصد 100تلفات (ها تلف شدند 
در گروه  . بعد از تلقیح تلف شد 13روز در  T3گروه 
ها به ، تمام جوجه)تلقیح شده با محیط کشت( کنترل

 .صورت زنده متولد شدند

Veroمیزان مرگ و میر در گروه هاي                                                  TLIمیزان مرگ و میر در گروه هاي        

در روزهاي مختلف بعد از تلقیح هاي مختلف آزمایشي میزان مرگ و میر در گروهمقایسه:  1نمودار 

هاي ماکروسکوپیکیافته
هاي گروههاي مرده در پیک جنینکودر بررسی ماکروس    

کبد  وقلب   هاي مختلف مغز،، در بافت T, Vمختلف 
ضایعات .  اي مشاهده نشدهیچ گونه ضایعه

پرخونی  شامل دارهاي جنینماکروسکوپیک در تخم مرغ

ریزي در سطح داخلی خون و) 1تصویر (سطح بدن 
ریزي در سطح داخلی خون که این مرغ بودتخم يپوسته
هاي با دوز بالاتر تلقیح، گروه ویژه دره مرغ بتخم يپوسته

.شدیدتر بود
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پرخونی در سطح  بدن . V2, T2گروه آزمایش: 1تصویر 
.جنین تلف شده

 هاي هیستوپاتولوژيیافته
-هاي مختلف که مورد رنگمقاطع تهیه شده از بافت    

 ي، به وسیلهندائوزین قرار گرفته بود -آمیزي هماتوکسیلین
ضایعات  . میکروسکوپ نوري مورد مطالعه قرار گرفتند

 ریزي،قلب شامل خون و هاي کبدمیکروسکوپیک در بافت
آماس بافتی با نفوذ  . پرخونی، نکروز و آماس بافت بود

اي هاي آماسی تک هستهمنتشر یا تجمع کانونی سلول
بافت ژه ماکروفاژ در  ویه لنفوسیت، پلاسماسل و ب شامل

بین کبد در پارانشیم و اطراف عروق و در بافت قلب 
 و 2ویر اتص(تشخیص داده شد هاي میوکارد قلب سلول

مشابه  ضایعات ایجادي تقریباًهاي آزمایش در گروه . )3
ریزي و نکروز بود که به صورت پرخونی شدید، خون

هاي تلقیح شده، تاکی زوئیتبا افزایش دوز که  ندبود
هاي کدام از گروه در هیچ . بودتر شدت ضایعات هم بیش

 . مورد آزمایش، اثري از آماس در بافت مغز مشاهده نشد
هاي گروه کنترل هیچ گونه هاي بافتی جوجهدر نمونه

.هیستوپاتولوژیک مشاهده نشد يضایعه
 يقطعههایی که با استفاده از روش مولکولی تمام بافت    

ها تشخیص داده در آننئوسپورا کنینوم ژنوم تکثیر شده 
نیز مورد بررسی قرار گرفت که در اکثر موارد  IHCشد با 

نئوسپورا  تاکی زوئیتآمیزي شده حضور در مقاطع رنگ
رغم این که در مقاطع علی . تشخیص داده شدکنینوم 

 -آمیزي هماتوکسیلینرنگ يآمیزي شده به وسیلهرنگ
ائوزین هیچ اثري از آماس در مقاطع تهیه شده از بافت 

در  هاتاکی زوئیت در بافت کبد، غالباً . مغز مشاهده نشد
ت همبند و اندوتلیوم عروق هاي بافسیتوپلاسم سلول

هاي بافت قلب، اطراف سلول مقاطع . وجود داشتند
تصویر (را نشان دادند تاکی زوئیت میوکارد قلب حضور 

-ها در سیتوپلاسم سلولتاکی زوئیت ،در اکثر موارد ). 4

هاي بافت همبند، اندوتلیوم عروق و پارانشیم مغز مشاهده 
دوزهاي مختلف ، در IHCاز نظر   ).5تصویر (شدند 

.گیري مشاهده نشدهاي مختلف، تفاوت چشمگروه

اتساع و پرخونی . بافت کبد. T3گروه آزمایش  : 2تصویر 
رنگ آمیزي ( )پیکان ها( شدید سینوزوئید هاي کبدي
.)ائوزین-هماتوکسیلین

هاي نفوذ سلول. بافت کبد. V2گروه آزمایش : 3تصویر 
در اطراف عروق و پرخونی ) هاپیکان(اي آماسی تک هسته

.)ائوزین-آمیزي هماتوکسیلینرنگ( سیاهرگ مرکزي کبد
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تاکی حضور . بافت قلب. T2گروه آزمایش : 4تصویر 
عضلانی قلب يدر لایه) هاپیکان(نئوسپورا کنینوم زوئیت 

.)آمیزي ایمنوهیستوشیمیرنگ(

تاکی زوئیت حضور . بافت مغز. V3گروه آزمایش : 5تصویر 
در اطراف اندوتلیوم عروق) هاپیکان(نئوسپورا کنینوم 

.)آمیزي ایمنوهیستوشیمیرنگ(

هاي مولکولییافته
ژنوم يتکثیر شده يقطعهبه منظور جستجوي 

برداري شده با هاي نمونه، تمام بافتکنینومنئوسپورا
در .مورد ارزیابی قرار گرفتند PCRاستفاده از تکنیک 
 ,V, T)V1, V2هاي مختلف تلقیح بافت مغز در گروه

V3- T1, T2, T3 (ژنوم نئوسپورا تکثیر شده  يقطعه
که بافت قلب و کبد در دوزهاي شناسایی شد در حالی

,V2(بالاتر  V3-T2, T3 ( تکثیر شده ژنوم يقطعهحضور 
. را نشان دادند

بحث
در حال حاضر از تکنیک کشت سلولی جهت 
جداسازي، تکثیر، تشخیص و تخفیف حدت انگل 

شوداي استفاده میبه صورت گستردهنئوسپورا کنینوم 
)Dubey and Schares 2006, Reichel et al. 2007.(

سلولی خاصی  يردهبراي کشت به کنینوم نئوسپورا 
هاي هردتر بر روي هم اکنون نئوسپورا بیش.وابسته نیست

 Vero)Cadore et al. 2009, Kangسلول  سلولی از جمله

et al. 2008, Lv et al. 2010(اي هاي تک هسته، سلول
هاي آنژیواندوتلیال گاوسلول و) Tuo et al. 2005(گاو

)Omata et al. 2005(از بین تمام . شودکشت داده می
 یسلولي رده رینتمتداولVeroهاي نامبرده، سلول سلول

 Kang(باشدمی نئوسپورا کنینومجهت کشت استفاده شده 

et al. 2008, Vonlaufen et al. 2004 .( گاهی مواقع
مین مواد أسرعت تکثیر انگل و ت يمشکلاتی در زمینه

مغذي مورد نیاز در محیط کشت سلولی آن مشاهده شده 
هاي هاي اخیر حساسیت ردهبه همین دلیل در سال. است

مختلف سلولی به این تک یاخته مورد بررسی قرار گرفته 
.است

حساسیت و پتانسیل تکثیري سل  حاضر يدر مطالعه
مورد نئوسپورا کنینوم به  Veroبا سل لاین  TLIلاین 

نتایج به دست آمده . بررسی و مقایسه قرار گرفته است
مشابهی را در دو سل لاین نامبرده  پتانسیل تکثیري تقریباً

نشان داد و یک روند افزایشی در میانگین روزانه تعداد 
تا روز چهارم بعد  اولهاي آزاد شده، از روز تاکی زوئیت

 .هاي کشت سلولی مشاهده شداز تلقیح انگل به فلاسک
تاکی به این صورت که در روز اول و دوم، تعداد کمی 

در روز سوم، همزمان با آغاز . آزاد مشاهده شد زوئیت
CPE هاي از سلول تاکی زوئیتها، تعداد زیادي در سلول

متلاشی شده آزاد شد که این میزان در روز چهارم به 
درصد  90حداکثر خود رسید که در این شرایط بیش از 

البته از نظر آماري، .هاي میزبان متلاشی شده بودندسلول
داري ح انگل، تفاوت معنیدر روزهاي مختلف بعد از تلقی
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هاي رها شده از این تاکی زوئیتبین میانگین روزانه تعداد 
اي کهدر مطالعه). <05/0p(دو سل لاین مشاهده نشد 

Cadore حساسیت سل لاین 2009در سال و همکاران-

بررسی کردند، سل نئوسپورا کنینوم هاي مختلف را به 
را به عنوان بهترین سل لاین معرفی کردند و  Veroلاین 

را نئوسپورا کنینوم به تکثیر  MA-104حساسیت سل لاین 
در حد خوبی ارزیابی کردند که نتایج مشاهده شده در 

.باشدحاضر نیز شبیه آن می يمطالعه
حاضر حاکی  يهمچنین نتایج به دست آمده از مطالعه

تاکی به آسانی توسط  TLIهاي سلولاز این است که 
و در مقایسه با سل  شوندآلوده می نئوسپورا کنینومزوئیت
هاي تاکی زوئیتقدرت تکثیري مناسبی براي  Veroلاین 

تأیید نتایج حاصله . باشدرا دارا مینئوسپورا کنینوم 
 نئوسپورا کنینوم تاکی زوئیتاین نکته است که  يکننده

هاي گاو، سلولشاملها قادر است انواعی از سلول
آلوده کرده را انسان و  میمونگوسفند، سگ، گربه، موش،

 .Kang et al. 2008, Lei et al(تکثیر یابد هاو در آن

2005, Vonlaufen et al. 2004(. قابل اهمیت در  ينکته
 ءکه منشااین است که با توجه به این TLIمورد سل لاین 

باشد، این سل لاین به عنوان یک این سلول لنفوسیتی می
مطرح بوده که در محیط نئوسپورا کنینوم کشت معلق براي 

تاکی ها و تکثیر آزمایشگاه، شرایط کشت و پاساژ سلول
هاي تر از سل لاینتر و کم هزینهها، به مراتب آسانزوئیت

در مقایسه معلق  هايسل لاین.باشدمیVeroچسبنده مثل 
نیاز به جداسازي مکانیکی ه بدون کشت چسبندمحیط با 

هاي آن، باعث سلول) بدون نیاز به تریپسین(یا آنزیمی
شوند، از عوامل عفونی میتر پاساژ آسان تر وکشت سریع

عوامل عفونی مناسب هستند تولید انبوه  این رو جهت
)Assoian1997, Folkman and Moscona 1978,

Griffiths 2001 .(اولین بار از  در این پژوهش براي
هاي تاکی زوئیتهاي معلق جهت تکثیر سلول

 يدر چند مطالعه .استفاده شده است نئوسپوراکنینوم
هاي سلول ءبا منشاTG180سلولی معلق يتجربی از رده

و سلول ) Couatarmanach et al. 1991(سارکوماي موش 

Hela)سلول سرطانی گردن رحم انسان) (Sakurai et al. 

 توکسوپلاسما گوندئیجهت تکثیر و جداسازي  )1987
اي که ایوانس و همکاران در مطالعه.استفاده شده است

 توکسوپلاسما گوندئیروي کشت مداوم  1999در سال 
و  Helaهاي انجام دادند، عملکرد بهتري را از سل لاین

LLC  نسبت به سل لاینVero مشاهده کردند.
آمیز کشت و تکثیر موفقیتحاضر، بعد از  يدر مطالعه
میزان  يمقایسه، به منظور TLIسل لاین نئوسپورا در

با  TLIهاي به دست آمده از سل لاین تاکی زوئیتحدت 
هاي انگل به مدت سه ماه تاکی زوئیت، Veroسل لاین 

. ها به صورت متوالی پاساژ داده شدندروي این سلول
Bartley  دند که در نشان دا 2006در سال و همکاران

که سرعت پاساژهاي متوالی و طولانی مدت علاوه بر این
. یابدیابد، حدت انگل نیز کاهش میتکثیر انگل افزایش می

دار به عنوان مدل از تخم مرغ جنین حاضر يدر مطالعه
به منظور بررسی میزان حدت انگل پاساژ آزمایشگاهی 

ه که شد نیز استفادههاي مختلف سلولی داده شده روي رده
ارزان و در را استفاده از آن  يل عمدهعلمحققان قبلی 
و نیز پایین بودن  )Furuta et al. 2007(دسترس بودن

 -کردهآن مطرح ) LD50)Mansourian et al. 2009میزان 

دار میزان ایمنی در تخم مرغ جنین ،از طرف دیگر. اند
این . استترنسبت به سایر حیوانات آزمایشگاهی کم

تاکی نکته باعث تکثیر انگل در تخم مرغ به صورت 
واکسن زنده بسیار ارزشمند  يتهیهشود که درمی زوئیت
 2011در سال و همکاران  Namavariهمچنین .است

دار را به عنوان مدل آزمایشگاهی مناسبی تخم مرغ جنین
.معرفی کردندنئوسپورا کنینوم جهت بررسی حدت انگل 

ی بین مرگ و میر هاي مختلف تلقیح تفاوتدر گروه
در دو گروه مرگ و میر (شد نمشاهده  Vero, TLIگروه 

دهد که نتایج حاصله نشان می) وجود داشت درصد 100
دو سل يهاي پاساژ داده شده به وسیلهتاکی زوئیتکه 

. تفاوتی نشان ندادنداز نظر میزان حدت،ینلا
Chamberland وCurrent هاي تاکی زوئیت1991در سال

پاساژ داده شده در کشت سلولی  توکسوپلاسما گوندئی
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و صفاق موش را به ) ماکروفاژ موش سل لاینروي (
هاي ده تایی موش تلقیح کردند که تفاوتی بین حدت گروه

. هاي به دست آمده مشاهده نکردندتاکی زوئیتدو گروه 
مذکور، مانند هاي مورد مطالعه در پژوهش البته در گروه

مرگ و  2009در سال و همکاران  Mansourianيمطالعه
.مشاهده شدمیر وابسته به دوز 

ریزي در سطح داخلی وجود خونحاضر،  يدر مطالعه
مشاهده ماکروسکوپیک  يضایعهتنها  تخم مرغ يپوسته

دوز  شده با حیلقهاي تتخم مرغشدت آن در که  شده بود
 نتایج بررسی ضایعات ماکروسکوپیک. بالاتر شدیدتر بود

هاي جنین هاي مورد آزمایشبافت در پیکومیکروسک و
و همکاران  Furutaمشابه مطالعه مطالعه در این تخم مرغ
،2009در سال همکاران و Mansourian، 2007در سال 

Namavari و 2011در سال همکاران وKhodakaram-

Tafti  و هپاتیت، شامل 2012در سال و همکاران 
-Khodakaram. اي بودمیوکاردیت غیرچرکی تک هسته

Tafti  نئوسپورا میزان آنتی ژن  2012در سال و همکاران
آمیزي ایمنوهیستوشیمی را به صورت زیاد، در رنگکنینوم 

-ژندر اکثر موارد آنتی. بندي کردندمتوسط و کم درجه

فت هاي بارا در سیتوپلاسم سلولنئوسپورا کنینوم هاي 
همبند و اندوتلیوم عروق مشاهده نمودند که با نتایج 

. حاضر مطابقت دارد يحاصل از مطالعه
مولکولی نسبت به  ياهحاضر آزمایش يدر مطالعه

تري را در ایمنوهیستوشیمی، میزان حساسیت بیش
ه ها، بدر بافتنئوسپورا کنینوم ژن تشخیص حضور آنتی

این صورت که در هیچ به. خصوص بافت مغز نشان داد
هاي مورد آزمایش، در مقاطع تهیه شده با کدام از گروه

ائوزین از بافت مغز، اثري از  -آمیزي هماتوکسیلینرنگ
آمیزي آماس مشاهده نشد و در مقاطع تهیه شده با رنگ

. ، کم تا متوسط بودتاکی زوئیتایمنوهیستوشیمی میزان 
 يقطعهحضور باندهاي واضحی از  PCRکه نتایج در حالی

جفت باز را نشان  328با نئوسپورا کنینوم ژنوم تکثیر شده 
را به  PCRروش  2006در سال Scharesو  Dubey. داد

نئوسپورا عنوان یک روش مهم در تشخیص حضور ژنوم 
هاي البته در آزمایشگاه. ها مطرح کردنددر بافتکنینوم 

 IHCو  PCRهاي از روش تشخیصی مختلف، معمولاً
شود استفاده مینئوسپورا کنینوم جهت شناسایی عفونت 

خوانی مناسبی بین این دو روش وجود دارد هم که معمولاً
)Van-Maanen et al. 2004   .(

 نئوسپورا کنینومبا توجه به طبیعت داخل سلولی انگل 
هاي ایمنی حاصل و درگیري سیستم ایمنی سلولی، پاسخ

با توجه . انگل دارند در برابرمهمی جهت محافظت  نقش
به این نکات و عدم وجود داروي مناسب علیه این 

، به نئوسپورا کنینومهاي کنترل عفونت بیماري، روش
یکی از . هاي مؤثر سوق یافته استطرف تولید واکسن

ها تخفیف علیه تک یاختههاي مهم تولید واکسن برروش
به منظور . باشدکشت سلول میحدت انگل زنده در 

که بسیار شبیه ) توکسوواکس(تولید واکسن توکسوپلاسما 
جهت پاساژهاي متوالی باشد، می نئوسپورا کنینومبه 

، از موش به عنوان مدل توکسوپلاسما گوندئی
تاکی آزمایشگاهی استفاده شده است که مراحل تزریق 

مقایسه ها در صفاق موش در ها و پاساژ دادن آنزوئیت
. باشدتر و دشوارتر میبا کشت سلولی بسیار پر هزینه

هاي پاساژ تاکی زوئیتسازي همچنین برداشت و خالص
صفاقی موش به مراتب دشوارتر از  يداده شده در محوطه

به همین دلیل امروزه جهت تولید . باشدکشت سلولی می
تر هاي کشت سلولی به دلیل آسانها، روشاغلب واکسن

تر بودن به صورت جدي مورد توجه کم هزینهبودن و
حاضر نشان داد که سل  ينتایج مطالعه.قرار گرفته است

ثیر بر میزان أاز نظر توان تکثیر و همچنین ت TLIلاین 
. کندعمل می Veroحدت انگل، بسیار شبیه به سل لاین 

که یک سل (TLIبا این برتري که کار کردن با سل لاین 
تاکی ، در جهت تولید میزان انبوه )باشدلق میلاین مع
Veroتر از سل لاین تر و ارزانانگل، بسیار آسان زوئیت

. باشدمی) باشدکه یک سل لاین چسبنده می(
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Abstract 
Neospora caninum causes major bovine abortions and neonatal mortality in cattle, sheep, 

goat and horse. Vero cells are the most frequently used cell line for culture of Neospora 
caninum but problems are with propagation and required level of nutritional components for 
the media persist. In this study the tachyzoite yields of N. caninum were compared in two cell 
lines: Vero (African green monkey kidney) and suspension culture Theileria lestoquardi-
infected lymphoblastoid (TLI) cell lines. Then, N. caninum were continuously passaged in 
these cell lines for 3 months and the effect of host cells on virulence of tachyzoites was 
assessed by broiler chicken embryonated eggs. Inoculation was performed in the 
chorioallantoic (CA) liquid of the embryonated eggs with different dilutions (0.5× 104, 1.0× 
104, 1.5× 104 / µl) of tachtzoites isolated from these cell cultures. The mortality pattern and 
pathological changes of the dead embryos and hatched chickens were noted. Tissue samples 
of brain, liver and heart were examined by histopathological and detection of DNA of parasite 
by polymerase chain reaction (PCR). Also, consecutive sections of the tissues examined 
histologically were used for immunohistochemical (IHC) examination. Results of the present 
study did not show any significant differences in number of tachyzoites harvested from both 
cell line and also in mortality rate of inoculated embryonated eggs. Attenuation of virulence 
after 3 months continuous passages of suspension culture of TLI cell line was not different 
with Vero cell line which the results were confirmed by histopathology, IHC and PCR.
Continuous passage of Neospora caninum in both cell lines suggesting that TLI cells could be 
used for vaccine production.
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