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چکيد ه 
هدف از این مطالعه، ایجاد تخفيف حدت در تک یاخته ی نئوســپورا کانينوم )Neospora caninum( از طریق پاساژ متوالی روی 
 ،J774 بود. ایزوله شماره یک  نئوسپورا کانينوم بر روی رده سلولی BALB/c و ارزیابی ميزان حدت آن در موش J774 رده ســلولی
90 مرتبه پاساژ داده شد تا سوش تخفيف حدت یافته توليد شود؛ سپس 35 سر موش BALB/c ماده با متوسط سن شش تا هشت 
هفته به صورت تصادفی به هفت گروه پنج تایي تقســيم شــدند. به گروه اول به عنوان شاهد فقط محيط کشت، به گروه دوم و 
 Nc1 با دوزهاي 106×5، 106×10 و106×20 و به گروه پنجم، ششم و هفتم سوش تخفيف حدت یافته Nc1 سوم و چهارم سوش حاد
با دوزهاي106×5، 106×10 و106×20 به صورت زیر جلدی تزریق شــد. تمامی موش ها به صورت روزانه بررسي و نشانه های بيماری 
و تلفات احتمالی موش ها ثبت گردید. در این مطالعه ایمنی ســلولی با آزمایش جلدی و ایمنی هومورال با آزمایش الایزا بررسی 
شد. نتایج این مطالعه نشان داد موش هایي که سوش تخفيف حدت یافته را دریافت کرده  بودند، نه تنها تلف نشدند بلکه علائم 
بيماري را نيز نشــان ندادند. به علاوه پاسخ ایمني هومورال و سلولي نيز در آن ها نسبت به گروه های دریافت کننده سوش حاد 
به طور معنی داری بالاتر بود. در جمع بندی نهایی این مطالعه نشان داد که با استفاده از رده سلولی J774 که یک سلول دفاعی 
می باشــد، می توان به طور معنی داری بيماری زایی ســوش حاد  Nc1 را کاهش داد؛ لذا این روش می تواند روش مناسبی برای 

تحقيقات آتی در راستای دستيابی به واکسن زنده تخفيف حدت یافته باشد.  

J774 ،BALB/c ،کلمات کليدی: نئوسپورا کانينوم
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The aim of this study was to establish attenuated Neospora caninum (NC-1) tachyzoites through serial passage by J774 
cell line. The virulence of attenuated tachyzoites for Balb/c mice was also evaluated. The NC-1 isolates were passaged 
90 times in J774 cell line to produce a high-passage or attenuated strain. A total of 35 female BALB/c mice with an 
average age of six to eight weeks were randomly separated into seven groups. The first group as a control was inocu-
lated subcutaneously with cell culture media and the second, third and fourth groups received low passage or acute 
NC-1 strain with different doses (5×106, 10×106, 20×106) of tachyzoites. The other three groups were inoculated with 
high-passage of NC-1 tachyzoites with similar doses. The mortality rate and pathological changes in all groups were 
noted daily. The cellular and humoral immunity were assessed by Skin test and ELISA, respectively. The results of 
the present study showed that the groups that received high-passage strain of Nc1 not only survived, but did not show 
pathological changes of neosporosis. In addition, cellular and humoral immune responses to NC-1 were significantly 
higher in mice that received high-passage tachyzoites of NC-1. These findings indicated that the serial passages of 
NC-1 in J774 cell line significantly led to decrease the virulence of NC-1. This attenuated tachyzoite could be used as 
a candidate for further research to develop live vaccines against Neospora caninum.
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مقدمه
تک ياخته نئوسپورا کانینوم عامل نئوسپوروزيس (Neosporosis) است، 
اين انگل داخل ســلولی اجباری از شــاخه ی اپی کمپلکسا می باشد.عفونت 
نئوســپوروزيس انتشار جهاني داشته و باعث آلودگی میزبان های مختلف از 
جمله گاو، گوسفند، بز، گوزن، اسب، سگ، گربه و موش می گردد و همچنین 
ضررهاي اقتصادي قابل توجهي را با سقط جنین ، مرده زائي و تولد گوساله 
ضعیف باعث مي گردد )19(. عفونت نئوســپوروزيس به عنوان يک بیماری 
مهم اقتصادی در صنعت دامپروری شــناخته شــده اســت )5(. با توجه به 
طبیعت داخل ســلولي انگل پاسخ هاي ايمني ســلولي نقش مهمي جهت 
محافظــت میزبان علیه انگل دارند )14(. چنــد روش برای کنترل بیماری 
ناشی از نئوســپورا کانینوم وجود دارد که شامل حذف جانور آلوده ازگله و 
يا جلوگیری از جفت گیری آن، درمان های آنتی بیوتیکی و واکسیناســیون 
می باشد. از آنجا که ديگر راه های کنترل بیماری بسیار هزينه بردار می باشد، 
استفاده از واکسیناسیون بهترين روش جهت کنترل اين آلودگی است )4(.
خــرداد مهر و همــکاران )2013( برای اولین بار تأثیر چشــمگیر رده 
ســلولی J774 را در تخفیف حدت نئوسپورا کانینوم با استفاده از تخم مرغ 
جنین دار به عنوان حیوان مدل آزمايشگاهی نشان دادند، به طوری که بعد 

از ســه ماه پاساژ متوالی نئوسپورا کانینوم روی رده سلولی J774، تلفات در 
گروه های دريافت کننده سوش تخفیف حدت يافته در مقايسه با گروه  های 
ســوش حاد به شــدت کاهش يافته بــود. از آن جايی کــه در حال حاضر 
بیشترين امید برای دستیابی به واکسن  نئوسپورا کانینوم در تهیه ی سوش 
زنده غیربیماری زا اســت )13(، هدف از اين بررسی تکمیل مطالعه خرداد 
مهر و همکاران بود، چرا که در مطالعه آن ها نئوســپورا کانینوم به مدت سه 
ماه پاساژ داده شده بود و گرچه میزان کاهش حدت تک ياخته مذکور قابل 
ملاحضه بود ولی همچنــان دردوز 104× 1/5 موجب تلفات ده درصدی در 
تخم مرغ های جنین دار میشــد، لــذا در مطالعه حاضر ضمن افزايش مدت 
زمان پاساژ، بررســی بیماری زايی و ايمنی زايی سوش تخفیف حدت يافته 
در موش انجام گرفت، زيرا اگرچه تخم مرغ جنین يک مدل حیوانی نســبتا 
مناســب برای ارزيابی حدت تک ياخته هايی مانند نئوسپورا کانینوم )16(، 
توکسوپلاسما )21( و بسنوئیتیا )18(، می باشد، ولی از لحاظ بررسی پاسخ 
ايمنی مدل مناسبی نیســت. بايد توجه داشت اين احتمال وجود دارد که 
پاســاژ طولانی مدت تــک ياخته روی  رده ســلولی J774 می تواند علاوه 
برحدت بر روی توانايی ايجاد پاســخ ايمنی نیز تاثیر بگذارد لذا انجام اين 
مطالعه در موش کاملا ضروری بود تا از قدرت ايمنی زايی ســوش تخفیف 
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حدت یافته اطمینان حاصل شود.  

مواد و روش ها
رده های ســلولی J774 و Vero  از موسســه تحقیقات واكســن و سرم 
ســازی رازی كرج تهیه شد. شرایط كشت هر دو سلول یکسان هست بدین 
صورت كه از محیط كشــت ســلولی DMEM و 10درصد سرم جنین گاو 
بــه همراه آنتی بیوتیک بــا مقادیر 100 واحد در میلی لیتر پنی ســیلین و 
100 میکروگرم در میلی لیتر استرپتومایســین، 50 میکروگرم در میلی لیتر 
جنتامایســین و 25 میکروگرم در میلی لیتر ضد قارچ آمفوتریسین استفاده 
شــد. در این مطالعه از ایزوله ی شماره یک نئوسپورا كانینوم )Nc1( موجود 
در موسســه رازی شیراز استفاده شــد و طبق روش خرداد مهر و همکاران 
 J774 روی رده ی ســلولی Nc1 2013(، اقدام به كشــت و تخفیف حدت(
شــد. بدین صورت كه بعــد از اضافه كردن تک یاخته، كشــت به صورت 
روزانه مشاهده گردید و وقتی 80 تا 90 درصد تخریب سلولی مشاهده شد 
تاكی زوئایت ها برداشــت و در فلاسک جدید پاساژداده شدند. این روند روی 
سلول J774 به مدت یک سال ادامه داشت و محصول نهایی به عنوان سوش 
تخفیف حدت یافته درنظر گرفته شــد و سوش حاد نیز طی چند بار پاساژ 
روی رده ســلولیVero به اندازه كافی جمع آوری گردید. تاكی زوئایت های 
ســوش حاد و تخفیف حدت یافته ی نئوسپورا كانینوم پس از جمع آوری از 
روی سلول ها با لام نئوبار شمارش شدند تا دوزهای مورد نظر جهت تزریق 

آماده گردید . 
در مرحله بعد 35 ســر موش BALB/c ماده شــش تا هشت هفته به 
صورت تصادفی به هفت گروه پنج تایي تقسیم شدند. هر گروه در قفس های 
جداگانه قرار داده شد و در شرایط استاندارد آزمایشگاهی نگهداری شدند. از 
غذای تولیدی موسســه رازی و آب تصفیه شده برای تغذیه استفاده گردید. 
به گروه اول به عنوان كنترل محیط كشت سلولی به میزان 500 میکرولیتر، 

به گروه دوم و ســوم و چهارم ســوش حاد Nc1 با دوزهاي106×10،106×5 
و106×20 و به گروه پنجم، ششم و هفتم سوش تخفیف حدت یافته Nc1 با 
دوزهای 106×10،106×5 و106×20 به صورت زیر جلدی تلقیح شد. تمامی 
موش ها به صورت روزانه بررســي و نشــانه های بیمــاری و تلفات احتمالی 
موش ها ثبت می گردید. بیســت و یک روز بعد از تزریق از تمامي موش های 
زنده مانده جهت انجام آزمایش الایزا خون گیري شد و سپس سرم آنها جدا 
شــد. آزمایش  الایزا بر اساس روشــی كه ویلیامز و همکاران )1997( ارائه 
كردنــد، انجام گرفت )23(. در این روش از 106×2 تاكي زوئایت نئوســپورا 
كانینوم كشــته و تثبیت شده توســط فرمالین در هر چاهک پلیت الایزا به 
عنوان آنتی ژن اســتفاده شد و ســرم ها نیز با رقت 1/50مورد ارزیابی قرار 

گرفتند. 
در انتهاي هفته ي چهارم آزمون جلدی جهت بررســي ایمني ســلولي 
انجام گرفت )18(. برای آزمایش جلدی ابتدا به كف پای راســت هر موش 
تاكي زوئایت هاي تثبیت شــده نئوســپورا با فرمالین به میزان 106×10 در 
حجم 50 میکرولیتر PBS به صورت زیر جلدی تلقیح شد و پس از گذشت 
24 ســاعت میزان تغییر ضخامت در مقایسه با پاي چپ موش ها كه با 50 
میکر.لیتر PBS تلقیح شــده بودند، توسط كولیس دیجیتال با دقت 0/01  

میلی متر تعیین و ثبت گردید.
ارزیابی آماری

آنالیــز نتایج الایزا و آزمایش جلدی بــا روش آماری t test  و از طریق 
ســایت آماری Graph Pad انجام شد. مقدار P كمتر از 0/05 از نظر آماري 

معني دار در نظر گرفته شد.

نتایج
نتایج تغییرات موش ها بعد از تزریق

1-موش های گروه شــاهد-گروه اول كه فقط محیط كشت را به روش 

جدول 1- میزان تلفات گروهای مختلف موش ها پس از تزریق سوش حاد و سوش تخفیف حدت یافته نئوسپورا کنینوم )گروه های پنج تایی(.

تلفات بعد از تزریق )روز(

جمع كل101418دوز تزریق )106×(

)Nc1 50011 )سوش حاد

)Nc1 102305 )سوش حاد

)Nc1  205005 )سوش حاد

)Nc1  50000 )سوش تخفیف حدت یافته

)Nc1 100000 سوش تخفیف حدت یافته

)Nc1 200000 )سوش تخفیف حدت یافته

0000شاهد
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زيــر جلدی دريافت كرده بودند تا مرحله ی آخر آزمايش يعني يك ماه بعد 
از تزريق زنده و سالم ماندند.

2-موش های تلقیح شده با سوش حاد نئوسپورا كانینوم - درگروه دوم 
كه تاكي زوئايت نئوســپورا كانینوم حاد با دوز 106× 5 دريافت كرده بودند، 
يك موش در روز هجدهم بعد از تلقیح تلف شــد، يك موش نیز در انتهای 
هفته ســوم علائم بیماری عصبی مانند چرخش به دور خود داشت و مابقی 
موش ها هیچ علامتی از خود نشــان ندادند. در گروه ســوم كه تاكي زوئايت 
نئوســپورا كانینوم حاد با دوز 106× 10 دريافــت كرده بودند، دو موش در 
روز دهم بعد از تلقیح تلف شــدند و پیش از تلف شدن علايم بیماري مانند 
چرخش به دور خود، ژولیده شــدن مو و بی حالی را نشان دادند )شکل 1(. 
سه موش ديگر در روز چهاردهم بعد از تلقیح تلف شدند. در گروه چهارم كه 
تاكي زوئايت نئوســپورا كانینوم حاد با دوز 106× 20 را دريافت كرده بودند، 
همه ی موش ها تا انتهای روز دهم بعد از تلقیح تلف شدند. میزان تلفات در 

گروه های مختلف در جدول 1 نشان داده شده است.
3- موش های تلقیح  شــده با ســوش تخفیف حدت يافته نئوســپورا 
كانینــوم- گروه پنجم، ششــم و هفتم كه تاكي زوئايت نئوســپورا كانینوم 
تخفیــف حدت يافته با دوزهاي 106×10،106×5 و106×20 به آن ها تلقیح 

شده بود، نه تنها تلفاتی نداشتند بلکه هیچ يك از علايم بیماري را نیز مانند 
چرخش به دور خود، ژولیده شــدن مو و بی حالی نشــان ندادند؛ لذا همگی 
همراه با موش های مانده از ساير گروه ها در آخرين مرحله يعنی يك ماه بعد 

از تزريق آسان كشی شدند.

نتایج آزمایش الایزا
در انتهاي هفته ي سوم آزمون الايزا جهت بررسی پاسخ ايمنی و تعیین 
تیتر آنتی بادی علیه نئوســپورا كانینوم انجام شد. از سه گروهی كه سوش 
حاد را دريافت كرده بودند تنها گروهی كه كمترين دوز رادريافت كرده بود، 
زنده ماند. لذا تنها نتايج آزمايش ســرمی الايزای اين گروه قابل انجام بود. 
نتايج آزمايش ســرمی الايزا نشــان دهنده ی تفاوت كاملا معنی دار در تیتر 
آنتی بادی گروه های دريافت كننده ی تاكي زوئايت نئوسپورا كانینوم تخفیف 
حدت يافته نسبت به گروه شاهد بود )جدول p > 0/0001( )2(. همچنین 
گروهی كه دوز 106×10 تاكي زوئايت نئوسپورا كانینوم تخفیف حدت يافته 
دريافت كرده بود، میانگین جذب نوری بیشــتری نســبت به ساير گروه ها 
داشــت، كه نشانه ي بالا بودن میزان تیتر آنتی بادی در پاسخ به آنتی ژن در 

اين گروه  می باشد )شکل 2(.

شکل 1- ژولیده شدن مو و بی حالی در موش آلوده به نئوسپورا
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نتایج آزمایش جلدی
در اين مطالعه ايمنی سلولی )آزمايش جلدی( در موش های آلوده شده 
با نئوســپورا كانینوم تخفیف حدت يافته مشاهده شد به طوری كه پس از 
24 ســاعت افزايش معنی داری در كف پای موش های گروه تخفیف حدت 
 .)p > 0/0001( يافته با دوز 106×10 در مقايســه با گروه شاهد ديده شد

)جدول 3 و شکل 3(.

بحث
تمايز و هدف اصلی اين پژوهش نســبت به مطالعــه خردادمهر و همکاران 
)2013( اين بود كه نشــان دهد پاســاژهاي متوالي نئوسپورا كانینوم روی 
رده ســلولی J774 ضمن كاهش حدت تك ياخته نئوسپورا كانینوم قدرت 
ايمنی زايی آن را نیز حفظ می كند. امکان بررسی اين نکته در مطالعه قبلی 
به دلیل اســتفاده از تخم مرغ جنین دار نبوده است. نتايج مطالعه ی حاضر 
 J774 نشــان داد كه پاساژهاي متوالي نئوســپورا كانینوم روی رده سلولی
باعث كاهش بیماري زايي و تخفیف حدت تاكي زوئايت مي شــود به طوری 
كه هر سه گروه موش كه سوش تخفیف حدت يافته را دريافت كرده بودند، 
ســالم و زنده ماندند. برخلاف آن، موش های گــروه های دريافت كننده ی 
سوش حاد همگی تلف شدند و يك گروه نیز تلفات وعلائم بیماری را نشان 

دادند. تاكنون بارها تخفیف حدت تك ياخته های بیماری زا از طريق پاســاژ 
دادن متوالی اثبات شده است، به طوريکه حتی برخی از واكسن های تجاری 
موجود در بازار نیز بر همین اساس تولید شده است )7 و 24(. در مطالعه ی 
بارتلی و همکاران )2006(، اثر تخفیف حدت تاكي زوئايت نئوسپورا كانینوم 
طی پاساژ های متوالی در كشت سلولی Vero و تلقیح به موش مشاهده شده 
اســت )1(. مطالعه ي ديگری كه توسط نام آوری و همکاران )2011( انجام 
شــد، نشان داده شد پاساژ متوالي نئوسپورا بر روی رده سلولي Vero باعث 
كاهش اين تك ياخته در تخم مرغ های جنین دار می شود )16(. 
در اين مطالعه از رده ســلولی J774 جهت تخفیف حدت استفاده شد. 
نتايج اين مطالعه با نتايج خردادمهر و همکاران )2013(، هم خوانی داشــت 
و نشــان داد كه اين واريته پاســخ ايمنی را نیز در موش های مورد مطالعه 
تحريك می كند، به طوريکه پاسخ ايمنی هومورال و ايمنی سلولی )آزمايش 
جلدی( به طور معنی داری نسبت به گروه شاهد و حتی گروه دريافت كننده 
سوش حاد نیز بالاتر بود. نتايج اين مطالعه در زمینه ی ايجاد ايمنی هومورال 
مطلوب، با بســیاری از مطالعاتی كه در اين زمینه در مدل های موش برای 
تولید ايمنی علیه آلودگی نئوسپوروســیس با استفاده از تك ياخته ی زنده 
انجــام گرفته مطابقت دارد. از اين موارد می توان به ســوش تخفیف حدت 
يافته نئوســپورا كانینوم با پاساژ طولانی مدت )2(، دوز تحت كشنده ايزوله 
حاد نئوسپورا كانینوم )11(، ايزوله جهش يافته حساس به حرارت )20(، و 

 NC1 :4 ،5×106 تخفیف حدت یافته NC1 :3 ،5×601 بیماری زا NC1 شکل 2- میانگین جذب نوری در آزمایش الایزا. 1: گروه شاهد، 2: گروه
تخفیف حدت یافته 106× 10 و NC1 :5 تخفیف حدت یافته 106×20.
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واكسن های ترانس ژنیك نئوسپورا كانینوم )14( اشاره كرد.
ماهیت رده ی ســلولی ماكروفاژ موشــي يا J774 در تکثیر و تخفیف حدت 
تاكی زوئايــت نئوســپورا كانینوم نقش بــه ســزايی دارد. در مطالعه ی لم 
و همــکاران )2009(، به اثبات رســیده بود كه رده ســلولي J774، مقادير 
زيادي لیزوزوم و اينترلوكین 1 را ســنتز مي كند و نقش كلیدي در سیستم 
ايمني ايفا مي كند كه اين ويژگی می تواند توجیه كننده كاهش بیماری زايی 
نئوســپورا كانینوم بر اثر پاساژ در اين رده سلولی باشد )10(. از سوی ديگر 
با توجه به اين كه رده سلولي J774 معلق مي باشد، پاساژ دادن و تکثیر آن 
در مقايســه با رده های سلولي چسبنده مثل Vero آسان تر است )9(. تولید 
انبوه و آســان تاكی زوئايت نئوسپورا كانینوم نیاز اساسی در راستای ساخت 
واكسن زنده ی تخفیف حدت يافته می باشد.                                    .

 اخیرا محققان رده ســلولی J774 را در مطالعات آزمايشــگاهی برای 
اهــداف مختلفی به كار برده اند. برای مثال در يك مطالعه قابلیت های رده 
سلولی J774 در جذب و رشد ايزوله های بالینی مايکوباكتريوم توبرسلوسیس 
بررسی شده اســت )8(. برخی محققان از رده سلولی J774 برای كشت در 
شرايط آزمايشگاهی پروماستیگوت های گونه های مختلف لیشمانیا استفاده 
كرده اند )22(، و برخی محققان رده ســلولی J774 را به عنوان رده مناسبی 
برای بررسی مطالعات عفونت زايی ويروس دنگو )Dengue( پیشنهاد كرده اند 

)12(. مهمترين جنبه ی نتايج اين تحقیق اثبات تأثیر واكنش متقابل سلول 
میزبان بر میزان بیماری زايی تاكی زوئايت های نئوســپورا كانینوم می باشد. 
ويژگــی J774 به عنوان رده ســلولی ماكروفاژ در واكنــش متقابل با طیف 
وســیعی از عوامل بیمــاری زا از جمله مايکوباكتريوم توبركلوســیس )3(، 
بروســلا ابورتــوس )Brucella abortus( )7( و كريپتوكوكوس نئوفورمنس 
)Cryptococcus neoformans( )18(، بررسی شده است. اطلاعات گذشته 
كشته شدن درون ســلولی لیشمانیا مونوســايتوژنز دررده سلولی J774 را 
نشــان می دهد؛ ماكروفاژها نقش كلیدی در مکانیســم دفاعی در سیستم 
ايمنی دارند، در نتیجه تعجب آور نیســت كه پاساژهای متوالی تاكی زوئايت 
نئوســپورا كانینوم بر روی رده ســلولی باعث تخفیف حدت اين تك ياخته 
می شــود. با توجه به اين قابلیت تاكي زوئايت زنده ي تخفیف حدت يافته ي 
نئوســپورا كانینوم، مي توان اين واريته را به عنوان واكســني مناســب در 

تحقیقات آينده در نظر گرفت.  

نتیجه گیری كلی
 J774 در اين مطالعه با توجه به نتايج میکروســکوپی، رده سلولی معلق
رده ســلولی مناســبی برای تکثیر انبوه و تخفیف حدت تك ياخته ی داخل 
ســلولی نئوسپورا كانینوم معرفی شــد. ضمن اينکه دوزی از انگل نئوسپورا 

شکل 3- میانگین ضخامت کف پای موش ها 24 ساعت بعد ازآزمایش جلدی. محور عمودی: نشانگر میانگین اندازه ضخامت کف پای موش ها به 
میلی متر، محورافقی ستون 1: گروه NC1 تخفیف حدت یافته دوز106× 5، ستون2: گروه NC1 تخفیف حدت یافته دوز 106×10، ستون 3: گروه 

 NC1 02×106حاد106× 5 و ستون 5: گروه شاهد )گروه های دریافت کننده ی دوز106×10 و NC1 تخفیف حدت یافته 106×20، ستون 4: گروه NC1
حاد قبل از انجام آزمون جلدی تلف شدند(.
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كانینــوم كه باعث مرگ موشBALB/c می شــود دوز106×20 می باشــد. 
نئوســپورا كانینوم تخفیف حدت يافته باعث ايجاد ايمنی سلولی و هومورال 
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