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  نفتوس در گاوهای شهرستان اصفها کوموناسفراوانی آلودگی به تری تری

  *2، علی شریف زاده1 یحامد تفضل
 

 چکیده
 تولیدمثلیدر گاو بیماری معمولا یکوموناس فتوس ، تک یاخته ای است که ی ترتر

روش مرسوم برای تشخیص  گردد.ایجاد کرده و باعث ناباروری و سقط جنین می

ده مستقیم میکروسکوپی و درصورت زمان محدود برای بررسی،انتقال آلودگی ، مشاه

به محیط انتقالی یا محیط کشت است . هدف از این بررسی تنظیم روش مولکولی 

برای تشخیص آلودگی تریکوموناسی وتعیین میزان آلودگی درکشتارگاه اصفهان بود. 

 27گاونر و 73ن اصفهان شهرستادر این بررسی از دو کشتارگاه متفاوت در 

گاوماده موردبررسی قرارگرفتند. با استفاده از سرنگ انسولین استریل و سواپ از 

 DNAمخاطات تناسلی نمونه گیری صورت گرفت. برای استخراج  رحم و

 .(ایران - ژنسینابراساس دستورالعمل شرکت سازنده کیت اقدام گردید)شرکت 

با بکارگیری پرایمرهای  ،(Nested PCR)آزمایش واکنش زنجیره ی پلیمرازی 

–TFR 1)برای توالی جنس ریبوزومی تری تریکوموناس فتوس   RNAاختصاصی

  Nested PCR همه نمونه ها با انجام آزمون صورت پذیرفت. (TFR3-4)وگونه (2

با نشان (  %4/7)گاوماده  2و( %2/8)گاونر 6مورد بررسی قرارگرفتند . تعداد 

تری آلودگی به گونه فتوس  نیزگاونر 2نس وبازی آلودگی به ج 372دادن باند

سایر نمونه ها با گونه هایی غیر از .بازی نشان دادند 374تریکوموناس راباباند

گونه فتوس مرتبط بودند. بنابراین بر اساس نتایج این تحقیق، شیوع جنس تری 

تریکوموناس و خصوصا تری تریکوموناس فتوس در نمونه ها ، تاییدکننده لزوم 

 جدی به آزمایشهای غربالگری در گاو به خصوص گاوهای نر می باشد.توجه 

 Nestedفتوس ، نشخوارکنندگان ،کشتارگاه ،  کوموناسیتر یتر واژگان کلیدی:

PCR 

 2/3/1398تاریخ پذیرش:    20/12/1397: تاریخ دریافت
 

 مقدمه
یکی از  (Tritrichomonas foetus)فتوسیکوموناس ی ترتر

 تری( . 1،2،3تریکوموناس می باشد )گونه های جنس تری 

 است گاونریاماده به بقاوابسته برای فتوس کوموناستری

بسیارکوتاه  ها دام این ازبدن درخارج آن زندگی ومدت

 به خشک محیط بالایا های حرارت دردرجه چراکه است،

 کننده ها ازضدعفونی بسیاری به و رود می ازبین سرعت

 روند در انگل ها این از تعدادی باوجوداین، . است حساس
 رانیا ،شهرکرد،یواحد شهرکرد، دانشگاه آزاد اسلام ،ی. دانش آموخته دانشکده دامپزشک1
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 .sharifzadeh@iaushk.ac.ir))رانیا

 هابه اغلب گاوهاوتلیسه (.4) انندم می اسپرم،زندهانجماد 

 با طورمشخص به تریکومونیازیس .اند حساس بیماری

 سقط زودرس جنین،گاهی ناباروری،مرگ چون علائمی

 ( .5) بروزمیکند دررحم)پیومتر(درگله چرك وتجمع

این انگل معمولا در حفره غلاف غضیب به  درگاونر،

آلت  داخلی فورنیکس)انتهای رویتعدادکمتر و

شده و آسیب کمی   یافتبه میزان بیشتر آن لی(ورأستناس

کنند ، گرچه گزارشاتی در رابطه با التهاب دردناك ایجاد می

ناشی از آلودگی به تری تریکوموناس فتوس که باعث ادرار 

کردن دردناك و عدم تمایل به جفت گیری وجود دارند. 

به دلیل سطحی تر بودن شیارها و چین  گاوهای نر جوان

گی های در قضیب و غلاف آن ، نسبت به گاوهای پیر خورد

استعداد کمتری در ناقل بودن آلودگی دارا می باشند . 

گاوهای نر ممکن است تا آخر عمر به صورت ناقل بیماری 

باقی بماند. عفونت درگاوهای نر معمولا به دلیل جفت گیری 

 دهد . در گاو ماده عفونت ابتدابا یک گاو ماده آلوده رخ می

سبب التهاب واژن شده سپس عفونت به سمت رحم 

کند که در اینجا باعث سقط های زودرس و گسترش پیدا می

شود. انگل درون عدم باروری حتی به صورت دائمی می

حفرات باقی مانده ولی به لایه های زیرین بافتی نفوذ نمی 

علیرغم آن که استفاده ی صحیح از تکنولوژی  .(6)کند 

فراوانی آلودگی به این انگل را کاهش داده تلقیح مصنوعی 

ولی هنوز هم تریکوموناس فتوس در سطح جهانی یکی از 

دلایل مهم ناباروری محسوب شده و در نواحی جغرافیایی 

زیادی که از جفت گیری طبیعی به عنوان روش اصلی 

شود از نرخ وقوع بالایی برخوردار است . باروری استفاده می

بسیاری از کشورها از جمله در برخی از  نرخ بالای وقوع در

ایالت های آمریکا مثلا کالیفرنیا و فلوریدا ، کانادا، آفریقای 
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 برنامه (.7،8جنوبی، برزیل، و استرالیا گزارش شده است )

 می صورت درگله آلودگی حذف جهت که هایی ریزی

 از گاونربه آلودگی ازانتقال جلوگیری مبنای بر باید گیرند،

 درگاوهای تشخیصی های آزمایش انجام.باشد ماده حیوانات

 اسپرم گیری،احتمال برای ازآنها ازاستفاده قبل نر،

کنترل این بیماری نیاز به یک .دهد می راکاهش انتشاربیماری

برنامه ی تشخیصی برای شناسایی، جداسازی و درمان ماده 

ها و ازبین بردن یا از دور خارج کردن نرها دارد. پیشرفت 

شخیصی با استفاده از روش های کشت بهبود یافته و های ت

، باعث افزایش PCRبه کار بردن روش های نوین مانند 

هدف از ( بنابراین 9شود.)احتمال یافتن حیوانات آلوده می

انجام این تحقیق ارزیابی فراوانی آلودگی تریکوموناسی در 

 .نروماده اعزامی به کشتارگاه بودگاوهای 
 

 کارمواد و روش
 هاجمع آوری نمونه

 1398این تحقیق توصیفی مقطعی در بازه زمانی تابستان  

صورت پذیرفت . نمونه گیری به روش تصادفی طبقه بندی 

راس گاو  27راس گاو نر و  73شده از یک صد گاو شامل 

ماده ارجاعی به دو کشتارگاه اصلی شهرستان اصفهان 

بح شدن دام در جنس نر بلافاصله بعد از ذصورت پذیرفت . 

گیری به عمل آمد  نرنمونه گاوهایقضیب وغلاف قضیب  از

های استریل ایجاد خراش توسط سوزن سرنگپس از . 

 لاواژغلاف، و غلاف قضیب  فورنیکسانسولین بر روی 

به داخل سرنگ استریل صورت گرفت و محتویات قضیب 

 خراش با یا واژن شستشوی انتقال یافت. در جنس ماده نیز با

 یابرس مصنوعی تلقیح ازپیپت بااستفاده رحم گردن نداد

در  ها نمونه ها تهیه گردید . نمونهوسپس لاواژ،  فلزی

 آنتی حاوی انتقالی محیطدر داخل  ساعت 24 کمتراز

محیط انتقالی دمای  .گردیدمیآزمایشگاه منتقل  به  بیوتیک

 .  نگاه داشته می شددرجه سانتیگراد  5-38بین 

 DNAاستخراج 

براساس دستورالعمل شرکت سازنده  DNAای استخراج بر

استخراج  DNAغلظت و کیفیت  کیت سیناژن اقدام گردید.

یابی موردارز(ND-1000 PeqLab)شده با استفاده از نانودراپ

استخراج شده تا زمان مصرف در های DNA ت. ارگرفقر

 .درجه سانتیگراد نگهداری شدند20-فریزر 

  Nested PCRایشآزم

با استفاده از جفت پرایمر اختصاصی  Nested PCRن آزمو 

توالی .انجام شد (ITS)تریکوموناس ریبوزومی RNAهای ژن

دست   پرایمرهای مورد استفاده و اندازه تقریبی محصول به

آمده است. پرایمرها توسط شرکت  2و1آمده در جدول 

با  TFRسنتز گردیدند. تکثیر ژن ایران( –سیناژن )تهران 

منجر به تولید فرآورده ای با طول  Rو Fز پرایمر استفاده ا

 و (10)جفت باز در مورد جنس تریکوموناس 372تقریبی 

بازی در مرحله دوم آزمایش در مورد گونه  347قطعه داخلی 

 Nestedگردید که مورد انتظار بود . در روش (11)فتوس

PCR ه منظور افزایش حساسیت از دو جفت پرایمر استفاده ب

ابتدا با جفت پرایمر اول ، قطعات مشخصی شود. می

حاصل به  PCRهدف تکثیر یافته و سپس محصول DNAاز

لوله دیگری منتقل و به عنوان الگو استفاده گردیده تا با 

واکنش .نجام گیرد ا PCRم جفت پرایمرهای دوم، مرحله دو

PCR  با استفاده از کیت تجاری شرکت سیناژن  (CinnaGen 

PCR master kit ) میکرولیتر، حاوی  25در حجم نهایی

میکرومولار  2X،4/0میکرولیتر از مسترمیکس با غلظت  5/12

میکرولیتر از نمونه  اولیه  4پرایمرها و  جفتاز هر یک از

DNA  یا محصول مرحله اولPCR  انجام گرفت. تکثیر در

انجام شد. چرخه (اپندروف،آلمان)دستگاه ترمال سایکلر 

درجه  94دناتوراسیون اولیه در شامل مراحل  PCRهای 

 چرخه شامل دناتوراسیون  40دقیقه و  7سانتیگراد به مدت 
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PCR Sequence Size,bp 

Forward 5_-TGCTTCAGTTCAGCGGGTCTTCC-3_ 372 

Reverse 5_-CGGTAGGTGAACCTGCCGTTGG-3_ 

 PCR(10)مورد استفاده در مرحله اول  TFR1-2توالی پرایمری  -1جدول

PCR Sequence Size,bp 

Forward 5_-CGGGTCTTCCTATATGAGACAGAACC-3_ 347 

Reverse 5_-CCTGCCGTTGGATCAGTTTCGTTAA-3_ 

 PCR(11)مورد استفاده در مرحله دوم  TFR3-4 یمریپرا یتوال -2جدول 

دقیقه، اتصال پرایمرها در  1درجه سانتیگراد به مدت  94در 

 درجه 72و امتداد در  دقیقه 1درجه سانتیگراد به مدت  55

 72دقیقه بود. در نهایت امتداد نهایی در  1سانتیگراد به مدت 

دقیقه انجام گرفت. در مرحله  8درجه سانتیگراد به مدت 

نیز چرخه ها شامل مراحل دناتوراسیون اولیه در  PCRدوم 

چرخه شامل  35دقیقه و  7درجه سانتیگراد به مدت  95

ثانیه ،  50تیگراد به مدت درجه سان 94دناتوراسیون در 

ثانیه و 50درجه سانتیگراد به مدت  54اتصال پرایمرها در 

دقیقه بود. در نهایت  1درجه سانتیگراد به مدت  72امتداد در 

دقیقه انجام  8درجه سانتیگراد به مدت  72امتداد نهایی در 

واکنش های  ذکرشده علاوه برنمونه ها، روی نمونه گرفت . 

ت و منفی نیز صورت پذیرفت. نمونه های های کنترل مثب

فریز شده از تحقیقات قبلی   DNAکنترل مثبت از نمونه های

در مرکزتحقیقات بیوتکنولوژی دانشگاه آزاداسلامی واحد 

شهرکرد تهیه گردید. در نمونه های کنترل منفی نیز بجای 

DNA به همان میزان آب مقطر تزریقی استفاده گردید  نمونه

اده از پرایمرها نیز ابتدا پرایمرهای مورد استفاده برای استف. 

توسط شرکت سیناژن ساخته و سپس  طبق دستور العمل 

به  ،PCRپس از انجام شرکت سازنده رقیق واستفاده گردید.

منظورمشخص کردن اندازه محصولات تولیدشده ازروش 

الکتروفورزاستفاده شده و محصولات روی ژل 

رومایدمنتقل و به همراه درصدحاوی اتیدیوم ب1آگاروز

دقیقه الکتروفورز  30ولت به مدت  90در  DNAمارکرهای

اندازه باندهای حاصل از تکثیرژن های مختلف  .گردیدند

 (SM0241-Fermentase,Germany) بااستفاده از مارکرهای

100bp تعیین گردید. 

 نتایج

 27راس گاو نر و 73انجام گرفته از  PCRمتعاقب آزمایشات 

نس مورد آلودگی به ج 8و ماده ارجاعی به کشتارگاه راس گا

گاوهای نر و  %2/8تریکوموناس شناسایی گردید. 

 گاوهای ماده این آلودگی را نشان دادند. در مرحله4/7%

 بعدی برای تشخیص گونه فتوس، با استفاده از پرایمرهای

روی محصولات نمونه های مثبت  PCRخاص این گونه 

نمونه  دوکه در این مرحله صرفا مرحله قبل صورت گرفت 

خذ ای نمونه 100و در نهایت از  ندباند مثبت را  نشان داد

تریکوموناس فتوس تری نمونه ی قطعی آلودگی به  دوشده 

 ثبت گردید.
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تصویر ژل الکتروفورز نمونه ها در آزمایش با پرایمر  -1 نگاره

،  (100bp)سایز مارکر Mاز سمت راست به ترتیب  TFR1,2اختصاصی 

 کنترل مثبت ، کنترل منفی ، نمونه منفی ، نمونه های آلوده 

 
تریکوموناس تری تصویر ژل الکتروفورز نمونه های آلوده به  -2نگاره

از سمت راست به ترتیب  TFR3,4فتوس در آزمایش با پرایمر اختصاصی

M سایز مارکر(100bp) کنترل مثبت ، کنترل منفی ، نمونه های آلوده ، 

 

 بحث 
گاوها آلودگی به جنس  درصد 8اساس نتایج این تحقیق ، 

تری نیز آلودگی به درصد  2تریکوموناس و تری 
گی فراوانی آلودریکوموناس فتوس را از خود نشان دادند . ت

 لیدر این تحقیق با نتایج سایر محققین همخوان است به شک
ان بررسی میز بررو 2011در سال  نیز  که اسدپور و همکاران

 45 ( ازدرصد3/13نمونه ) 6اسپرم در شهر تبریز ، آلودگی 
را مثبت به لحاظ جنس های مورد آزمایش اسپرم نمونه 

در آزمایش با  ( ارزیابی نمودند . TFR1-2پرایمرهای )
هیچ گونه )پرایمر اختصاصی گونه فتوس(TFR3-4پرایمر 

باند مثبتی مشاهده نشد. مشاهدات حاکی از وجود 
انواع .  هایی غیر از تریکوموناس فتوس بودستریکومونا

مختلفی از تریکوموناس ها وجود دارند به عنوان مثال تری 
تریکوموناس واژینالیس که عامل بیماری مقاربتی انسان، در 

آلودگی با دستگاه گوارش دامهای اهلی یافت می شود. اما 
ری  این گونه ها از راه جفت گیری انتقال نمی یابد و با نابارو

. گونه انتریس نیز یکی  (12)در گاو نیز مرتبط نمی باشد . 
البته از  .دیگر از گونه های سازش یافته با گاو است

تتراتریکوموناس ها نیز میتوان به گونه های بوترئی و پاولوی 
اشاره نمود یا از دسته پنتاتریکوموناس ها  میتوان از گونه 

، گبه و گاو مشاهده  هومینیس که در پریماتها ، انسان ، سگ
(. تریکومونازیس در گاو 13می شود می توان اشاره نمود ) 

ی بسیار زیادی از لحاظ اقتصادی در سبب تحمیل هزینه
مناطقی که برای گاوها از تلقیح طبیعی استفاده شده است 

شود. آلودگی در گاوهای نر معمولا بدون نشانه و علائم می
گاو ناقل تا سال ها بر  است و تری تریکوموناس فتوس در

های اپیتلیال غلاف قضیب باقی خواهد ماند. روی کریپت
تواند سبب سقط ها میها در گاوهای ماده و تلیسهآلودگی

زودرس، مرگ زودهنگام رویان، پایومترا و ناباروری شود، 
که بر روی ارزش اقتصادی و سود آوری صنعت گاوداری 

فقط به فرم  بسیار موثر است. تریکوموناس فتوس
تروفوزوایت وجود داشته و به صورت خاصی به شکل 
گلابی همراه با سه تاژك قدامی و یک تاژك پرچمی به 
سمت خلف می باشد . با این حال در شرایط محیطی 
نامطلوب مانند کاهش مواد مغذی موجود، حضور داروها و 
تغییرات ناگهانی دما، این ارگانیسم به شکلی شبیه کیست در 

( . مطالعات بسیاری در کشورهای متعدد جهان 14آید )می
نیز  در مورد تریکومونازیس صورت گرفته است، که نشان 

-ها مییاخته در اغلب گلهی وجود درگیری با این تکدهنده

، مایعات اخذ شده از  2003کمپرو و همکاران در سال باشد. 
-2 (Hereford)و هرفورد(  Angus)گاو نر نژاد انگوس 567

بررسی و  (Satherland)ساله را در محیط کشت ساترلند 1
گر وجود درصد  پروتوزاها را نشان دادند که بیان8/4حدود 

 PCRهم چنین این محقق در آزمایش  .تریکوموناس بود 

های مثبت در کشت در یک انجام شده روی تمامی نمونه
در مواجهه با پرایمر  372bpبازه زمانی دوساله ، باندهای  

372 

347 
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TFR1-2  خاص جنس تری تریکوموناس(را  نشان داده در(
)خاص  TFR3-4برای پرایمر  347bpحالی که هیچ باند 

کوبو و همکاران نیز  ( .15گونه فتوس(مشاهده نگردیده بود)
میزان شیوع آلودگی گاو نر به تریکوموناس فتوس در گله را 

( . هم چنین در نحقیق دیگری از 16اعلام نمودند )درصد  6
مجموع  گاو های نر برای وجود تری تریکوموناس فتوس 

های در چهار کشتارگاه امریکا  که با استفاده از  پی پت
ی غلاف قضیب جمع آوری شده و ظرف تخریش کننده

 1ساعت به آزمایشگاه منتقل شده بود ، کمتر از  24مدت 
( تریکومونازیس در جمعیت گزارش نمود. %172/0درصد )

رسی اپی دمیولوژیک فاکتورهای خطر در هم چنین در بر
رابطه با این بیماری، مشاهده گردید که  احتمال بیماری در 

های بزرگ با گستردگی بیشتری زیادتر بوده و حدود گله
گزارش گردید . هم چنین آلودگی با تری تریکوموناس  10%

فتوس با عوامل متعددی در گاوهای نر از جمله سن، نژاد، 
( .  بر اساس 17ی مدیریتی گله ارتباط داشت )هاگله و شیوه

، از  2010برای سال  TVMDLهای اطلاعات پایگاه داده
های مجموع آزمایشات  تریکوموناس ، نسبت کلی تست

بوده که در این میان میزان حداکثری شیوع  %7/3مثبت 
و پایین ترین میزان  %5/5مشاهده شده در ماه آگوست با  

به بررسی میزان  2011(. در سال 18بود ) در ماه نوامبر 6/2%
شیوع کمپیلوباکتر فتوس و تریکوموناس فتوس در آفریقای 

-از نمونه  %1/4پرداخته و  PCRجنوبی با استفاده از روش 

داری باند مثبت بودند  PCRهای اخذ شده در آزمایش 
نیز ، به بررسی امکان وجود شبه  2011. در سال (19)

فتوس که به طور طبیعی در  های تریکوموناسکیست
گاوهای آلوده وجود دارند پرداخته و  بر همین اساس از 
غلاف قضیب هفت گاو بالغ که به طور طبیعی آلوده به 

های تریکوموناس فتوس بودند نمونه گرفته شد تا با بررسی
تکمیلی نظیر ویدیوی میکروسکوپی، فلورانس 

لکترونی میکروسکوپی، اسکن و انتقال به میکروسکوپ ا
ها نشان داد که تقریبا مورد مطالعه قرار گیرد. تجزیه و تحلیل

ها در هر نمونه ی اخذ شده به فرم شبه از انگل %55بیش از 
ها از تریکوموناس %25کیست بودند، در حالی که تقریبا 

-ساختاری گلابی شکل داشتند. تحقیقات گذشته نشان می

از طریق جوانه  های تریکوموناس فتوسدهد که شبه کیست
 %20شوند. در اینجا این تقسیمات در بیش از زدن تقسیم می
های تازه نمونه گرفته شده از غلاف غضیب از تریکوموناس

دهد که در مشاهده شد. بنابراین، این مطالعه نشان می
ها وجود دارند و تعدادشان از گاوهای آلوده، شبه کیست

حضور جنس تری  (.14های گلابی شکل بیشتر است )انگل
تریکوموناس و خصوصا گونه فتوس این جنس در نمونه ها 
ی اخذ شده از گاوهای نر و ماده در  کشتارگاه اصفهان، 
تاییدکننده حضور این باکتری در گاوداری ها می باشد. 
باتوجه به اهمیت بالای تری تریکوموناس فتوس در گاو 

می تواند بخصوص گاونر ونقشی که در انتقال عامل آلودگی 
داشته باشد، لازم است به خصوص در مناطقی که از تلقیح 
طبیعی استفاده می گردد توجه جدی به آزمایشهای 

 .غربالگری صورت پذیرد

 یتشکر و سپاسگزار
 مرکز سیی، ر یدکتر دوست یمقاله از جناب آقا سندگانینو

 واحد شهرکرد یدانشگاه آزاد اسلام یوتکنولوژیب قاتیتحق
مر که ما را در به ث قاتی،کارشناس مرکز تحق یمومن یوآقا

 و تشکر را رینمودند ، کمال تقد یاری قیتحق نیرساندن ا
 دارند.
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