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 چکیده 
 .سقط جنین در گاو شناخته شده است م، تک یاخته ای است که اخیراً به عنوان عامل بیماری زایونئوسپورا کانین سابقه و هدف:

های پروتئینی و بازار پر سود آن دارد. هدف از های دامی، رابطه مستقیمی با کاهش در میزان فرآوردهافزایش سقط جنین در جمعیت
 بود. 4392این پژوهش جستجوی انگل نئوسپورا کانینوم در شیر خام گاوهای شهرستان شهرکرد در سال 

های سنتی شهرستان شهرکرد جمع نمونه شیر خام به روش تصادفی از گاوداری 477مطالعه توصیفی مقطعی، تعداد در این  :روش کار
واکنش زنجیره ( جدا شده به روش DNAریبونوکلئوتید های )های شیر، دزاکسیآوری شد. سپس جهت شناسایی تک یاخته در نمونه

 ( مورد ارزیابی قرار گرفتند.PCR) ای پلی مراز

 ( آلوده به تک یاخته نئوسپورا کانینوم بودند.%47نمونه شیر ) 47، تعداد واکنش زنجیره ای پلی مرازبر اساس نتایج روش  ته ها:یاف

برای شناسایی گاوهای آلوده استفاده کرد و از  واکنش زنجیره ای پلی مراز در شیرتوان از روش نتایج نشان داد که می: نتیجه گیری
 های تازه متولد شده و سایر دام های حساس جلوگیری کرد.الهانتقال عامل به گوس

 PCRنئوسپورا، انتقال عمودی، شیر، کلیدی:  گان واژه
 

 مقدمه

باشد که به نحوی میها سرعت جابجایی عوامل بیماریامروزه 

اجرای کنترل و  وها بیماری گسترش شناخت سریع وضعیت

نئوسپورا (. 4ی باشد)ضروری م آنها ضررهای هنگفت پیشگیری از 

م، تک یاخته ای است که اخیراً به عنوان عامل بیماری زای وکانین

از  های مختلفیگونهسقط جنین در گاو شناخته شده است و در 

گزارش  موحیوانات نیز وجود نئوسپوروزیس ناشی از نئوسپورا کانین

(. این تک یاخته می تواند در اثر مصرف شیر خام گاو 2است)شده 

ده یا تانک های جمع آوری کننده شیر خام آلوده شده به آلو

(. در مطالعات گذشته 3نئوسپورا سبب بیماری زایی در انسان شود)

را در اقشار مختلف نشان دادند به  نئوسپوروزیس در برزیل آلودگی

نئوسپورا  درصد آنتی بادی علیه 33طوری که افراد مبتلا به ایدز 

  402طالعه دیگری نشان دادند، از تعداد (. در م1را داشتند) موکانین

نفر  42فرد  که از نظر سرولوژیکی توکسوپلاسموزیس مثبت بودند 

 (. 3داشتند) مونئوسپورا کانیناز نظر سرولوژیکی آلودگی به 

 عوامل بیماری زای ءتک یاخته جزدر مطالعات گذشته، این 

که آن،  پاتوگونومیکعلائم  زیرا شدتوکسوپلاسموزیس شرح داده می

وجه تمایز این تک یاخته از تک یاخته توکسوپلاسما گوندیی و 

 .گزارش نشده بودت می باشد، های مختلف جنس سارکوسیسگونه

های سقط در مطالعات بعدی انگل از موارد متعددی از اجزاء جنین

شد حضور شده گاوها جدا شد و موردی که به وضوح دیده می

ی تازه سقط شده بود و لذا این تک هافراوان این  انگل در جنین

یاخته به عنوان یکی از عوامل عمده سقط در سرتاسر جهان در نظر 

 (. 1-0گرفته شد)

گربه، سگ،  اغلب گونه های حیوانی مانند میزبان نئوسپورا کانینوم

 نئوسپورا کانینومی میزبان اصل باشند.موش می گوسفند، بز، اسب و

و افقی صورت  عمودیبصورت بیماری  انتقال(. 9باشد)فقط سگ می

قال عمودی تک یاخته به صورت داخل رحمی و یا به نتگیرد. امی

 به شیر خام  یا آغوز اتفاق می افتد. در   نئوسپورا صورت بلع اووسیت
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انتقال افقی بلع اووسیتی که در محیط وجود دارد صورت 

های ماده تیترهای  اغلب دامدر صورت وجود آلودگی  (.3گیرد)می

به واسطه  می دهند و آنتی بادی بر علیه نئوسپورا کانینوم رانشان

می شوند.  های پی در پیسقطدچار  وامل،نئوسپورا و سایر ع

در اثر نئوسپورا  سرتاسر جهان خسارت وارده به صنعت گاوداری در 

دلار در هر سال از نظر گوساله بیلیون  290/4  کانینوم بیش از 

تخمین زده شده است که حدود   شیر تولید زایی و کاهش میزان 

های شیری میلیون دلار مربوط به ضررهای گاوداری   9/012

های سالیانه مربوط به سقط نئوسپورایی در باشد. کل هزینهمی

میلیون دلار و در 4/4گاوداری های گوشتی در نیوزلند در حدود 

میلیون دلار در گاوداری های    3/311ایالات متحده در حدود  

(. در بررسی در تبریز میزان آلودگی سرمی به 47شیری بوده است)

( و در مطالعه ای دیگر 44درصد بوده است) 3/47تک یاخته مزبور  

درصد گزارش  33/47میزان آلودگی اسپرم های منجمد برابر 

 (. 42شد)

هدف این پژوهش جستجوی انگل نئوسپورا کانینوم در شیر  خام 

 بود.  4392گاوهای شهرستان شهرکرد در سال 

 

 روش کار

به م نمونه شیر خا 477در این مطالعه توصیفی مقطعی، تعداد 

های سنتی شهرستان شهرکرد در طی صورت تصادفی از گاوداری

جمع آوری شد. نمونه ها در کنار یخ  به آزمایشگاه  4392سال 

کنترل کیفی مواد غذایی دانشگاه آزاد اسلامی شهرکرد انتقال داده 

میکرولیتر از نمونه شیر با  477ابتدا  ،DNAشد. جهت استخراج 

میکرولیتر آنزیم پروتئاز داخل  3فر و میکرولیتر پروتئاز با 477

ثانیه  4-3میلی لیتری سانتریفیوژ مخلوط و به مدت  3/4های تیوپ

درجه سلسیوس  33ساعت در دمای  4-3ورتکس و سپس به مدت 

 Lysis solutionمیکرولیتر  177ها قرار داده شدند. به تیوپ

 377ثانیه ورتکس شدند. سپس به آنها  27اضافه و به مدت 

ثانیه  3اضافه و پس از  Precipitation solutionیکرولیتر م

 rpmدقیقه در  47ها به مدت ورتکس شدن، تیوپ

ها را خالی سانتریفیوژ شدند. پس از آن محتویات تیوپ43777

 به آن ها اضافه شد  و  wash bufferمیکرولیتر  4777نموده و 

 

 

  rpmدر دقیقه 3ها را ثانیه ورتکس کردن، تیوپ 3-3پس از 

سانتریفیوژ و نهایتا به محتویات قبلی اضافه شدند. محتویات 43777

درجه سلسیوس خشک و با  13دقیقه در  3ها به مدت داخل تیوپ

مخلوط شده و به آرامی تکان  Solven bufferمیکرولیتر از  37

درجه سلسیوس قرار گرفت.  13دقیقه در  3داده شد و به مدت 

ثانیه در  37ها مخلوط شده و به مدت وپسپس  محتویات دیواره تی

rpm 43777  سانتریفیوژ شدند که در نهایت استخراجDNA 

از پرایمر های اختصاصی نئوسپورا  PCRصورت گرفت. برای اجرای 

با توالی های 

NP4(5'CCTCCCAATGCGAACGAAA3') ،

NP6(5'CAGTCAACCTACGTCTTCT3')  و

NP7(5'GGGTGAACCGAGGGAGTTG3')  استفاده

از دستگاه  و تکثیر قطعه ژنومی PCR جهت انجام آزمایش(. 3د )ش

Master  cycler gradient  (Eppendorf Germany Co.) 
 ،PCR buffer 10Xمیکرو لیتر  3واجد  ،میکرو لیتر 37با حجم 

هر میکرومول از  dNTP، 2میکرومول  2MgCl، 277میلی مول  2

 Taqواحدی  4یم واحد آنز NP7 ،4و   NP4، NP6 زوج پرایمرها

DNA Polymerase  میکروگرم از  4وDNA  هر نمونه استفاده

 درجه 91یک سیکل  شد. برنامه حرارتی مورد استفاده عبارت بود از:

، دقیقه4 سلسیوس درجه 91سیکل تکراری  33دقیقه،  3 سلسیوس

و سیکل  دقیقه4 سلسیوس درجه 02، دقیقه4 سلسیوس درجه 30

جهت  .صورت گرفت دقیقه 3 به مدت سلسیوس درجه 02انتهایی 

درصد استفاده شد.  4تأیید وجود قطعه تکثیر یافته از ژل آگارز 

 TBEمیلی لیتر بافر  477گرم از پودر آگارز در  4برای این منظور 
میکرولیتر اتیدیوم برماید به آن  47حل و بعد از ذوب شدن مقدار 

 27سسپاضافه و در سینی مخصوص الکتروفروز ریخته شد. 

در حضور مارکر  درصد آگارز 4روی ژل  PCRمیکرولیتر از محصول 

ولت  07( در ولتاژ ثابت Fermentas) DNAجفت بازی  477

 .(3)الکتروفروز گردید

 

 یافته ها

( آلودگی را %47نمونه ) 47نمونه شیر خام تعداد  477از تعداد 

ته انگل تک یاخ( آلودگی  به %97نمونه ) 97نشان دادند و تعداد 

الکتروفورز ژل  4را نشان نداند. در شکل شماره  نئوسپورا کانینوم

 مشاهده می شود. نئوسپورا کانینومآگارز نمونه های منفی و مثبت 
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 گاو : الکتروفورز ژل آگارز نئوسپورا کانینوم در شیر خام1شکل 

های مثبت و به ترتیب نمونه 4و3های کنترل منفی،خط 2کنترل مثبت، خط 1،خط M (ladder, 100 bp from Fermentas, Germany)خط

 باشد.نمونه منفی می 5خط 
 

 

 

 

 بحث

 هدف از اینن مطالعنه شناسنایی آلنودگی شنیر هنای خنام بنه        

بود. در مطالعه حاضر که احتمالاً جنزء اولنین    نئوسپورا کانینوم

گزارشات آلودگی شیر خام گاو ها بنه روش ملکنولی در اینران    

بنه   PCRبوده است، مشخص گردیند کنه منی تنوان از روش     

عنوان یک روش سریع و با دقنت بنالا در شناسنایی اینن تنک      

یاخته در شیر استفاده کرد. همچنین میزان آلودگی شیر هنای  

درصد بود که متعاقب آن می توان گفت جمعیت  47خام برابر 

 نئوسنپورا کنانینوم  گاو های شیری آلنودگی نسنبتاً بنالایی بنه     

در  نئوسننپوروزیسداشننتند. آگنناهی داشننتن از میننزان شننیو  

عوامنل   مبارزه بنا  جمعیت های دامی می تواند کمک کننده در

باشد که برای رسیدن به این ها بیماری ریشه کنی وبیماری زا 

منظور طی کردن مراحل شناسایی و درمان  ضنروری بنه نظنر    

شناسایی نئوسپورا  برای ردیابی و شیرخام استفاده ازمی رسد. 

دهند کنه اولا   ، این امکان را بنه منا منی   کانینوم در گاوداری ها

را شناسایی و ثانیاً از انتقنال   نینومنئوسپورا کاگاوهای مبتلا به 

 ها جلوگیری به عمل آورد.آلودگی به گوساله

را  نئوسپوروزیساین تک یاخته در انسان نیز می تواند آلودگی 

ایجاد کند. در مطالعات گذشته یکی از مهمترین منواد غنذایی   

انتقال دهنده این تک یاخته به انسان را شیر خام و شیر هنای  

(. اگر چه که 3مراکز جمع آوری شیر دانسته اند) آلوده شده در

در انسنان در   نئوسنپوروزیس  هنوز اطلاعنات زینادی در منورد   

جهان گزارش نشده است ولی نتایج نشان داده اند که پریمنات  

نئوسنپورا   ها بنه غینر از انسنان )میمنون رزوس( حسناس بنه      

 . در مطالعات دیگری درکشور کره جنوبی(43بوده اند) کانینوم

 0نفننر  210(، ایرلنند شننمالی از  41درصنند )0/1نفنر     402از 

درصنند از نظننر   0/1نفننر  4729( و در آمریکننا از 43درصنند )

را نشننان  نئوسننپورا کننانینومسننرولوژیکی آلننودگی نسننبت بننه 

 (.3دادند)

در مطالعات مشابه گذشته نشان داده اند که شیر خام و  آغنوز  

 نئوسنپورا کنانینوم  بنه   گاو هایی که از نظر سرولوژیکی آلودگی

در مطالعنه  (. 3تک یاختنه منی باشنند)    DNAبوده اند حاوی 

دیگری بنرای اولنین بنار نئوسنپورا کنانینوم را بنه روش تائیند        

(. در 41ملکننولی در خننرس قهننوه ای اروپننایی نشننان دادننند)  

مطالعات مشابه دیگر شناسایی آنتی بادی های علیه نئوسنپورا  

درصد و بنه روش    0/2زن شمالی کانینوم به روش الایزا در گو

PCR  ،2 (40درصد نمونه ها مثبت گزارش گردید .)  هورکنووا

گنناوداری بننه روش الایننزا،   193و همکنناران بننا بررسننی شننیر 

گاوداری دارای آنتنی بنادی مثبنت بنه اینن انگنل        3شیرهای 

درصد انسان هنا    92/0(. در مطالعه دیگری در مصر 40بودند)

را  نئوسنپورا کنانینوم   تنی بنادی ضند   درصد گاوهنا آن   3/27و 

(.  در بررسی دیگری آلودگی سرولوژیکی گاو هنای  49داشتند)

درصند گنزارش    3/47شیری در شهر تبریز مینزان آلنودگی را   

. در مطالعه دیگری در یک جنین سقط شده عامل (44نمودند)

گننزارش  Nested PCRآن را نئوسننپورا کننانینوم بننه روش 

 گری توسط دوستی و همکاران (. در مطالعه دی27کردند)
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 33/47آلودگی مایع مننی منجمند شنده گناو هنا در اینران را       

(. در مطالعنه حاضنر مینزان آلنودگی     42رش کردند)درصد گزا

 درصد بود.    47شیر های خام 

بر اساس گزارش ها، مشخص شده که  بین سن و سقط جنین 

در دام ها ارتباط وجود دارد. بیشترین میزان سنقط جننین در   

(. 44سالگی صورت می گینرد)  1تا  1دام ها در بین سال های 

مناهگی آبسنتنی    3پس از  همچنین سقط ها در گاو ها معمولاً

(. عوامل زیادی در گسترش وسیع این تنک  9صورت می گیرد)

یاخته اثر گذار است از جمله اکوسیستم، دما و تراکم جمعیتی 

حیوانات میزبان می باشد. از مهمترین روش انتقال تک یاختنه  

در بین گاوداری های گوشتی و شنیری عمندتاً روش عمنودی    

 (.24بوده است)

شته نشان داده است که وجود تاکی زوآینت هنای   گزارشات گذ

موجود در شیر خام می تواند سبب آلودگی گوساله هنای تنازه   

(. با این حال استفاده گوسناله هنا از شنیر    22متولد شده شود)

گاو هایی که آلودگی سرولوژیکی به این تک یاختنه نداشنتند،   

در گوساله هنا شنده    نئوسپوروزیسسبب جلوگیری از آلودگی 

(. در یک مطالعه ای نیز استفاده از آغوز را بنه عننوان   22ت)اس

(. 23یک فاکتور بالقوه در انتقنال بیمناری گنزارش کنرده انند)     

در گله های شنیری کالیفرنینای آمریکنا سنبب      نئوسپوروزیس

شده است که در گاو هایی که از نظر سرولوژیکی مثبنت بنوده   

 گاو های  اند تولید شیری حدود یک کیلوگرم کمتر نسبت به 

 

 

 1تنا   3(. در بررسنی دیگنری کناهش    21سالم داشنته باشنند)  

(. در بررسنی بنارتلز و   23درصدی تولید شیر گزارش کرده اند)

همکاران در گاو هایی که از نظر سرولوژیکی نسبت به نئوسپورا 

روز  477کانینوم مثبت بودند، بیشترین کاهش تولید شیر را در

ی سنقط در گلنه مشناهده    اول شیرواری، یکسال پس از اپیندم 

کردند. البتنه هننوز پناتوفیزیولوژی اثنر نئوسنپورا کنانینوم در       

 (.  21کاهش تولید شیر مشخص نشده است)

 

 نتیجه گیری

با توجه به آمارهای ارائه شده در این مقالات، گسترش و شیو  

این انگل رقم بالایی را به خود اختصاص داده و نشنان دهننده   

باشد. بنابراین بنا توجنه   این انگل میگسترش و شیو  گسترده 

کناهش تولیند    و سقط جننین  حالت زئونوتیک بودن، افزایش 

و سننتی منی    های صننعتی از جمله معضلات گاوداری شیر که

باشد و  از طرف دیگرتولید فراورده های سننتی شنیر از جملنه    

تولید پنیرهای محلی  حاصنل از شنیر خنام و  اهمینت آن در     

لذا اجرای دقین  برنامنه هنای کنترلنی و      یبهداشت مواد غذای

 باشد.ضروری می سیاست های پیشگیرانه لازم و

 

 سپاس گزاری

بدینوسیله از همکاران مجتمع آزمایشگاهی دانشگاه آزاد 

 اسلامی شهرکرد تقدیر و قدرانی به عمل می آید.
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