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چکید ه 
نئوسپورا کانینوم انگلی با انتشار جهانی وعامل سقط جنین در گاو است که منجر به خسارات اقتصادی در صنعت گاوداری مي شود. 
در این مطالعه تعداد 10 مجموعه شــماره سرم تجاری جنین گاو در دســترس و نیز 16 مجموعه شماره سرم جنین گاو که مراحل 
تحقیقاتي و تولید اولیه را سپري مي نمودند، از نظر آلودگی به نئوسپورا کانینوم با استفاده از کیت تشخیص آنتی بادی مورد بررسی 
قرار گرفتند. 100 درصد سرم هاي تجاری جنین گاو با منشا خارجي و 37/5 درصد )6 نمونه از 16 نمونه( سرم جنین هاي در مرحله 
تحقیق تهیه شده از منبع داخلی دارای آنتی بادی علیه نئوســپورا کانینوم بودند. نتایج بدست آمده نشان دهنده آلودگی بالای 

سرم هاي تجاري جنین گاومورد استفاده به نئوسپورا کانینوم می باشد.
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Neospora caninum is a worldwide distributed pathogen which causes abortions in dairy cattle, leading to economic 
losses in the cattle industry. In this study ten different available lots of commercial fetal bovine serum samples and 
sixteen different lots of prototype fetal bovine serum were tested using a commercially available ELISA kit for the 
presence of total antibody to N. caninum. 100% (10/10) of the commercial FBS and 37.5% (6/ 16) of the prototype 
fetal bovine serum examined in this study were positive for N. caninum. This finding showed the high frequency of  
N. caninum infection in used commercial fetal bovine serums.
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مقدمه
برای تولید تجاري سرم جنین گاو (FBS) از خون جنین های گاوهاي 
بارداري که به دلایل غیر عفوني مانند لنگش فلج کننده به کشتارگاه فرستاده 
مي شوند و یا از گاو های باردار گوشتي ارسالی به کشتارگاه استفاده می شود. 
در این موارد خون معمولا از قلب جنین های با سن حداقل 3 ماه جمع آوری 

می شود )6(.
ســرم جنین گاو (FBS) به عنوان ماده غذایی مکمل محیط کشت برای 
تامین فاکتور های مغذی و رشــد به طور وســیعی در کشت سلول، کشت 
ویروس، کشــت انگل و ســایر میکروارکانیســم ها و نیزدرتولیدآنتی بادی 
منوکلونال (MAb) بکار می رود. همچنین از ســرم جنین گاو در کیت های 
خنثی سازی (Neutralization) و غیر فعال سازی (Inactivation) و در طراحی 
 Blocking) و ساخت کیت های الایزا ومولکولی به عنوان عامل بلوک کننده
agent) استفاده می شود )1۰(. در حدود 17 ویروس و تعدادي از باکتري ها 
و انگل ها در هنگام آبســتني مي توانند از جفت عبور کرده و جنین را آلوده 
کنند )5(. حضور آنتي بادي علیه عوامل بیماري زا درســرم جنین گاو باعث 
تداخل درســاخت واکسن ها درمحیط هاي آزمایشگاهي خواهد شد و خنثي 
ســازي ذرات ویروس در محیط هاي کشــت در مورد تولید واکسن اسهال 

ویروسي گاوان به اثبات رسیده است )2 و3(.
در مطالعه اي که توســط تورس و اورتگا در ســال 2۰۰6 بر روی هفده 
نمونه تجاري ســرم جنین گاو از 4 شــرکت تجاري انجام شد، مشاهده شد 
که تمامی ســرم ها دارای آنتی بادی علیه نئوســپورا کانینوم مي باشند )9(. 
با توجه به اینکه در ســال هاي اخیر کشــت آزمایشگاهي نئوسپورا کانینوم 
در ســلول هاي مختلف جهت تولید آنتي ژن هاي نئوسپورا کانینوم، بررسي 
داروهاي موثر بر ضد انگل و تولید واکسن مرسوم شده است و در کشت هاي 
سلولي مربوطه از سرم جنین گاو استفاده مي شود )7( اطلاع از وجود آنتی 

بادی علیه نئوسپورا کانینوم در سرم جنین گاو مورد استفاده، جهت حصول 
بهترین نتیجه ضروري خواهد بود.

نظر به اینکه در چند سال اخیر تحقیقات گسترده اي در خصوص کشت 
نئوســپورا جهت تولید آنتي ژن و تولید واکســن در ایــران انجام گرفته و 
در حال انجام اســت، هدف از این مطالعه بررســی وجــود آنتی بادی علیه 
نئوســپورا کانینوم )آلودگی از نظر نئوســپورا کانینوم( در سرم های تجاری 
جنین گاو بود تا توجه محققینی که دراین زمینه مطالعه مي کنند، نسبت به 
آلودگي هاي احتمالي که ممکن است نتایج آزمایشات راتحت تاثیر قراردهد، 

جلب شود.

مواد و روش ها
نمونه هاي مورد آزمایش

تعداد 9 نمونه ســرم جنین گاو (FBS) تجاری با مجموعه شــماره هاي 
 ،(Newborn calf serum) مختلف و یک نمونه سرم گوساله تازه متولد شده
مجموعاً 1۰ نمونه متعلق به 2 کمپانی تولید کننده ســرم از آزمایشگاه هایی 
کــه بطور روزمره به منظور کشــت ســلول، میکروارگانیســم ها و کارهاي 
تحقیقاتي مورد اســتفاده قرار می گرفتند، تهیه شــد. منبع تولید سرم ها از 
گاوهاي منطقه اســترالیا ، آمریکاي جنوبي و انگلســتان بودند. علاوه بر این 
تعداد 16 نمونه ســرم جنین گاو با مجموعه شــماره هــاي مختلف نیز از 
منابع تولید داخل تهیه شــد. لازم به ذکر اســت که این نمونه ها محصول 
نهایی نبوده و بصورت خام تهیه شــده بودند. تمامی نمونه های دریافتی تا 
زمان انجام آزمایش در داخل میکروتیوپ در دمای 2۰- درجه سانتی گراد 
نگهداری شــدند. یک نمونه سرم تایید شده حاوی آنتی بادی علیه نئوسپورا 
کانینوم که قبلا توســط نویسندگان با اســتفاده از کیت IDEXX آزمایش 
شده بود، به عنوان کنترل مثبت و اطمینان هرچه بیشتردر صحت آزمایش 
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مورد استفاده قرارگرفت.

آزمون الایزا
برای تشــخیص آنتی بــادی علیه نئوســپورا کانینــوم از کیت تجاری 
(Neospora caninum Antibody Test Kit IDEXX) ساخت کشور آمریکا 
اســتفاده شد. آزمایش طبق دســتورالعمل ســازنده کیت انجام شد. بطور 
خلاصه، نمونه های سرمی به نسبت 1/1۰۰ رقیق شدند و سپس با آنتی ژن 
نئوسپورا کانینوم پوشــانده شده و در چاهک های میکروپلیت انکوبه شدند. 
پس از انجام چندین مرحله شستشــو، آنتی بادی کونژوگه به منظور اتصال 
با کمپلکس ایمنی احتمالی به چاهک اضافه شــد. در مرحله بعد به منظور 
آشــکار شــدن کمپلکس ایمنی و اثبات حضور آنتی بادی، کروموژن اضافه 
گردید و برای پایان دادن به واکنش، از محلول ارائه شــده اســتفاده شد. با 
استفاده از دســتگاه الایزاریدر ((DYNEX MRX، چگالي نوري واکنش در 
طول موج 63۰ نانومتر قرائت شــد. بر طبق توصیه ســازنده کیت، نتایج به 
 (S/P ratio) صورت نسبت چگالي نوري نمونه به چگالي نوري کنترل مثبت
بیان شدند. نمونه های با نسبت S/P بیشتر و یا مساوی با ۰/5 بعنوان مثبت 

از نظر وجود آنتی بادی علیه نئوسپورا کانینوم در نظر گرفته شدند.

نتایج
تمامي 9 نمونه ســرم جنین گاو و یک نمونه گوساله تازه متولد شده که 
از منابع خارجي تامین شــده بودند، دارای آنتی بادی علیه نئوسپورا کانینوم 
بودنــد. 6 نمونه از 16 نمونه )37/5 درصد( ســرم جنین در مرحله تحقیق 
تهیه شــده از منبع داخلی دارای آنتی بادی علیه نئوســپورا کانینوم بودند. 

نمونه کنترل مثبت نیز همچنان مثبت گزارش گردید. )جدول 1(

بحث
دربررســي اخیر از 26 نمونه مورد بررســي داخلي وخارجي 16 نمونه 
)61/5 درصد( از نظر وجود آنتي بادي ضد نئوسپورا کانینوم مثبت بودند که 
نشــان دهنده آلودگي بالاي سرم ها بخصوص سرم هاي خارجي با آنتي بادي 
ضد این ارگانیســم مي باشــد. در انتقال ایمني از مادر بــه فرزند در گاوها 
با توجــه به اینکه نــوع جفت در گاو از نــوع اپتلیوم کوریوني مي باشــد، 
لــذا آنتي بادي هــاي مادري به جنین منتقل نمي شــود. بنابــر این حضور 
آنتي بادي هاي ضد نئوسپورا کانینوم قبل از تغذیه با آغوز در جنین یا نوزاد 
تازه متولد شــده نشان دهنده آلودگي داخل رحمي جنین یا انتقال عمودي 
ارگانیســم از مادر به جنین است )1و4(. علاوه بر این اگر دراثر عفونت های 
میکروبی یا دلایل دیگر ضایعات پاتولوژیک در جفت رخ دهد، ممکن اســت 

باعث نشت ایمونوگلوبولین های مادر به گردش خون جنین شود )8(.
در آزمایشگاه ها به منظور تهیه آنتي بادي منوکلونال (MAb) از سلول هاي 
هیبریدوما اســتفاده مي شــود. با توجه به اینکه اغلب سلول هاي هیبریدوما 
خوب  رشــد نمي باشــند لذا اســتفاده از مواد مغذي بویژه سرم جنین گاو 
امري ضروري اســت. استفاده از ســرم هاي داراي آنتي بادي علیه نئوسپورا 
کانینوم مي تواند بر روي رشــد انگل هاي داراي اپي توپ هاي مشــترک با 
نئوســپورا کانینوم تاثیر بگذارد. در مراحل تولیــد آنتي بادي منوکلونال در 
صورت وجود آنتي بادي علیه نئوســپورا کانینوم در ســرم جنین گاو، آنتي 
بادي مذکور با آنتي بادي تولید شــده توسط سلول تولید کننده آنتي بادي 

منوکلونال )هیبریدوما( در ســوپرناتانت محیط کشت مخلوط شده و باعث 
ایجاد نتایج مثبت کاذب و گمراه کننده مي شود. این امر نه تنها براي تولید 
آنتي بادي منوکلونال علیه انگل نئوســپورا کانینوم اهمیت دارد، بلکه ممکن 
اســت در مورد انگل هایي که داراي اپي توپ هاي مشــترک می باشند نیز 

صادق باشد )9(. 
موارد بالای آلودگی جنین به نئوســپورا کانینوم می تواند نشان دهنده 
ناتوانی روش های تشخیصی موجود و یا لزوم استفاده از روش های تشخیصی 

نامناسب در تشخیص بیماري ها در گاوداری ها باشد.
یافته های این تحقیق نشــان دهنده ی این اســت که جنین ها با انگل 
نئوســپورا کانینوم آلوده شــده اند و یا با این انگل در تماس بوده اند. از آنجا 
که حضــور آنتي بادي هاي ضد نئوســپورا کانینوم در ســرم جنین ممکن 
اســت باعث اختلال در تحقیقات آزمایشــگاهی این انگل شود، لذا توصیه 
مي شــود شرکت هاي تولید کننده سرم هاي تجاري از قبیل سرم جنین گاو، 
محصــولات خود را از نظر آلودگي به انگل نئوســپورا کانینوم مورد ارزیابي 
قرار دهند و یا در صورت امکان، آزمایشــگاه ها و مراکز تولید واکسن که در 
زمینه کشــت آزمایشگاهي نئوســپورا کانینوم در سلول هاي مختلف جهت 
تولید آنتي ژن هاي نئوســپورا کانینوم، بررسي داروهاي موثر بر ضد انگل و 
تولید آزمایشــگاهی واکسن تحقیق می کنند، قبل از استفاده از سرم جنین 
گاو، آزمایش هــاي مــورد نیاز را در خصوص عدم آلودگي ســرم هاي مورد 

استفاده انجام دهند.

تشکر و قدردانی
بدینوســیله از زحمات بیدریغ کارشناسان محترم بخش کنترل کیفي 
موسسه تحقیقات واکسن وسرم ســازي رازي و بخش تحقیقات دامپزشکي 
مرکز تحقیقات و آموزش کشاورزي و منابع طبیعي استان اصفهان تشکر و 

قدرداني مي شود.
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جدول 1- نتایج آزمون سرم هاي تجاری نسبت به نئوسپوراکنینوم با استفاده ازروش الایزا.

*نسبت چگالي نوري نمونه به چگالي نوري کنترل مثبت )مقادیر پایینتر از 5.۰ به عنوان منفي در نظر گرفته شد(.

شمارهنوع نمونهشرکت سازندهکشورتولیدکنندهشماره مجموعهS/P ratio*نتیجه

1سرم جنین گاوBioseraآمریکای جنوبی1.25۰56۴65189۰+

+۰.9۴1G9863KآمریکاGibco Invitrogen2سرم جنین گاو

+1.4۴1F6653KآمریکاGibco Invitrogen3سرم جنین گاو

+1.5۴1G98۴3KآمریکاGibco Invitrogen4سرم جنین گاو

+1.3۴1G9875KآمریکاGibco Invitrogen5سرم جنین گاو

6سرم گوساله تازه متولدGibco Invitrogenانگلستان1.41۰68۴92+

7سرم جنین گاوGibco Invitrogenانگلستان1.61۰27۰+

+2.26333926YاسترالیاGibco Invitrogen8سرم جنین گاو

+1.5۴1F7575KانگلستانGibco Invitrogen9سرم جنین گاو

+۰.76G۰5۴1آمریکای جنوبیEmberyomax1۰سرم جنین گاو

–۰.۰387-A11سرم جنین گاوجهاد دانشگاهیایران

–۰.۰1<87-B12سرم جنین گاوجهاد دانشگاهیایران

–۰.۰287-C13سرم جنین گاوجهاد دانشگاهیایران

–۰.۰1<87-D14سرم جنین گاوجهاد دانشگاهیایران

–۰.۰1<87-E15سرم جنین گاوجهاد دانشگاهیایران

–۰.۰1<87-F16سرم جنین گاوجهاد دانشگاهیایران

–۰.1187-G17سرم جنین گاوجهاد دانشگاهیایران

–۰.۰1<87-H18سرم جنین گاوجهاد دانشگاهیایران

–۰.۰387-I19سرم جنین گاوجهاد دانشگاهیایران

–۰.387-J2۰سرم جنین گاوجهاد دانشگاهیایران

+3.۰87-K21سرم جنین گاوجهاد دانشگاهیایران

+2.487-L22سرم جنین گاوجهاد دانشگاهیایران

+2.887-M23سرم جنین گاوجهاد دانشگاهیایران

+2.887-N24سرم جنین گاوجهاد دانشگاهیایران

+1.287-O25سرم جنین گاوجهاد دانشگاهیایران

+2.487-P26سرم جنین گاوجهاد دانشگاهیایران

27سرم مثبت گاوکنترل مثبت2.8+

ردیابي آنتی بادی علیه نئوسپورا کانینوم در سرم هاي ...
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