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 چکیده

رود. تولید انبوه اینن تنک       ترین عوامل ایجاد کننده سقط جنین گاو در جهان به شمار می یکی از مهم نئوسپورا کنینوم  : سابقه و هدف

هنای     گردد. از طرفی اسنتنفناده از رده         های سلولی مختلف انجام می یاخته در شرایط آزمایشگاهی با استفاده از کشت سلولی و رده

های بیولوژیک بسیار مقرون به صرفه است. هدف از این مطالعه بررسی امکان کشت تک یاخنتنه     سلولی معلق در تولید انبوه فرآورده

 د.باش می Ka6با استفاده از رده سلولی معلق  نئوسپورا کنینوم

اننجنام شند.        Ka6بر روی رده سلولی    نئوسپورا کنینومزوئیت  تاکی این پژوهش به صورت تجربی پس از کشت  مواد و روش ها:  

است بنا روش رنن         نئوسپوراکه در حال حاضر بهترین رده سلولی برای کشت   Vero سپس توانایی این رده سلولی با رده سلولی

 مورد بررسی قرار گرفت. MTT سنجی

وارد، تکنینینر و از اینن             Ka6های  به خوبی درون سلول نئوسپورا کانینومهای  زوئیت نتایج این پژوهش نشان داد که تاکی  یافته ها: 

نسبت به گروه کنترل معنی   Veroو   Ka6در هر دو رده سلولی   های این تک یاخته زوئیت اند. همچنین تکییر تاکی  ها خارج شده سلول

  نداشت.  Veroتفاوت معنی داری نسبت به رده سلولی Ka6 بر روی رده سلولی نئوسپورادار بود. اما میزان تکییر 

از    . بناشند     با استفاده از رده سلولی معنلنق منی      نئوسپورا کنینوماین مطالعه اولین گزارش موفق آمیز کشت تک یاخته   نتیجه گیری: 

یک لنفوسیت ترانسفورم شده است و به دلیل امکان کشت آن به صورت معلق در سنطنا اننبنوه در             Ka6 جایی که رده سلولی آن

  ارجحیت دارد. Vero بیوراکتور، استفاده از آن نسبت به رده سلولی

  MTTکشت سلولی معلق، رن  سنجی ،تیلریا لستوکاردی رده سلولی عفونی با ،نئوسپورا کنینوم واژگان کلیدی:
 

 71 دی ماهپذیرش برای چاپ:    71مهر ماه  دریافت مقاله:

 مقدمه     

( یک انگل دو منینزبناننه      Neospora caninum) نئوسپورا کنینوم

باشند.   می کمپلکسا اپیو شاخه  سارکوسیستیدهمتعلق به خانواده 

هنای ننهناینی و            در حال حاضر س  و گرگ به عنوان میزبان

نشخوار کنندگانی مانند گاو به عنوان میزبان حد واسط این انگل 

 اند.  شناخته شده

در چرخه زندگی خود دارای سه منرحلنه بنه         نئوسپورا کنینوم

(.  1-3باشند )     زوئیت و اوسیست می زوئیت، برادی های تاکی نام

بنا اینجناد         نئوسپورا کننینننوم   دهد که انگل  مطالعات نشان می

تواند به عنوان یک عامل اولنینه در      ضایعاتی در مغز و قلب می

هنای     (. تا کننون روش     6و  1سقط جنین گاو محسوب گردد ) 

تشخیصی بسیاری از جمله سرم شناسی، هینسنتنوپناتنولنوژی،       

های مولکولی، کشت سلولی و استفاده  ایمونوهیستوشیمی، روش

 ها  به  از حیوانات آزمایشگاهی به منظور  شناسایی  آلودگی  دام
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 (.5اند ) مورد بررسی قرار گرفته نئوسپورا کنینوم

تولید انبوه این تک یاخته در شرایط آزمایشگاهی با استفاده از   

های کشت سنلنولنی       شود. تا کنون رده  کشت سلولی انجام می

های س  و  (، سلول اندوتلیال گاو، فیبروبلاست 5)   Veroمانند 

نئوسپنورا  ( به منظور کشت  0-8های کراتینوسیت موش )  سلول
اند. در حال حاضر رده سلولنی    مورد استفاده قرار گرفته کنینوم

Vero ترین رده سلولی برای کشت و تکنینینر     به عنوان متداول

 (.  19و  7، 6شود ) این تک یاخته در آزمایشگاه استفاده می

های سلولی معلق در تولیند اننبنوه       به طور کلی استفاده از رده

های سلنولنی چسنبنینده         های بیولوژیک نسبت به رده فرآورده

(. هدف از این پژوهنش، بنررسنی        1تر است )  مقرون به صرفه

با اسنتنفناده از رده           نئوسپورا کنینومامکان کشت تک یاخته 

 بود. Ka6سلولی معلق 

 

 ها    مواد و رو           

های نئوسپورا کنیننوم بنر روی رده          زوئیت الف( کشت تاکی 
و   Ka6سلول از دو رده سلنولنی      5999: در ابتدا  Ka6سلولی 

Vero  منتنر      ساننتنی   25)به عنوان کنترل میبت( در دو فلاسک

به تازگی از گناو     Ka6مربعی کشت داده شد. این رده سلولی  

در موسسه رازی شیراز تولید شنده     تیلریا لستوکاردیمبتلا به 

ها درگنرمنخناننه، تناکنی            ساعت پس از رشد سلول 26بود.  

 59999)   ننئنوسنپنورا کناننینننوم          های شمارش شنده     زوئیت

هنا     ها ریخته شدند. سپس فلاسک  زوئیت( بر روی سلول  تاکی

های تک یاخته هنر روز     زوئیت ها و تاکی برای مشاهده کیست

 (.11مورد بررسی قرار گرفتند )

: در ابنتندا منقندار        MTTب( ارزیابی حساسیت توسط آزمون  

)بنه    Veroو   Ka6های سلولی  سلول از هر کدام از رده 5999

ای    حفره 70های  عنوان سلول کنترل( به طور مساوی در پلیت 

 19، سنرم      DMEM(. سپس محیط کشنت      12توزیع شدند ) 

و سرم جنین گوساله برای سلول  Ka6درصد )سرم اسب برای  

Vero  ( و آنتی بیوتیک )ها اضافه و به مندت   درصد( به پلیت  1

 59999یک شبانه روز در گرمخانه نگهداری شدند. منقندار        

به کمک لام نئوبار شمارش و بنه   نئوسپورا کنینومتاکی زوئیت 

 ها اضافه گردید.  چاهک

ها تخلیه  : محیط رویی چاهک های زنده ج( محاسبه تعداد سلول 

ها بنه   به آن ها اضافه گردید. پلیت   MTTمیکرولیتر معرف  29و 

ساعت در گرمخانه نگهداری شدند. به منظور حنل    6تا  3مدت 

  DMSOمنینکنرولنینتنر          159های تشکیل شده،  کردن کریستال

 (Dimethyl Solfoxide  )ها اضافه گنردیند. سنپنس           به چاهک

(.  19دقیقه بر روی شیکر قرار داده شدند )    29ها به مدت  پلیت

ساعت در طول منوج     12و  68، 26میزان جذب نوری پس از 

اندازه گیری و    ELISAنانومتر توسط دستگاه قرائت کننده  679

( آن ها محاسبه گردید. نتاینج   Optimum Density) ODمیانگین 

منورد    www.grafpad.comبه دست آمده با استفاده از ساینت    

  تجزیه و تحلیل قرار گرفت.

 

 یا ته ها        

های این تک یاخته بنه خنوبنی         زوئیت نتایج نشان داد که تاکی

هنا خنارج        وارد، تکییر و از این سنلنول    Ka6های  درون سلول

)با استفناده از      MTT(. همچنین ارزیابی روش 1اند )شکل  شده

های  زوئیت ( نشان داد که تکییر تاکی www.grafpad.comسایت 

نسبت بنه     Veroو   Ka6در هر دو رده سلولی   نئوسپورا کانینوم

( بوده است. اما میزان تکییر اینن    >90991pگروه کنترل معنادار ) 

 Veroنسبت به رده سلولی     Ka6تک یاخته بر روی رده سلولی 

 (.1( )نمودار <90991pمعنادار نبود )

 

 بح    

از ینک   نئوسپورا کانینومزمانی که انگل  1781اولین بار در سال 

س  بیمار جدا شد، به منظنور کشنت آن از سنلنول هنای                

مونوسیت و سلول های اندوتلیال سرخرگ قلبی شنشنی گناو        

استفاده گردید. از آن پس تاکی زوئیت و برادی زوئنینت هنای       

 (. 6به وفور در آزمایشگاه کشت داده شده اند )  کنینوم  نئوسپورا

( و همکاران از تاکی زوئیت های تضعیف شده  Bartleyبارتلی ) 

 BALB/cجهت آزمایش ایمنی زایی در موش     Veroدر سلول 

استفاده نمودند. نتایج آنها نشان داد که موش های تلقیا شده بنا   

این تاکی زوئیت ها علائم بالینی خفیفی را نشان داده و توانستنه  

http://www.grafpad.com
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اند پاسخ ایمنی مناسبی را بر علیه نئوسپوروسیس ایجاد نماینند  

های چسبیده زیادی به منظور کشت سلولنی   تا کنون سلول(.  5) 

از میان آن ها رده سلنولنی   اما اند.   استفاده شده نئوسپورا کنینوم

Vero      بهترین رده سلولی شناخته شده برای تکییر تک یناخنتنه

اما از آنجائنی  (.  19و 8باشد )  می نئوسپورا کانینومدرون سلولی 

های بیولوژیک عموماً اسنتنفناده از         در تولید انبوه فرآوردهکه 

های سلولی چسبیده مقنرون   های سلولی معلق نسبت به رده رده

هنای     زوئنینت     در مطالعه حاضر تناکنی  (،  1) تر است  به صرفه

  Ka6به صورت معلق بر روی رده سنلنولنی      نئوسپورا کنینوم

از نظر ظاهری در بررسی داخل فنلانسنک      . کشت داده شدند

هنای     های این تک یاخته در سلنول  کشت سلولی تاکی زوئیت

Ka6    (. همچننینن در       1به خوبی تکییر پیدا کرده بودند )شکل

نتایج تحقیق حاضر نشان داد   MTTبررسی حساسیت با آزمون 

در هر دو رده سلولی  نئوسپورا کنینومهای  زوئیت که تکییر تاکی

Ka6    وVero            نسبت به گروه کنترل منعنننادار بنوده اسنت 

 (90991p<       این امر نشان دهنده حساسیت بالای هر دو رده .)

باشد. از طرفی اختلاف معناداری میان میزان تکنینینر     سلولی می

در منقنایسنه بنا رده           Ka6این تک یاخته بر روی رده سلولی 

 . ننئنوسنپنورا کنننینننوم          هنای     زوئیت ساعت پس از تلقیا تاکی 26. الف(    Ka6رده سلولی:  1شکل 

 ساعت پس از تلقیا. 68ها  زوئیت ب( تکییر و خروج تاکی

 ( >90991p)با در نظر گرفتن  Veroو  Ka6های  توسط سلول نئوسپورا کنینوممقایسه قابلیت تکییر : 1نمودار 

0
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کنه رده     مشاهده نگردید. بنابراین با توجه به این   Veroسلولی 

یک لنفوسیت ترانسفورم شده اسنت و امنکنان         Ka6سلولی 

 کشت آن به صورت معلق در سنطنا اننبنوه بنا اسنتنفناده                

ارجحیت   Vero از بیوراکتورها وجود دارد نسبت به رده سلولی

 د. دار

 

 نتیجه  یری          

مطالعه حاضر اولین گزارش موفق آمیز کشت تنک یناخنتنه         

بناشند.      با استفاده از یک رده سلولی معلق می نئوسپورا کنینوم

نتایج این پژوهش نشان داد که به دلیل معلق بودن و سنرعنت     

توان این سلول را به عنوان یک  می Ka6رشد خوب رده سلولی 

آل به منظور کشت و تکییر تک یناخنتنه       سلول حساس و ایده

 در نظرگرفت. نئوسپورا کنینوم

 

 تشکر و  دردانی              

موسسه تحقیقات واکسن و سرم سازی نویسندگان این مقاله از 

رازی شیراز به دلیل همکاری صمیمانه در اجرای این پژوهنش  

 کمال امتنان را دارند.
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Ab t a t 

Background and Objectives: Neospora caninum is one of main etiologic factors of abortion in  in 

cattle. The mass production of protozoa in laboratory conditions is performed based on growing in 

different cell lines. Since using suspension cell lines are very cost effective for mass production of 

biological products, this study aimed to evaluate the suspension cell culturing for production of 

this protozoan.  

Materials and Methods: This study was experimentally performed bases on growth of N. caninum 

tachyzoites on Ka6 cell line (a cell line obtained from cattle infected with Theileria lestoquardi, 

Razi Institute, Shiraz, Iran. Next, based on MTT assay, ability of this cell culture for production of  

N. caninum was compared with  Vero cell as the best current cell line for this purpose.  

Results: The results showed that N. caninum tachyzoites could enter into K6a cell lines and after 

replication released from the cells successfully. Replication of the tachyzoites was significant in 

both Vero and K6a cell lines in compare to the control.  

Conclusion: To our knowledge, this is the first and successful report of suspension culture of  

N. caninum tachyzoites. Although, the rate of N. caninum proliferation on Ka6 cell line did not 

show any significant difference in compare to Vero cell line, since Ka6 cell line is a transformed  

lymphocytic cell and it is possible to grow massively this cell line as suspension bioreactors, it is 

preferred to Vero cell line.  

Keywords: Neospora caninum, Theileria lestoquardi infected cell line, Suspension culture, MTT 

assay. 
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