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مقايسه سه نوع كشت سلولي براي تكثير و نگهداري توكسوپلاسما 
 DNA  گوندي در آزمايشگاه و توليد

  *اصغر فضائلي دكتر

  قارچ شناسي و انگل شناسيدانشگاه علوم پزشكي و خدمات بهداشتي درماني زاهدان، دانشكده پزشكي، گروه   *  
  
  

  
  
  
  
  
  
  
  
  
  

  
  
  
  
  
   قدمهم

سوم مردم  زد كه حدود يكتخمين  Kean، 1973در سال 
 جهان در سرم خون خود داراي آنتي بادي ضد توكسوپلاسما

هستند، بدين معني كه با انگل توكسوپلاسما آلوده  گوندي
به نظر مي رسد كه اين نسبت بالاي آلودگي كم و   )1(.اند شده

اگرچه ميزان آلودگي به اين انگل در . بيش همچنان باقي است
 70 حدودائين مي باشد، اما در مناطقي ديگر بعضي مناطق بسيار پ

در ايران در يك . درصد مردم آلودگي را تجربه كرده اند  80تا 
استان كشور با استفاده از روش  12مطالعه سرواپيدميولوژي در 

طور ه ، مشخص گرديد كه ب)IFA(ايمنوفلورسانس غير مستقيم 
نتي ژن افراد داراي سرم مثبت در مقابل آ درصد 8/51متوسط 

عفونت توكسوپلاسموز به موازات اشاعه  )2(.توكسوپلاسما بودند
گسترده بيماري ايدز در دنيا در طول دو دهه اخير مورد توجه 
مجدد و ويژه اي قرار گرفته و اين بدليل ايجاد بيماري حاد و 

ص ايمني در اثر باز فعال قاي است كه در افراد مبتلا به ن كشنده
اين شرايط جديد . انگل ايجاد مي نمايد (reactivation)شدن 

نتيجه در سبب جلب محققين و انجام تحقيقات زياد و 

  چكيده 
توكسوپلاسما گوندي يكي از شايعترين تك ياخته هاي انگلي انسان و حيوان در تمام كشورهاي دنيا اسـت كـه بـه مـوازات      :زمينه و هدف

  بـراي مطالعـات سـلولي مولكـولي ايـن تـك       . نياز به مطالعـات بيشـتري دارد   وه اشاعه بيماري ايدز در دو دهه اخير مورد توجه بيشتري قرار گرفت
   .و اين مطالعه به منظور انتخاب كشت سلولي مناسب انجام شد ياخته كشت سلولي مناسب مورد نياز ضروري است

ن از فنوتيپهاي مختلف يعنـي  استري 2به طور مقايسه اي با كشت  HFFو   HEL ،MRC5رده سلولي مختلف  3تعداد : مواد و روش كار
RH  وBeverley در شرايط يكسان مورد مطالعه قرار گرفتند.  

بيشتر از محصول كشتهاي دو نوع كشـت   HFFحاصل از كشت  RHبر اساس نتايج، ميزان زنده بودن تاكي زوئيت هاي استرين   :يافته ها
آنهـا در محيطهـاي كشـت سـلولي      از كشـتهاي ترين انگل پايدار تـر  در مورد هر دو اس HFFمحيط در فلاسكهاي كشت  pH. سلولي ديگر بود

HEL  وMRC5 تعداد انگل بدست آمده از كشت استرين . بود و كمتر تمايل به اسيدي شدن داشتRH  نسبت به استرينBeverley   در هـر
را در مقايسـه بـا دو نـوع كشـت ديگـر       تعداد انگـل  بيشـتري   HFFدر كشت سلولي  Beverleyتكثير استرين . سه نوع كشت سلولي بيشتر بود

ميكروگـرم بـه ازاي هـر فلاسـك كشـت       33تـا   RH 31بدست آمده از انگل هاي حاصل از فلاسكهاي كشـت   DNAمقدار كل . حاصل نمود
  .ميكروگرم بدست آمد 25تا  Beverley ،20سلولي و در مورد استرين 

براي استفاده در آزمايشگاههاي تشخيصي و تحقيقاتي و بـراي   HFFت سلولي نتايج اين مطالعه نشان داد كه در مجموع كش :نتيجه گيري 
سـال ششـم،     مجلـه طبيـب شـرق،    ( .سبتر از دو نوع كشت ديگر اسـت مطالعات سلولي مولكولي فنوتيپهاي مختلف توكسوپلاسما گوندي منا

  )113تا   105 ، ص1383 تابستان،  2شماره 
 .HFF،HEL ،MRC5، بيولوژي سلولي مولكولي، DNAلولي، توليدتوكسوپلاسما گوندي، كشت س: واژه هاگل
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خصوص در زمينه بيولوژي ه دستاوردهاي جالب و با ارزشي ب
  . است همولكولي اين انگل گرديد

در افراد داراي سيستم ايمني كارآمد بيشتر آلودگي هاي 
فاق مي افتد، در صورت مزمن و بدون علامت اته توكسوپلاسما ب

ه به فرم غير مهاجم ب) تاكي زوئيت(اين افراد انگل از فرم فعال 
نام برادي زوئيت و سپس به كيست نسجي تبديل مي شود و به 
مدت طولاني و شايد تا پايان عمر در نسوج ميزبان از جمله نسج 

عنوان به اين منبع مخفي عفونت همواره   )3(.مغز باقي مي ماند
مي گردد كه قادر است به يك عفونت فعال و خطري محسوب 

بيماري از جمله آنسفاليت توكسوپلاسميك در اثر پاره شدن 
. وئيت گرددزكيست نسجي و تبديل برادي زوئيت به تاكي 

Luft  وRemington  از  درصد 95دريافتند كه حدود
آنسفاليتهاي توكسوپلاسميك به علت بازفعال شدن انگل اتفاق 

مام اين پديده هاي بيولوژيك كه به عوامل متعددي ت  )4(.مي افتد
بستگي دارند، نياز به بررسي دارند و اين بررسي در اغلب موارد 

كشت سلولي دارد كه و  نياز به استفاده از شرايط آزمايشگاهي
راحتي رفتار انگل را در آن مورد مطالعه و كنكاش قرار ه بتوان ب

  .از كشت سلولي است داد، البته اين تنها يك جنبه استفاده
يكي از مراحل دشوار و مهم در مطالعات بيولوژي مولكولي 
تك ياخته ها از جمله توكسوپلاسما گوندي بدست آوردن انگل 
. به ميزان كافي و عاري از آلودگي به سلولهاي ميزبان مي باشد

نياز به نگهداري حيوان آزمايشگاهي و امكانات  in vivoكشت 
علاوه، ه ب. ه و همه جا در دسترس نيستمخصوص دارد كه هميش

و كند رشد در ) avirulent(كشت استرينهاي آويرولانت 
حيوان منجر به توليد كيست نسجي گرديده و خالص سازي آن 
از بافتهاي ميزبان آسان نيست، اگر چه روشهايي براي خالص 
       سازي كيستهاي نسجي و برادي زوئيتها معرفي گرديده

سلولي توكسوپلاسما از سالها پيش مورد استفاده  كشت)6و5(.است
و به نظر مي رسد روش آسان و مفيدي  ) 7-11(قرار گرفته است

براي مطالعات مولكولي  DNAبراي توليد انگل به منظور تهيه 

، توليد )12(همينطور براي بررسي حساسيت دارويي. است
در داي  و توليد تاكي زوئيت براي كاربرد  )14و13(موتانهاي انگل

كه انگل توكسوپلاسما در  ثابت گرديده ) Dye test.()15(تست 
بهتر از كشتهاي  (monolayer) كشتهاي سلولي يك لايه

سلولي معلق رشد مي كند كه احتمالاً به علت تماس آسانتر انگل 
كشت  ) 16(.به سلول و نفوذ راحت تر آن بداخل سلول مي باشد

پلاسما به سادگي سلولي استرينهاي آويرولانت توكسو
كه بيشتر به فرم تاكي زوئيت ) virulent(استرينهاي ويرولانت 

مقايسه كمي . است و به خوبي رشد و تكثير مي نمايد، نيست
رشد و تكثير استرينهاي مختلف توكسوپلاسما در بين رده هاي 

، با اين وجود كارآيي )17- 22(مختلف سلولي انجام گرديده است 
ف براي توليد زويتهاي استرينهاي رده هاي سلولي مختل

به منظور انتخاب . آويرولانت مورد مقايسه قرار نگرفته است
كشت سلولي مناسب براي كشت مداوم توكسوپلاسما و توليد 

DNA سه نوع مختلف سلول فيبروبلاست مورد مقايسه قرار ،
 HHF (human foreskin fibroblast) :گرفت كه عبارتند از

  ،(human embryonic lung fibroblast) HEL   و
MRC5.  

 روش كار   

از  MRC5رده سلولي : رده هاي سلولي و سويه هاي انگل
و رده ) لايف تكنولوژي انگلستان( GIBCO BRLشركت 

از بخش ويروس شناسي دپارتمان ميكروبيولوژي  HELسلولي 
توسط  HFFرده سلولي . دانشگاه ابردين انگلستان تهيه گرديد

تهيه و مورد استفاده ) Foreskin(بافت فورسكين  نويسنده از
از  Beverleyو سويه  Iاز ژنوتايپ  RHسويه . قرار گرفت

از آزمايشگاه رفرانس توكسوپلاسما در اسكاتلند  IIژنوتايپ 
  .تهيه گرديدند) شهر اينورنس(

و  HEL  ،MRC5سلولهاي  :آماده سازي كشتهاي سلولي
HFF  12و  14، 13ترتيب ه ب(هم با شماره پاساژهاي نزديك به (

با استفاده از محيط  cm2  75  در فلاسكهاي متوسط با سطح 
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و مكمل هاي گلوتاماين، اسيد آمينه هاي غير  MEMكشت 
استرپتومايسين، بي كربنات سديم و سرم  -ضروري، پني سيلين

پس از . كشت داده شدند ºC 37در) FBS(غير فعال گوساله 
سطح كشت فلاسكها از سلولهاي  رشد سلولها و پوشش كامل
           فلاسك كوچك 10به   cm2 75فيبروبلاست، هر فلاسك 

cm2 25   1×106 در هر فلاسك كوچك (پاساژ داده شده 
نگهداري شده تا   ºC 37در او فلاسكها مجدد) سلول كاشته شد

 . لايه سلولي كامل گرديد

گل هنگام كشت ان :كشت انگل در فلاسكهاي كشت سلولي 
 FBSمحيط كشت مايع فلاسكها با محيط تازه و غلظت كمتر 

فلاسك از هر يك از رده هاي  10تعويض گرديد و تعداد 
فلاسك  5 .سلولي براي كشت انگل مورد استفاده قرار گرفت

به  او جمع Beverleyفلاسك براي سويه  5و  RHبراي سويه 
. رديدانگل تلقيح گ 1 ×510فلاسك كه به هر فلاسك  30تعداد 

در مورد سويه دوم، قبل از شروع مطالعه كيستهاي نسجي اين 
سويه در يك فلاسك اوليه كشت سلولي تلقيح و پس از رشد و 
تكثير، تاكي زوئيتهاي آزاد شده در محيط مايع در زمان شروع 

 24. مطالعه برداشت و به فلاسكهاي مورد نظر تلقيح گرديد
محيط  ºC 37ر دماي ساعت بعد از تلقيح انگل و نگهداري د

MEM فلاسكهاي آلوده . مجدداً با محيط تازه تعويض گرديد
و ) inverted(در زير ميكروسكوپ مخصوص  اروزانه مستقيم

همچنين با تهيه لام از محيط مايع فلاسكها از نظر روند رشد و 
زمان ليز . تكثير انگل و ليز سلولي مورد بررسي قرار مي گرفتند

 pHاي توليد شده، درصد زنده بودن انگل، سلولي، تعداد انگله
  .محيط و آلودگي سلولي اندازه گيري شد

پس از تكثير انگل و ليز  :برداشت و خالص سازي انگل 
، تمامي محتواي فلاسكها جداگانه درصد 80سلولي به ميزان 

متر  pHآنها با  pHتخليه گرديد و ضمن اندازه گيري 
سط سرنگ از سر تو) ، سنگاپورN/852ميكروپروسسور (

عبور داده شدند تا سلولهاي ليز نشده ) g27(سوزنهاي نازك 

در اين . حاوي انگل نيز پاره شده و زويتهاي آنها آزاد گردند
تعداد تاكي (مرحله با استفاده از لامهاي نئوبار دانسيته انگل 

و تعداد اشكال شبيه كيست نسجي ) ميكروليتر 20زوئيتها در هر 
و همزمان ميزان زنده بودن زوآيتها با استفاده از اندازه گيري شد 

محاسبه ) phase contrast(ميكروسكوپ فاز كنتراست 
براي خالص سازي زويتها محتواي هر فلاسك از يك . گرديد

ميكرومتر عبور  3با روزنه هاي ) Watmann(فيلتر پلي كربنات 
داده شد و ميزان خالص بودن انگلها با شمارش تعداد سلولها 

محلول صاف شده به . انگل اندازه گيري شد 100سبت به هر ن
بار با  3وژ و رسوب حاصل يسانتريف 1000دقيقه با دور  10مدت 

سرم فيزيولوژي شستشو داده شد و آخرين رسوب براي تهيه 
DNA مورد استفاده قرار گرفت .  

جدا سازي و تخليص  جهت :DNAجدا سازي و تخليص 
DNA لروفرم از روشهاي ك -با استفاده از فنل   Sambrook)23( 

طور خلاصه رسوب ه ب. شداستفاده  )24(و همكاران  Cristinaو 
ميلي  5/7ماده ليز كننده حاوي  ml1 صل از هر فلاسك در حا

  ، درصد EDTA   ،SDS 1ميلي مولار  Tris-HCl ،5/7مولار 
 3درجه به مدت  50در دماي  Proteinase Kميلي گرم  1

در اين مرحله سديم پركلرات با غلظت . ي شدساعت نگهدار
يك بار  DNA جدا سازي . مولار به لوله ها افزوده شد 1نهايي 

كلروفرم و بار دوم با كلروفرم تنها انجام  -با حجم مساوي فنل
با حجم  DNAگرديد و پس از جدا نمودن قسمت حاوي 

 20مساوي از الكل اتيليك مطلق سرد مخلوط و پس از افزودن 
ساعت  1درجه به مدت  -20مولار در  3كروليتر استات سديم مي

، لوله هاي اپندرف DNAنگهداري و سپس براي رسوب دادن 
و محتواي الكل تخليه   وژيسانتريف 12000دقيقه با دور  5به مدت 
ميلي ليتر اتانول سرد  DNA ،1جهت شستشوي رسوب . گرديد

جدد محتواي وژ ميبه رسوب اضافه و پس از سانتريف درصد 70
حل )  TE )8pHميكرو ليتر بافر  200الكل تخليه و رسوب  در 

در  O.Dروز با اندازه گيري  2پس از  DNAغلظت . گرديد
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داده هاي بدست آمده در . دستگاه اسپكتروفتومتر محاسبه گرديد
و مقايسه ميانگين ها و آناليز واريانس با استفاده از  مطالعهاين 

ورد تجزيه و تحليل آماري قرار مآزمون كروسكال واليس 
  . گرفت

  يافته ها 
در  RHحداكثر ليز سلولي در فلاسكهاي آلوده به استرين 

روز و در كشت  4بعد از  MRC5 و HEL كشتهاي سلولي
اين دوره در ). 1جدول (روز اتفاق افتاد  5بعد از  HFFسلولي 

ر روز د 9طولاني تر بود،  Beverleyفلاسكهاي آلوده به استرين 
جدول ( HFFروز در كشت  13و  MRC5و  HELكشتهاي 

حاصل از  RHدرصد زنده بودن تاكي زوئيتهاي استرين ). 2
بيشتر بود  MRC5 و  HEL نسبت به حاصل كشت HFFكشت 

)05/0<P .( اين نسبت در مورد استرينBeverley  اختلاف
پس از . معني داري را بين كشتهاي سلولي مختلف نشان نداد

ه ب MRC5و  HELرنگ محيط  در فلاسكهاي كشت انگل 
 pHتدريج از صورتي به زرد تغيير يافت كه دال بر كاهش 

با وجود اينكه محيط مايع . محيط و رو به اسيدي رفتن آن بود
روز كشت،   5تا  4در طول  HFFاين دو كشت نسبت به كشت 

 محيط در پايان دوره pHيك يا دو بار بيشتر تعويض گرديد، 
محيطهاي دو  pHطور معني داري بيش از ه ب HFFكشت در 

  يعني   ي سلولي گآلود ). 2 و 1جداول (  بود   ديگر  سلول نوع 

 قبل(حضور سلولهاي كنده شده و شناور در محيط مايع فلاسكها 
نسبت به دو نوع سلول ديگر  HFFدر فلاسكهاي ) از برداشت

      كمتر بود Beverleyو  RH در كشتهاي هر دو استرين 
)05/0< P .( پس از برداشت كامل و فيلتر كردن محتواي

 1فلاسكها آلودگي سلولي در هر سه نوع كشت سلولي كمتر از 
تعداد كل انگل بدست آمده در سه نوع كشت . بود درصد

اختلاف معني داري نداشت در حاليكه در  RHسلولي در مورد 
دو محصول بيشتري نسبت به  HFF، سلول Beverleyكشتهاي 

در مجموع استرين ). P >05/0( نوع سلول ديگر توليد نمود
Beverley  نسبت به استرينRH  تعداد انگل كمتري توليد نمود

)05/0 < P .( فلاسك  4البته در بخشي از اين مطالعه، تعداد
كشت داده شده بود براي  Beverleyكه با استرين  HFFاضافي 

نشان داد كه در نتايج  (Double harvest)دو بار برداشت 
در مقايسه با يك بار  Beverleyمجموع تعداد انگل حاصل از 

كه اين ) 3جدول (ه ميزان قابل توجهي افزايش يافت ب برداشت،
و  HELخصوص در كشتهاي ه ب RHقابليت در مورد استرين 

MRC5  معمولا كمتر وجود دارد و اين به دلايل مختلف از
بدست  DNAمقدار كل . شدجمله سرعت بالاي ليز سلولي مي با

تا  RH ،31آمده از انگلهاي حاصل از فلاسكهاي كشت سلولي 
ميكروگرم به ازاي هر فلاسك كشت سلولي  و در مورد  33

  .  ميكروگرم بدست آمد 25تا  Beverley 20استرين 
 

توکسوپلاسما گوندی در سه نوع کشت سلولی  RHمقايسه کشت سلولی سويه : ١جدول 
 مختلف
 

 n( HEL MRC5 HFF P value=  ۵فلاسك ( لول نوع س

ميانگين زمان حداکثر ليز سلولی  در
= ٠٠١/٠ ۵ ۴ ۴ )روز(ها  فلاسك

P 
متوسط تعداد تاکی زوئيت حاصل از

 فلاسکها
١٠٧  ×
۴٧/٢ 

١٠٧  ×
۴۵/٢ 

١٠٧  ×
۴۵/٢ 

٩۶/٠ =
P 

متوسط ميزان زنده بودن  تاکی
 %٠٠/٩۶%٢۶/٩٢ %٩٠ زوئيتهاي بدست آمده

٠٠١/٠ =
P 

= ٠٠١/٠ ٠۵/٧ ۴٩/۶ ۴٠/۶ ها محيط کشت فلاسك pH متوسط 
P 

متوسط(ميزان ناخالصي تاکی زوئيتها 
 %۴/١ %٧/٢ %٠/٣ )تعداد سلولهاي ميزبان

٠٣۶/٠ =
P 
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توکسوپلاسما گوندی در سه نوع کشت سلولی  Beverleyمقايسه کشت سلولی سويه : ٢جدول 
 مختلف
 

 n( HEL MRC5 HFF P value=  ۵فلاسك ( نوع سلول 

ميانگين زمان حداکثر ليز سلولی  در
=٠٠٠١/٠ ١٣ ٩ ٩ )روز(ها  فلاسك

P 
متوسط تعداد تاکی زوئيت حاصل از

 فلاسکها
١٠٧ ×
٢٠/١ 

١٠٧ ×
٢۶/١ 

١٠٧ ×
۵۴/١ 

٠٠٣/٠ =
P 

متوسط ميزان زنده بودن  تاکی
 زوئيتهاي بدست آمده

٢٠/٨ %٢٠/٨٢۵% ٧٩/٠ %٠٠/٨٨ =
P 

 ها کشت فلاسك محيط pH متوسط 
۶۵/۶ ٧٠/۶ ٠٠٠١/٠ ١٨/٧=

P 
متوسط(ميزان ناخالصي تاکی زوئيتها 

 %۶/٣ )تعداد سلولهاي ميزبان
۴/٣% 

۶/١% 
٠٠٠١/٠=
P 

 
توکسوپلاسما گوندی در کشت  Beverleyبار برداشت از کشت سلولی سويه  ٢حاصل : ٣جدول 

HFF 
 

 
 شماره فلاسک

 تعداد تاکی زوئيتها

اولين برداشت 
 )ز دهمرو(

روز (دومين برداشت 
 جمع )سيزدهم

٧×  ١٠٧ ١۵/١٠٧ ٣٠/١×  ١٠٧ ٠  ×
٠۵/٢ 

٩×  ١٠٧ ٢۵/١٠٧ ٠٠/١×  ١٠٧ ٠  ×
٩۵/١ 

٨×  ١٠٧ ٣۵/١×  ١٠٧ ٠۵/١٠٧ ١  ×
٠٠/٢ 

۴ ٠×  ١٠٧۵/١٠٧ ٢٠/١×  ١٠٧ ١  ×
٢۵/٢ 

×  ١٠٧ ١۶/١×  ١٠٧ ٩٠/٠×  ١٠٧ ميانگين
٠۶/٢ 

  بحث 
که نشان داد مطالعه نتايج اين 

از سه نوع کشت سلولی مختلف که در 
مراکز تحقيقاتی و آزمايشگاهها 

با  HFFاستفاده می شود، سلول 
مقاصد مختلف، مناسبترين کشت سلولی 

تعداد متعددی از انواع . باشد می
رده های سلولی برای کشت انگل 
توکسوپلاسما گوندی و تکثير فرم 

انگل و جدا ) تاکی زوئيت(فعال 
ازی آن مورد سازی و خالص س

با اين . استفاده قرار گرفته است
وجود تهيه و نگهداری بعضی از 
انواع سلولها با مشکلاتی مواجه 
بوده يا به راحتی در 
. آزمايشگاهها در دسترس نمی باشند

  ها سلول  يک از انواع  همچنين هيچ
 سلولی يا روشهای کشت و 
 

به تنهايی برای همه اهداف مطالعه  
in vitro سوپلاسما مناسب نبوده توک

 .است
Domzig  ٩٣٧و همکاران سلول 

U)فوم هيستوسيت انسانینسلول ل (
استفاده  RHتنها برای استرين را 
و همکاران  کشت  Harmer )٢١( .کرد

را برای توليد انبوه  Hep2سلولی 
 استفاده  BKو  RHهای  انگل سويه

علت ه کردند اما اين کشت سلولی ب
تغييراتی که در انگل بوجود می 
آورد از جمله تغيير آنتی ژنيکی 
بر اثر شرايط خاص محيط کشت، برای 

D
ow

nl
oa

de
d 

fr
om

 z
jrm

s.
ir 

at
 1

2:
27

 +
04

30
 o

n 
F

rid
ay

 J
un

e 
7t

h 
20

19

http://zjrms.ir/article-1-29-en.html


ري توكسوپلاسماانواع كشت سلولي جهت نگهدا  
 

83 تابستان، 2 ، شمارهششم سالشرق،   طبيب  

 

110

مطالعات فيزيولوژيک انگل مناسب 
و همکاران در  Hugh )٢۵(.نبود
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 Hep2مطالعاتی يافتند که سلول 
نامناسب بود در حاليکه سلول 

(African green monkey primary kidney) AGMPK 
م زيادی از انگل را توليد حج
سه نوع سلول مورد بررسی   )١٨(.نمود

در مطالعه حاضر بخصوص سلولهای 
MRC5  وHFF  به کرات برای کشت

توکسوپلاسما با اهداف مختلف بکار 
رفته است، با اين وجود اطلاعاتی 
در دسترس نيست که نشان دهد 
کداميک از اين سلولهای معروف 

 inايط برای نگهداری انگل در شر
vitro  ،توليد مثل و تکثير انگل ،

ه بررسی بيولوژيک توکسوپلاسما ب
خصوص سويه های کند رشد مناسبتر 

مطالعه حاضر نشان داد که   .است
نسبت  HFFدر سلول  Beverleyاسترين 

. بهتر رشد می کند HELو  MRC5به 
 HFFآثار سايتوپاتيک سلولی در 

ديرتر ظاهر می شود که اين خود 
يرپايی اين نوع سلول می سبب د
اين پديده احتمالاً به دليل  .گردد

کندی در تقسيم سلولی و چسبندگی 
در سطح داخلی  HFFبيشتر سلولهای 
محيط  pHتغيير   )١۶(.فلاسک می باشد

مايع کشت از قليايی به سمت اسيدی 
 HELو  MRC5در دو نوع کشت سلولی 

شايد باعث کاهش  HFFنسبت به 
تاکی زوئيتهای  ميزان زنده بودن

بدست آمده از دو نوع  RHسويه 
 يدر مطالعه ديگر.سلول اولی باشد

نيز نگهداری انگلهای خارج سلولی 
، نسبت زنده  = ۶pHدر محيطی با 
کاهش پيدا  درصد ۶٠بودن انگل تا 

ی محيط مايع کشت گآلود )٢۶(.کرد
)supernatant ( حاوی انگلهای توليد

ای شده در داخل فلاسکها به سلوله
طور ه ب HFFميزبان در کشتهای 

معنی داری نسبت به دو نوع کشت 
البته پس . سلولی ديگر کمتر بود

کل محتوای  ،از برداشت نهايی
فلاسکهای هر سه نوع کشت سلولی پس 
از صاف کردن از فيلتر کمتر از 

با  DNAبود که سبب حصول  درصد١

درجه خلوص نسبتاً بالايی گرديد که 
روشهای بيولوژی  برای استفاده در

خالص  DNAمولکولی که نياز به 
و  مناسب RAPD-PCR 1دارد مثل روش 

طور کلی توليد مقدار ه ب. است
خيلی زيادی انگل تقريباً در همه 
سيستمهای کشت سلولی جهت توليد 

بسيار  DNAمقدار قابل توجهی 
مشکل است لکن برای روشهای مبتنی 

مورد  DNAکه مقدار کمی  PCRبر 
است استفاده از اين ابزار نياز 

بسيار مناسب است و ) کشت سلولی(
) حيوان آزمايشگاهی( in vivoبه کشت 

اين مطالعه نشان . ترجيح دارد
نسبت  HFFطور کلی کشت ه داد که ب

خصوص ه به دو نوع سلول ديگر و ب
برای کشت سويه های کند رشد 

بعلاوه، اين سلول را . مناسبتر است
نسج  راحتی می توان ازه ب

در آزمايشگاه و ) foreskin(فورسکين 
در شرايط استريل تهيه و به مقدار 
زيادی بدون هيچ مشکلی تکثير 

البته بايد مراقب بود که . نمود
اين سلول به ويروسهای مخفی 
احتمالی موجود در بافت ميزبان 

احتمال آلودگی  )١۶(.آلوده نباشد
ها، ويروسها و  ثانويه به باکتری

بدليل  HFFدر سلول قارچها نيز 
نياز کمتر به باز کردن درب 

برای  CO2فلاسکها جهت تعديل درصد 
پايدارتر  HFFدر pH(محيط  pHتعديل 

سرعت . کمتر خواهد بود)می ماند
پائين در تکثير اين سلول، نياز 

و چسبندگی بيشتر سلول  FBSکمتر به 
به سطح داخلی فلاسک امکان 
نگهداری اين کشت سلولی را به 

فراهم  C º٣٧ ت طولانی در دمایمد
 ) ١۶(.می نمايد

بنابراين ابزار مناسبی برای  
انگلهای با سرعت رشد پائين 

علاوه، اين ه ب. خواهد بود
ه ب HFFپايداری بيشتر سلول 

عبارتی ديگر نيمه عمر بالاتر 

                                           
1- Random Amplified  Polymorphic DNA 
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نسبت به دو نوع سلول ديگر برای 
برادی زوئيت به تاکی  تبديل

خواهد زوئيت و بالعکس مناسبتر 
مطالعه حاضر همچنين نشان . بود

شانس بهتری را  HFFداد که کشت 
برای توليد کيست نسجی در 
فلاسکهای کشت سلولی نسبت به دو 

 .نوع سلول ديگر فراهم می نمايد

  سپاسگزاري
با تشكر از همكاري صميمانه دانشگاه علوم پزشكي زاهدان        

ان و تشكر از و بخش ميكروبشناسي دانشگاه ابردين انگلست
آزمايشگاه رفرانس توكسوپلاسما در اسكاتلند كه سويه هاي 

  .استاندارد توكسوپلاسما را در اختيار اينجانب قرار دادند
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Evaluation of three different cell cultures for tachyzoite 

and DNA production of Toxoplasma gondii 
 

Fazaeli  A. PhD* 

  
Background: Toxoplasma gondii is one of the most prevalent zeonotic protozoa that 

has been farther considered with concern to the increasing prevalence of AIDS during 
the last two decades. Cell culture is an important and necessary tool for molecular 
and cell biology of Toxoplasma gondii as well as maintaining stock and routine 
laboratory works. This study was performed to evaluate different cell lines and select 
an appropriate one for Toxoplasma gondii culture, tachyzoite production and DNA 
preparation. 

Methods and Materials: Three different fibroblast mono layers were assayed by 
inoculation of two strains including RH and Beverley, the representatives of virulent 
and avirulent phenotypes, respectively. 

Results:  The results showed that the viability of propagated parasites in the HFF 
cultured flasks was higher than that of the other two cell cultures. The pH of culture 
medium was more stable in the HFF flasks, whereas it was likely to become acidic in 
the HEL and MRC5 flasks. Total parasite yield in RH strain cultures comparing to the 
Beverley cultures in all three cell lines was significantly higher. However, 
comparison of the Beverley strain tachyzoite yield in different cultures showed a 
higher parasite quantity in the HFF line. Total amount of extracted and purified DNA 
was 31 to 33 µgr/flask for the RH strain and 20 to 25 µgr/flask for the Beverley 
strain.  

Conclusions: It was concluded that the HFF is the most suitable cell line for 
routine and continuous subculture as well as DNA production from most Toxoplasma 
strains.  

 

    KEY WORDS: Toxoplasma gondii, Cell culture, DNA production, Molecular 

and cell biology, HFF, HEL, MRC5 
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