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 چکیده

نئوساپورا  ناام به انگلی یاخته تك وسیله که به باشدایر نقاط جهان میساصلی سقط جنین گاو در ایران و عامل  نئوسپوروزیس
نئوساپورا گااو اسات. انتقاال در گوشت  وشیر  کاهش میزان تولید س شاملیاثرات اقتصادی نئوسپوروز .شودمی ایجاد  کنینوم
در شیر خاام  نئوسپورا کنینومنوم ژ هدف از این مطالعه بررسی وجود .های عمودی و افقی امکان پذیر استاز طریق راه کنینوم

شیر خام گاو  نمونه 300. در این مطالعه ه استبود جهت بررسی انتقال عمودی این انگلNested-PCR گاو با استفاده از روش

 نمونه شیر گاو باه 300درصد( از  18مورد ) 54داد که آوری شد. نتایج این مطالعه نشانجمعسنتی استان یزد  هایاز گاوداری

و نشان داد کاه  بوده نئوسپورا کنینوم های مطالعه حاضر نشان دهنده حضور از عفونت. یافتهاندبودهآلوده  نئوسپورا کنینومژنوم 

های ها، برناماهتازه متولاد شاده دارد. بار اساان ایان یافتاه هایدر گوسالهس ینئوسپوروز نقش مهمی در انتقال آلوده شیر گاو

ای در گااو ضاروری جلوگیری و کاهش تلفات اقتصادی این عفونت تك یاخته جهته واکسیناسیون کنی از جملو ریشه یکنترل

 .است

 .Nested-PCRغذایی،  هایپاتوژن ،نئوسپورا کنینومشیر،گاو شیری،  :کلید واژه ها

 مقدمه

و اجبااری داخال  یااختهیانگل تك  كی نومیکن نئوسپورا

ساقط  یمل اصلکمپلکسا است که عاو از شاخه اپی یسلول

. نئوساپوروزیس شودیمحسوب م یریش یدر گاوها نیجن

 ،یشاامال یکااایاز نقاااط جهااان از جملااه آمر یاریدر بساا

 یجناوب یکاایو آمر ایاساترال قاا،یآفر ا،یاروپا، آسا ك،یمکز

 Asmarea et al., 2014; Medina) استشده  ییشناسا

et al, 2006 .)یهااز گوناه یاریبسا توانادیانگال م نیاا 

تانداران را در سراسر جهان از جمله سا،، گرباه، گااو، پس

 ریگوسفند، اسب، موش، روباه، باز، مماا، آهاو، شاتر و ساا

 Bassoa et al., 2014; Moskwa) را آلوده کند واناتیح

and Cabaj, 2007.) چرخاه  كیا یدارا نومیکن وسپورانئ

 زباناانیم وتیو کاا است که در آن س، یزبانیدو م اتیح

باه  زیاخاونگرم ن وانااتیاز ح یعیوس فیتند. طهس یینها

 ,.Dubey et alاند)شاده ییواساط شناساا زبانیعنوان م

2014; Goodswen et al., 2013به  تواندیانگل م نی(. ا

 یزماان یافقا تقاالمنتقال شاود. ان یو عمود یصورت افق

انگاال را  نیااا یهاسااتیکااه گاوهااا اووس افتاادیاتفااام م

مطار   یبه عنوان انتقال مادرزاد ،ی. انتقال عمودبلعندیم

از گاو آلوده به گوساله منتقل  یکه در زمان آبستن شود،یم

 ,.Bacigalupe et al., 2013; Marques et al) شودیم

2011; Magalhães et al., 2014 .)انجاام شاده  همطالع

نشان داد کاه ژناوم  2007توسط موسکوا و کاباج در سال 

 یکاه از لحااس سارولوژ ییاوهاگ ریدر ش نومینئوسپورا کن

احتمال انتقال نئوسپورا  افتهی نیمثبت بوده، وجود دارد و ا

 Moskwa) کنادیم دییاغوز را تا ای ریش قیاز طر نومیکن

and Cabaj, 2007 .)ع،یسر صیختش یهاشیاز آزما یکی 
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 (PCR)مرازیپلیارهیمانند واکنش زنج یمولکول یهاروش

. شاودیاستفاده م نومیرا کننئوسپو صیتشخ یاست که برا

PCR حضاور  یرا بارا یحساان و اختصاصا شیآزما كی

 ریخاون و شا ،یباافت یهادر نموناه نومیژنوم نئوسپورا کن

 ,.Borel et al., 2014; Okeoma et al)کنادیفاراه  م

در  زیدر انتقااال نئوسااپوروز ینقااش مهماا ریشاا(. 2004

ضاار گوساااله تااازه متولااد شااده دارد. هاادف از مطالعااه حا

 ییشناساا یبارا ریدر شا ناومیژنوم نئوسپورا کن ییشناسا

 هااایانگاال در گاودار نیاامهاا  انتقااال ا یهااااز راه یکاای

 .باشدیم

 کارو روش مواد

 1400که در تابستان سال  یمقطع یفیتوص قیتحق نیا در

از  رینموناه شا 300انجام شاد، در مجماوع  زدیدر استان 

ها از شد. نموناه ی( جمع آور1)جدول  یسنت یهایگاودار

 زیازا نباوده و از گااوان تاازه یرواریش یکه درابتدا یگاوان

. دیااخاذ گرد یابه روش خوشه یسیس 10آغوز به مقدار 

شده و بلافاصاله در  یجمع آور لیاستر طیدر شرا هانهنمو

بااه  خیاا یبااه هماراه بسااتهها ونیدرجااه سلساا -4یدماا

  -20 مااید در هاا منتقال شادند. تماام نموناه شگاهیآزما

 شدند. ینگهدار شیآزما ندیتا انجام فرا ونیدرجه سلس

 زدیدر استان  نومیمناطق آلوده به ژنوم نئوسپورا کن یفراوان عیتوز -1 جدول

 تعداد نمونه مثبت تعداد نمونه شهرستان

 11 82 اردکان

 5 33 میبد

 5 36 خات 

 7 38 ابرکوه

 9 30 اشکذر

 9 28 بهاباد

 5 24 بافق

 6 31 تفت

 (%18)54 300 جمع

از نموناه  تاریکرولیم 100ابتدا  DNAمنظور استخراج  به

  یآناز تاریکرولیم 5پروتئاز بافر، باا  تریکرولیم100با  ریش

مخلوط  وژیفیسانتر یتریل یلیم 5/1یوپهایپروتئاز داخل ت

سااعت  1-3ورتکس و سپس به مدت  هیثان 1-3و به مدت

هاا  وپیات به اده شدند.قرار د ونیدرجه سلس 55یدر دما

 20اضاافه و باه مادت Lysis solution  تاریکرولیم 400

 300ورتکااااس شاااادند. سااااپس بااااه آنهااااا  هیااااثان

 5اضااافه و پااس از  Precipitation solutionتااریکرولیم

 13000در قاهیدق 10به مادت  وپهایورتکس شدن، ت هیثان

rpm را  وپهااایت اتیااشاادند. پااس از آن محتو وژیفیسااانتر

 آنهااباه  wash buffer تیاکرولیم 1000و  نماوده یخال

را  هااوپیت ورتکس کاردن، هیثان 5-3اضافه شد و  پس از 

باااه  تاااایو نها وژیفیساااانتر rpm 13000در قاااهیدق 5در 

باه  هاا وپیتداخل  اتیاضافه شدند. محتو یقبل اتیمحتو

 50خشااك و بااا  ونیدرجااه سلساا 65در قااهیدق 5ماادت 

 یراماباه آ شاده و مخلاوط Solven bufferاز  تریکرولیم

 ونیدرجه سلسا 65در  قهیدق 5تکان داده شد و به مدت 

ها مخلوط شده و  وپیت وارهید اتیقرار گرفت. سپس محتو

شادند کاه  وژیفیسانتر  13000rpmدر  هیثان 30به مدت 

 صورت گرفت. DNAاستخراج  تیدر نها

نئوساپورا باا  یاختصاصا یمرهاایاز پرا PCRیاجارا یبرا

از  PCR. انجاام واکانش شاداستفاده  1جدول  یها یتوال

 )ساااخت شاارکت( Mastercycler Gradient)دسااتگاه 

Ependorfآلمان( استفاده شد و واکنش ،PCR    در حجا
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 2الگاو،   DNA گارم ناانو 20واجد  ترلی کرویم 25 یینها

واحاد 1 مار،یاز هار پرا کوماولیپ 2MgCl،25  مومر یلیم

 Mix  وماومرکریم 200و   Taq ماراز یپل  DNA  یآنز

dNTPS  انجام گرفت. در هر واکنش از آب مقطر به عنوان

 اساتاندارد ی و برای کنترل مثبات از نموناه یکنترل منف

 ییدماا طیاستفاده شد. شرا AF340224 نومکنی نئوسپورا

درجااه  95 یحرارتاا کلیساا كیااژن شااامل  ریااتکث یباارا

درجاه  94 یتکرار کلیس 35 قه،یدق 5به مدت  ونیسلس

به مدت   ونیدرجه سلس 62 قه،یقد 1به مدت  ونیسلس

 كیاو  قاهیدق 1باه مادت  ونیدرجه سلسا 72 قه،یدق 1

 باود. قهیدق 5به مدت  ونیدرجه سلس 72 ییانتها کلیس

الگاو  كیدور اول به عنوان  PCRازمحصول  تریکرولیم دو

مورد استفاده قرار گرفت. که با نسبت  PCRدور دوم  یبرا

 یمرهاایباا پرا PCRور دوم گاردد. د یما قیبه صد رق 1

چرخه با هماان غلظات  25 یبرا دیگونوکلئوتیال یقبل یها

 Rafati andانجاام شاد) یدماا تیاز معارف هاا و وضاع

Jaafarian, 2014 )نیایتع یبکاار رفتاه بارا یمرهاایپرا 

باا  هاایتوال بودناد. PCRیمرهایهمان پراITS1ژن  یتوال

 یتاوال نیایعت یها نومینئوسپورا کن یدیاطلاعات نوکلئوت

 .http://www) تیکااه در ساااITS1شااده براسااان 

ncbi.nlm.nih.gov/BLASTNCBI ) دردسااااااااترن

باه   PCRو بلاسات شادند. محصاومت سهیمقا باشند،یم

از محصاول  تاریکرولیم 10 یمسااو زانیادست آمده به م

PCR ولاات  80ولتاااژ ثاباات  ردرصااد د 1ژل آگاااروز  یرو

 .دیاو ثبات گرد یدارربریالکتروفورز و از ژل حاصاله تصاو

DNA ladder100  جفااات بااااز )سااااخت شااارکت

Fermentaz شده به  ریطول قطعه تکث نییتع یآلمان( برا

 مورد استفاده شد. یمارکر وزن مولکول كیعنوان 

 یآمار لیو تحل هیتجز

انجاام  21نساخه SPSSها با استفاده از نرم افزارداده زیآنال

-pزانیاباا م یدار یدرجه معن یآمار زیآنال نیگرفت. در ا

value در نظر گرفته شد. 05/0کمتر از 

 نومینئوسپورا کن ییشناسا یمطالعه برا نیمورد استفاده در ا یمرهایپرا یتوال -2جدول

 هدف )ژن( اندازه قطعه                 توالی پرایمر                                          

5'-GTCCCTCGTGGACCC-3' NF1   

5'-CATGTGGATATTTTGCA-3' NS2 328 ITS1 

5'-AAACTCCTGGAAGTTAAAG-3' NR1   

5'-AACCTCTCTCAGAGATCG-3' SR1   

 جینتا

 یسانت یهاایاخاذ شاده از گاودار رینمونه ش 300 تعداد

باا  نومیبه نئوسپورا کن یآلودگ یابارزی منظور به زدیاستان 

-Nested روش باه هاا در نموناه ITS1ژن  یابیاهدف رد

PCR درصد(  18مورد ) 54تعداد،  نیشدند که از ا یبررس

 مربوطه بودند. یواجد قطعه ژن

در  نااومینئوسااپورا کن ITS1ژل حاصال از الکتروفااورز ژن 

مثبات واجاد  های نشان داده شده است که نمونه 1شکل 

 . دهدیرا نشان م بازی جفت 328باند 
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ساخت جفت باز،  M ،ladder(100 ستون. شیرهای در نمونه نئوسپورا کنینومیص عفونت تشخ به منظور الکتروفورز ژل آگارز -1شکل

 های منفینمونه 3،4،5های ستون مثبت، نمونه 2ستون، مثبتکنترل  1 ستون ،)آلمان زشرکت فرمنتا

 بحث 

اقتصادی ساالیانه ناشای از آلاودگی باه نئوساپورا  خسارت

بیلیاون  1 در صنعت گااوداری در سرتاسار جهاان نومیکن

زایی و کاهش میزان تولید شیر تخماین دمر از نظر گوساله

میلیون دمر مربوط باه  800زده شده که از این رق  حدود

 Hemphill and) باشاادهااای شاایری میضاارر گاوداری

Gottstein, 2006 .) بیشتر مطالعات انجام گرفته در ایران

در  ناومیبه منظور بررسی میزان آلاودگی باه نئوساپورا کن

هاای ضاد انگال در گاوها مبتنی بر جستجوی آنتای بادی

سرم خون بوده و مطالعات محدودی روی شیر انجام شاده 

مطالعااه  نیااهاادف از ا(. Hadadi et al., 2018) اساات

باود.  ناومینئوسپورا کن هخام ب یرهایش یآلودگ ییشناسنا

 یگزارشاات آلاودگ نیدر مطالعه حاضر که احتمامً جزء اول

بوده اسات،  زدیدر استان  یاو ها به روش ملکولخام گ ریش

 ای¬رهیااز روش واکانش زنج تاوانیکه م دیمشخص گرد

و باا دقات باام در  عیروش سار كیامراز باه عناوان  یپل

 نی. همچناکارداستفاده  ریدر ش اختهیتك  نیا ییشناسنا

درصاد باود کاه  18خاام برابار  یهاا ریشا یآلودگ زانیم

 یآلودگ یریش یگاوها تیتوان گفت جمع یمتعاقب آن م

داشاتن از  یداشتند. آگاه نومیبه نئوسپورا کن یینسبتاً بام

 توانادیم یدام یهاتیدرجمع سینئوسپوروز  وعیش زانیم

 یکنا شاهیزا و ر یمااریکمك کننده در مبارزه با عوامل ب

کاردن  یمنظور طا نیبه ا دنیرس یباشد که برا هایماریب

. استفاده رسدیه نظر مب یو درمان ضرور ییمراحل شناسا

در  ناومینئوساپورا کن ییو شناساا یابیرد یبرا رخامیاز ش

 یکاه اوم گاوهاا دهادیامکان را باه ماا م نیا ها،یگاودار

انتقاال  زا اًیاو ثان ییرا شناساا ناومیمبتلا به نئوساپورا کن

تاك  نیاباه عمال آورد. ا یریها جلاوگبه گوساله یآلودگ

را  سینئوساپوروز یآلاودگ تواناد یما زیدر انسان ن اختهی

ماواد  نیاز مهمتار یکایکند. در مطالعاات گذشاته  جادیا

خام و  ریبه انسان را ش اختهیتك  نیانتقال دهنده ا ییغذا

 اناددانسته  ریش یآلوده شده در مراکز جمع آور یها ریش

(Moskwa and Cabaj, 2007 .) اگاار چااه کااه هنااوز

سان در جهان در ان سیدر مورد نئوسپوروز یادیاطلاعات ز

باه  ماتهایاند که پرنشان داده جینتا یگزارش نشده است ول

 ناومیحسان به نئوسپورا کن( رزون مونیم)از انسان  ریغ

 دیگاری مطالعاات در(. Barr et al., 1994) انادبوده

 ,Nam et alدرصاد) 7/6نفر  172جنوبی از  کره درکشور

 Graham etدرصاد) 8نفار 247(، ایرلند شمالی از 1998

al., 1992 درصاد از نظار  7/6نفار  1029( و در آمریکا از

را نشاان  نئوساپورا کنیناومسرولوژیکی آلودگی نسبت باه 

 گذشته مشابه مطالعات در (.Tranas et al., 1992دادند)

 نظار از کاه آغوزگاوهاایی و خاام شایر که اند داده نشان

 حااوی انادبوده نئوساپورا کنیناوم به آلودگی سرولوژیکی



 رندگان آلوده به آرکوباکتربررسی شیوع و مقاومت آنتی بیوتیکی گوشت پ
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DNA باشاندمی یاختاه تاك (Moskwa and Cabaj, 

 نئوسپورا کنینوم بار اولین برای مطالعه دیگری (. در2007

 نشاان اروپاایی ایقهاوه خارن در روش ملکاولی باه را

 مشاابه در مطالعاات (.Čobádiová et al., 2013دادند)

 باه نئوسپورا کنیناوم علیه های بادی آنتی شناسایی دیگر

 PCR  2درصد و باه روش 7/2الیشم گوزن در امیزا روش

(. De et al., 2011گردیاد) گازارش مثبت هانمونه درصد

 روش باه گاوداری 193 شیر بررسی با همکاران و هورکووا

 ایان به مثبت بادی آنتی دارای گاوداری 3 امیزا، شیرهای

 دیگری مطالعه (. درHurkova et al., 2005اند)انگل بوده

 آنتای درصد گاوهاا 3/20ا و هدرصد انسان 92/7 مصر در

 ,.Ibrahim et alرا داشاتند) نئوسپورا کنیناوم ضد بادی

گاوهاای  سارولوژیکی آلاودگی دیگاری بررسی در (.2009

درصااد گاازارش  5/10را  تبریااز شااهر در شاایری

دیگاری  مطالعه (. درNematollahi et al., 2011نمودند)

 هاای ساقط شادهتوسط رفعتی و جعفریان آلودگی جنین

،  Nested PCRرا باه روش   نئوساپورا کنیناوم باه  گااو

 Rafati and Jaafarian, 2014درصد گزارش کردند)11

 مایع آلودگی همکاران و دوستی توسط دیگری مطالعه (.در

 گازارش درصد53/10 را ایران در گاوها شده منجمد منی

 میازان حاضار مطالعه (. درDoosti et al., 2015کردند)

 هاا،گزارش اسان بر .بود درصد 18 خام آلودگی شیرهای

 ارتباط ها دام جنین در سقط و سن بین که شده مشخص

 باین در هادام در جنین سقط میزان دارد بیشترین وجود

 Nematollahiگیارد )می صورت سالگی 6 تا 4 هایسال

et al., 20113 از پس معمومً گاوها در سقط (. همچنین 

 (. عواملDubey., 2003گیرد )می آبستنی صورت ماهگی

 از اسات گذار اثر تك یاخته این وسیع گسترش در زیادی

 میزباان جمعیتی حیواناات تراک  و دما اکوسیست ، جمله

 باین یاختاه در تاك انتقاال روش مهمتارین باشد. از می

 عماودی باوده روش عمدتاً شیری و گوشتی هایگاوداری

 شانن گذشته (. گزارشاتReiterová et al., 2009است )

 خام شیر در های موجود زوآینت تاکی وجود که است داده

 با. شود شده تازه متولد هایگوساله آلودگی سبب تواندمی

 آلاودگی کاه شیر گاوهاایی از هاگوساله استفاده حال این

 از جلاوگیری نداشتند، سبب یاختهتك این به سرولوژیکی

 Davisonشده است ) هادر گوساله نئوسپوروزیس آلودگی

et al., 2001.) به را آغوز از استفاده نیز ایمطالعه یك در 

اناد کرده گزارش بیماری انتقال در بالقوه فاکتور عنوان یك

(Corbellini et al., 2006نئوسپوروزیس .) هایگلاه در 

 گاوهایی در که است سبب شده آمریکا کالیفرنیای شیری

 حادود یشایر تولید اندبوده مثبت سرولوژیکی نظر از که

باشاند  داشاته گاوهای ساال  به نسبت کمتر کیلوگرم یك

(Dubey., 2007در .) 4 تاا 3 کااهش دیگاری بررسای 

 ,.Hernandez et alاند ) کرده گزارش شیر تولید درصدی

 نظر از که گاوهایی در و همکاران بارتلز بررسی در (.2001

 بودناد، مثبات نئوساپورا کنیناوم باه نسابت سرولوژیکی

 شیرواری، روز اول 100 در را شیر تولید کاهش بیشترین

 مشاهده کردند. البتاه گله در سقط اپیدمی از پس یکسال

 تولیاد در کاهش نئوسپورا کنینوم اثر پاتوفیزیولوژی هنوز

 (.Bartels et al., 2006است ) نشده مشخص شیر

 یکل یریگ جهینت

 مقاامت، گساترش و نیارائه شده در ا یتوجه به آمارها با

را باه خاود اختصااا داده و  ییانگل رقا  باام نیا وعیش

. باشادیانگل م نیگسترده ا وعینشان دهنده گسترش و ش

ساقط  شیباودن، افازا كیابا توجاه حالات زئونوت نیبنابرا

کااه از جملااه معضاالات  ریشاا دیااو کاااهش تول نیجناا

باشااد و از طاارف  یماا یساانت و یصاانعت یهااایگاودار

 یرهایپن دیاز جمله تول ریش یسنت یفراورده ها دیگرتولید

آن در بهداشات ماواد  تیاخام و اهم ریحاصل از ش یمحل

 یهااساتیو س یکنترلا یهابرنامه قیدق یلذا اجرا ییغذا

 .باشد یم یمزم و ضرور رانهیشگیپ
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Abstract  

Neosporosis, which is caused by a parasitic protozoan Neospora caninum is the main cause of abortion 

in cattle in Iran and other parts of the world. The economic effects of  Neosporosis have reduced milk 

and meat production in cattle. Transmission of  N.caninum is through vertical and horizontal routes. 

Some studies have been conducted on the importance of vertical transmission during infancy, through 

colostrum and milk. Most studies in Iran to investigate the incidence of N.caninum in cattle are based 

on the search for anti-parasitic antibodies in the blood serum and limited studies have been performed 

on milk. The aim of this study was to investigate the presence of  N.caninum in raw cow milk using 

PCR method to evaluate the vertical transmission of this parasite. In this study, 300 samples of raw 

cow's milk were collected from traditional farms in Yazd Province. The results of this study showed 

that 54 cases (18%) of 300 samples of cow milk were infected with N.caninum genome. The findings 

of the present study indicated the high presence of  N.caninum infection and showed that infected 

cow's milk plays an important role in the transmission of Neosporosis in newborn calves. Based on 

these findings, control and eradication programs, including vaccination, are necessary to prevent and 

reduce the economic losses of this protozoan infection in cattle. 

Key words: milk, cow milk, N.caninum, Foodborne pathogens, Nested-PCR. 
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