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چکيد‌ه 
   تک یاخته نئوســپورا کانینوم )Neospora caninum(  عامل نئوسپوروزيس در  میزبان‌های مختلف از جمله گاو، گوسفند، 
بز،گوزن، اسب، سگ، گربه و موش می‌باشد.  پاساژ متوالی نئوسپورا کانینوم ثابت شده است که روی حدت و بیماریزایی آن تاثیر 
بسزایی دارد اما اینکه آیا این رویه روی ارزش تشخیصی واریته کاهش حدت یافته نیز تاثیر دارد موضوعی  است که این مطالعه 
ســعی در بررسی آن دارد  لذا  هدف از این مطالعه، ارزیابی ارزش تشخیصی واریته تخفیف حدت نئوسپورا کنینوم با استفاده از 
روش آگلوتیناسیون در تشــخیص نئوسپوروزیس در گاو می‌باشد. برای دستیابی به این هدف نمونه‌های سرمی 184 عدد گاو از 
دامداری‌های اســتان فارس که دارای سابقه سقط طی یک سال گذشته بودند، جمع‌آوری شد. نمونه‌ها برای تشخیص آنتی‌بادی 
علیه نئوســپورا کنینوم با کیت تجاری الیزا و روش  آگلوتیناسیون  با استفاده از تاکی زوایت تهیه شده از واریته تخفیف حدت 
یافته بررســی شدند. نتایج این مطالعه نشــان داد که 54 )29/34%( و 59 )32/07%( سرم  به ترتیب  با روش آگلوتیناسیون 
و کیت تجاری الیزا مثبت تشخيص داده شــدند .ارزیابی  آماری نشان داد که تفاوت معنی‌داری بین این دو روش وجود ندارد و 
براساس  آزمون کاپا  توافق این دو تست بسيار خوب بود. این مطالعه ثابت کرد که تک یاخته نئوسپورا تخفیف حدت داده شده  

از طریق پاساژ متوالی همچنان  ارزش تشخیصی خود را در روش آگلوتیناسیون حفظ می کند. 
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The protozoan parasite Neospora caninum is a major cause of abortion in cattle worldwide. It has been found in various 
animal species such as dogs, cattle, horses, sheep and goats. This is conclusive proof that long-term passage of tachyzo-
ites in tissue culture can attenuate virulence of Neospora caninum in vivo. But whether the attenuation procedure could 
reduces the diagnostic value of attenuated variety is the issue of the impact that this study tries to evaluate it.  In other 
word the aim of this study was to evaluate the attenuated variety of Neospora caninum for diagnosis of neosporosis 
in cattle by agglutination method. The study was conducted with 184 sera collected from cattle with a history of abor-
tion during the past year from the farms of Fars province. The sera were tested for the detection of antibodies against 
Neospora caninum with commercial ELISA kit and agglutination method. The results of this study showed that the 
positivity rate for the sera was 54 (29.34%) for agglutination method compared to 59(32.07 %) obtained by ELISA kit. 
The difference of agglutination method with ELISA kits according to the McNemar test was not significant and this 
result was also very good agreement with the Kappa test. This study proved that the attenuated variety of Neospora 
caninum still preserves its own diagnostic value.  
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مقدمه
نئوســپورا کنینــوم )Neospora caninum( تک‌‌یاختــه‌ای از شــاخه 
آپيک‌‌مپلکســا )Apicomplexa( اســت. شــاخه آپی‎کمپلکسا شامل بیش 
از 5000 گونــه تک‌یاختــه انگل می‌باشــد )12( و تقریبــاً همه گونه‌های 
آن بیماری‌زا هســتند از جمله نئوســپورا کنینوم، توکسوپلاســما گوندی 
 Plasmodium( فالســی‎پاروم  پلاســمودیوم   ،)Toxoplasma gondii(
falciparum( و آیمریــا تنــا)Eimeria tenella( )22،20،13(. نئوســپورا 
کنینوم ازنظر ساختمانی بسیار شبیه توکسوپلاسما‏ گوندی بوده ولی ازنظر 
آنتي‏ژنی با آن متفاوت مي‌باشــد. ميزبان‏هاي نهايي انگل، ســگ و كايوت 
مي‏باشند و طيف وسيعي از پستانداران ازجمله گاو، گوسفند، بز، اسب، الاغ، 
كرگدن، آهو و ســاير حيوانات وحشي نيز ميزبان واسط اين انگل می‌باشند 
)7(. نئوسپورا کنینوم عامل بیماری نئوسپوروزیس )Neosporosis( بوده که 
یکی از عوامل عمده ســقط عفونی و بیماری‌های مادرزادی در گاو مي باشد 
و موجب سقط‌، مرده‏زایي، تولد گوساله ضعيف يا با عفونت دائمي و كاهش 
توليد شير می‌شــود)17(. در ایران نیز میزان سقط‌جنین به دلیل آلودگی 
به نئوســپورا در مشــهد 15/5 و در گزارشــات اخیر این میزان در جنوب 
ایران 33/33 درصد نیز اعلام شــده است )18،14( بنابراين نئوسپوروزیس 
به‌عنوان یک بیماری مهم اقتصادی در صنعت دامپروری شناخته ‌شده است.

تاکنــون بارها تخفیف حدت تک یاخته‌های بیماری‌زا از طریق پاســاژ 
دادن متوالی اثبات شــده است، بطوریکه حتی برخی از واکسن‌های تجاری 
موجود در بازار نیز برهمین اساس تولید شده است )9 و 23(. در مطالعه‌ی 
Bartley و همــکاران )2006(، اثــر تخفيف حدّت تاكي زوآيت نئوســپورا 
کانینوم طی پاســاژ‌های متوالی در کشــت ســلولی Veroو تلقیح به موش 
مشاهده شده است )1(. مطالعه‌ي ديگری که توسط Namavari و همكاران 
)2011(، انجام شــد، پاساژ متوالي نئوسپورا بر روی رده سلولي Vero باعث 
كاهش حدت این تک یاخته در تخم مرغ‌های جنین دار شد )15(. در مورد 
توکسوپلاسما تاثیر پاساژ متوالی و طولانی مدت و همچنین اثر نوع سلولی 
که برای کشــت استفاده می شود بر ارزش تشــخیصی تک یاخته بررسی 
شده اســت )21،5،4(   ولی تا کنون براساس اطلاعات در دسترس چنین 
مطالعاتی در مورد تک یاخته نئوسپورا کنینوم انجام نگرفته است. لذا هدف 
از مطالعه بررسی و ارزیابی ارزش تشخیصی  واریته تخفیف حدت نئوسپورا 
کنینوم با اســتفاده از روش آگلوتیناســیون در تشخیص نئوسپوروزیس در 

گاو می‌باشد.

مواد و روش‌ها
دو رده سلولی J774 و Vero از موسسه تحقیقات واکسن و سرم سازی 

ارزیابی واریته تخفیف حدت یافته ...
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 DMEM رازی کرج تهیه شد. کشت هر دو سلول با استفاده از  محیط کشت
و 10درصد سرم جنین گاو به همراه آنتی بیوتیک  با مقادیر 100 واحد در 
میلی لیتر پنی سیلین و 100میكروگرم در میلی لیتر استرپتومایسین، 50 
میكروگــرم در میلی لیتر جنتامایســین و 25 میکروگرم در میلی لیتر ضد 
قارچ آمفوتریســین انجام شــد. در این مطالعه از ایزوله‏ی نئوسپورا کنینوم 
Khor� موجود در موسســه رازی شیراز اســتفاده شد و طبق روش )Nc1(
 Nc1 و همــکاران )2013(، اقــدام به کشــت و تخفیف حدت  dadmehr
روی رده‌ی ســلولی J774 شــد )11( بدین صورت که بعد از اضافه کردن 
تک یاخته، کشت به صورت روزانه مشاهده می‌شد و وقتی 80 تا 90 درصد 
تخریب سلولی مشاهده شد تاکی‎زوآیت‎ها برداشت شد و در فلاسک جدید 
پاســاژ داده می‌شدند . این روند روی ســلول J774 به مدت یک سال ادامه 
داشــت و محصول نهایی به عنوان سوش تخفیف حدت یافته درنظر گرفته 
شــد. سپس با کشت انبوه سوش تخفیف حدت یافته، تاکی زوایتهای مورد 
نیاز برای تست اگلوتیناســیون جمع آوری گردید. آنتی ژن براساس روش 
Packham و همکاران )1998( تهیه شــد )16(.  پس ازســانتریفیوژ کردن 
محلول حاوی تاکی زوایت،  محیط شــناور بالايي دور ریخته شد. رسوب در 
3-2 میلی لیتر فرمالدئید 37% معلق و با PBS فیلتر شده غلظت فرمالدئید 
به 6% کاهش داده شــد. برای ثبوت، انگل تا روز بعد در 4 درجه قرار داده  
شد. روز بعد سانتریفیوژ انجام گرفته و با PBS فیلتر شده 3 مرتبه شستشو 
 ، H3Bo3 3/09 گرم ،NaCl داده شــد. رســوب در بافر قلیایی) 7/2 گــرم
24 میلی لیتر NaOH 1 نرمال، 4 گرم آلبومین ســرم اسب، 50 میلی گرم 
 )pH8.7  ،سدیم آزاید 0/1 % ، آب دو با تقطیر تا حجم یک لیتر ،Y ائوزین
معلــق  گردید به طوریکه غلظت نهایی تاکی زوایت 30000 تا 40000 در 
میکرولیتر تنظیم شــد. محلول آنتی ژن آماده اســتفاده دردمای 4 درجه 

نگهداری شد.
انجام آزمایش اگلوتیناسیون طبق روش Packham وهمکاران )1998( 
انجام شــد)16(.  نحوه انجام تســت بطور خلاصه بدین صورت اســت که 
رقت‌هاي مختلف ســرم‌ها در PBS و   2- مركاپتواتانول)0/2 مولار (  تهيه 
 50(   )U bottom شــد و به هر چاهك میکرو پلیــت های 96 خانــه ای
مكيروليتــر اضافــه گرديد و پس از آن بــه هر چاهــك 50 مكيروليتر از 
 0/2 ، NaCl سوسپانســيون آنتي‌ژن نئوسپورا کنینوم و آلكالين بافر‌)8 گرم
گرم Na2HPO4، 0/31گــرم KH2PO4 در 1 ليتر آب مقطر( اضافه و كي 
شب درانكوباسيون 37 درجه قرار داده شد و روز بعد نتايج قرائت گرديد. در 
هر بار آزمایش كي نمونه شاهد مثبت و كي نمونه منفي مورد آزمايش قرار 
مي‌گرفت. در صورتی که کف چاهک کاملًا پوشیده از رسوب می‌شد نتيجه 
مثبت در نظر گرفته می‌شــد. در ضمن از ســرم های هایپر ایمن خرگوش 
بــه عنوان کنترل مثبت و خرگوش های غیــر ایمن به عنوان کنترل منفی 
اســتفاده شد )خرگوش با اســتفاده از تاکی زوایت کشته و ادجوانت فروند 

ایمن شده بود(.
نمونه های سرمی گاوها  شامل 184  نمونه های گاوهای ماده با سابقه 
ســقط بودند که از گاوداریهای صنعتی اطراف شیراز جمع آوری شده بود. 
ابتدا تمامی نمونه ها با کیت تجاری الیزا نسبت به آنتی بادی ضد نئوسپورا 
کنینوم مورد بررسی قرار گرفتند و نتایج به روشی که توسط شرکت سازنده 
شــرح داده شده بود، محاسبه گردید. سپس سرم ها از نظر آنتی بادی ضد 
نئوســپورا کنینوم با تست آگلوتیناسیون بررسی شد. در این تست برای هر  

سرم‌ رقت‌هاي سریالی  دو برابر  از 1:10 تا 1:80 مكيروليتر تهیه شد. سپس 
بــه هر چاهک پلیت 96 خانه ته گرد 25 میکرولیتر ســرم و 25 میکرولیتر 
2- مركاپتواتانــول )2ME( اضافه گرديد و مــدت 5 دقیقه منتظر می‏مانید 
تا پیوند‏های دی ســولفیدی از هم جدا شــوند. پــس از آن به هر چاهك 
50 مكيروليتر از آنتي‌ژن نئوســپورا کنینوم تهیه شده در موسسه تحقیقات 
و واکســن سازی رازی شــیراز ‌اضافه و 24 ســاعت درانكوباتور 37 درجه 
ســانتی‏گراد قرار داده شد و روز بعد نتايج قرائت گرديد. در هر پليت تعداد 
46 )برای هر نمونه دو چاهک( نمونه سرم به همراه كي نمونه شاهد مثبت و 
كي نمونه منفي مورد آزمايش قرار مي‌گرفت. مواردی که قطر چاهک کاملًا 
پوشیده از کدورت منتشر بود به عنوان مورد مثبت در نظر گرفته می‌شد و 
درصورتی که کف چاهک تکمه تشکیل شده بود نتیجه منفی تلقی می شد. 
با توجه به اینکه بیشترین انطباق نتایج روش اگلوتیناسیون با کیت تجاری 
الیزا در رقت 1:20 بود ســرمهایی با این میزان رقت به بالا به عنوان نمونه 

سرمی نئوسپورا مثبت در نظر گرفته مي‌شد. 
نتايج حاصل از تســت آگلوتیناســیون و اليزاي غير مستقيم در نهايت 
توسط دو تســت  آماري كاپا )Kappa Test( و مك نمار )McNemar( و با 

استفاده از نرم افزار گراف-پد  مورد مقايسه قرار گرفتند.

نتايج
نتایج آزمون الیزا که توســط کیت تجاری الیزا بر روي 184 نمونه سرم 
گاو انجام گرفت، نشان داد که تعداد 59 رأس از گاوها از‏نظر آنتي‌بادي ضد 
نئوســپورا كنينوم مثبت و 125 رأس نيز منفي بودند.  همچنین بر اساس 
نتایج  تســت آگلوتیناســیون که بر روي 184 نمونه سرم گاو انجام گرفت، 
تعداد 54 رأس از گاوها از‏نظر آنتي‌بادي ضد نئوسپورا كنينوم مثبت و 130 

رأس نيز منفي تشخیص داده شد )شکل 1(.
بر اســاس روش آماري آزمون كاپا دو روش مذكور داراي بسیار خوبی 
)Very good( در تشخيص آلودگي بودند و در ضمن در آزمون مك نمار نيز 
دو روش فوق‌‌الذكر در تشــخيص موارد مثبت بيماري تفاوت معني‌داري را 

نشان ندادند )دامنه اطمینان 95%(.

بحث
در این مطالعه از رده ســلولی J774 جهت تخفیف حدت استفاده شد. 
مطالعات قبلی نشــان داده که پاســاژ  متوالی  نئوسپورا کنینوم در شرایط 
کشت سلولی می تواند روی کاهش  بیماریزایی این تک یاخته تاثیر بگذارد 
)15 و 1(. Khordadmehr و همــکاران )2013( نیــز تأثیر چشــمگیر رده 
ســلولیJ774در تخفیف حدت نئوســپورا کانینوم را با استفاده از تخم مرغ 
جنین دار به عنوان حیوان مدل آزمایشــگاهی  نشان دادند )11(. تا کنون 
از رده های ســلولی مختلفی  جهت جداســازی، تکثیر و تشــخیص انگل 
نئوســپورا کنینوم به صورت گسترده ای اســتفاده شده است )19 و 7(. از 
بین تمام ســلول ها، ســلول Vero متداول‎ترین رده ســلولی استفاده شده 
جهت کشت نئوسپورا کنینوم می باشد )10( با توجه به اين كه رده سلولي 
J774 معلق مي‌باشد پاســاژ دادن و تكثير آن در مقايسه با رده‌های سلولي 
چسبنده مثل Vero آسان‌تر است ، تولید انبوه و آسان تاکی زوآیت نئوسپورا 
کانینوم نیاز اساســی در راستای ساخت واکسن زنده‌ی تخفيف حدت یافته 
می‌باشد )11(.  در مطالعه اي چامبرلند و کارنت )1990( تکی زوآیت های 
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توکسوپلاســما گوندئی را به فلاسک های کشت ســلولی حاوی سل لاین 
J774 تلقیح کردند، تکثیر سریع تکی زوآيت های توکسوپلاسما گوندئی در 
رده سلولی ماکروفاژهای موش )J774( مشاهده کردند ، تعداد تکی زوآيت‌ها 
300 برابر شده بود )3( در روشهای تشخیصی  نئوسپورا کنینوم مانند الیزا،  
آگلوتیناســیون و روش آنتي‌بادي درخشان غير مســتقيم احتیاج به تاکی 
زوآیت های کامل تک یاخته به عنوان آنتی ژن  است از اینرو استفاده از رده 
سلولی که بتواند بازده بیشتری در تکثیر نئوسپورا کنینوم داشته باشد حائز 
اهمیت است. مطالعات قبلی نشان داده که سل لاین J774 قابلیت خوبی در 

کشت نئوسپورا کنینوم دارد )11،3(. 
در این مطالعه 184 نمونه سرمی از گاوهای با سابقه سقط جمع آوری 
شــد چرا که احتمال وجود موارد مثبت نئوســپورا کنینــوم در این گاوها 
بیشتر بود. سپس روش آگلوتیناسیون و کیت الیزای استاندارد تجاری برای 
تشــخیص موارد مثبت و منفی  نئوســپورا کنینوم در سرمهای گاو ارزیابی 
شــد. لازم به ذکر اســت که روش‌های مختلف الیزا برای تشخیص آلودگی 
به این تک یاخته مورد ارزیابی قرار گرفته‌اند )8 و 2(. روش آگلوتیناســیون 
قابليت خود را به عنوان كي تســت حســاس، اختصاصي، ســاده، سريع و 
ارزان با كاربردهاي چندگانه نشــان داده است )16(. همان‌ گونه كه از روش 
انجام آزمايش مشخص است، تست آگلوتیناسیون نياز به هيچ‌ گونه دستگاه 
گران‌ قيمت برقي ندارد و به راحتي در هر آزمايشــگاه ســاده‌اي قابل انجام 
اســت. روش انجام آزمايش ساده بوده و به حداقل اطلاعات قبلي نياز دارد. 
مقدار آنتي‌ژن لازم در غالب آزمايشــاتي كه از روش آگلوتیناسیون استفاده 
مي‌كنند به ازاي هر چاهک 50 مكيروليتر مي‌باشــد )6(. به اين ترتيب اين 
روش در مورد سيســتم‌هاي آنتي‌ژن- آنتي‏بادي كه در آن‌ها مقدار آنتي‎ژن 
قابل دسترسي، بســيار كم است كاملًا مناسب و شايد بي‌رقيب باشد )16(. 
همچنین روش آگلوتیناسیون مستقیم  بدلیل عدم نیاز به آنتی بادی ثانویه 
امکان بررسی گونه هاي مختلف حيواني كه ممكن است با نئوسپورا کنینوم 
آلوده شــوند را به راحتی فراهم می‎سازد. تست  آگلوتیناسیون اختصاصيت 
و حساســيت بالايي براي حيوانات آلوده شــده به صورت تجربي و طبيعي 
دارد و قابليت تكرار بالايي دارد. در مقايســه با نتايج به دست آمده با روش 
آنتي‌بادي درخشــان غير مستقيم  به نظر مي‏رسد كه آگلوتیناسیون تستي 
قابل اعتماد براي تشــخيص سرولوژیکي در گونه‎هاي مختلف حيواني است 
و مي تواند به عنوان تســت دســت اول در بسياري از موقعيت ها جايگزين 

روش آنتي‌بادي درخشان غير مستقيم شود )16(.
نتایج تحقیق حاضر نشــان داد که روش آگلوتیناســیون در شناسایی 
میزان آلودگی به نئوســپورا کنینوم به خوبی با روش الیزای غیر مســتقیم 
که با اســتفاده از کیت تجاری انجام شــده بود رقابت می‎کند. البته شایان 
ذکر است که پکهام و همکاران 1998 نشان دادند این روش از حساسیت و 
اختصاصیت بیشتری نسبت به روش الیزا دارد )16(. بر اساس روش آماري 
آزمون كاپا دو روش مذكور داراي توافق بســيار خوب  در تشخيص آلودگي 
بودنــد و در ضمن در آزمون مك نمار نيز دو روش فوق‌‌الذكر در تشــخيص 
موارد مثبت و منفی  تفاوت معني-داري را نشان ندادند. نتايج نشان داد كه 
دو روش در 51 مــورد مثبت داراي توافق و در 118 مورد منفي نيز داراي 
تطابق بودند. در 4 مورد تست آگلوتیناسیون نتيجه منفي نشان داده بود كه 
در اليزاي غیرمستقیم مثبت تشخيص داده شده بودند. همچنین در 6 مورد 
تســت آگلوتیناسیون نتيجه مثبت و در اليزاي غیرمستقیم منفی تشخيص 
داده شــده بود. لــذا در مجموع با توجه به نتایج این پژوهش و گزارشــات 
موجود می‏توان نتیجه گرفت که روش آگلوتیناســیون  با اســتفاده از تاکی 
زوآیت تخفیف حدت یافته را به عنوان روشــی مطمئــن در تعیین میزان 

آلودگی به نئوسپورا کنینوم تلقی کرد.

نتیجه‌گیری نهایی 
در جمع بنــدی نهایی نتیجه این مطالعه ثابت کــرد که تاکی زوآیت 
تخفیف حدت یافته نئوســپورا کنینوم با استفاده از پاساژ طولانی روی رده 
سلولی همچنان ارزش تشــخیصی دارد و میتوان از آن بعنوان آنتی ژن در 

روش اگلوتیناسیون برای تشخیص آلودگی نئوسپورا کنینوم استفاده کرد.
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سازی رازی در قالب پروژه تحقیقاتی به شماره  91116-18-84-2  تامین 
گردیده اســت و در آزمایشگاه ملی نئوسپورا مراحل اجرایی آن انجام گرفته 
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