
45

 تعیین شیوع   در جنین هاى سقط شده گاو هاى شهر کرد 

  Nested-PCR استان چهار محال بختیارى  به روش

رفعتى، ن.*1، جعفریان،  2.

دریافت: 1392/11/29         پذیرش: 1393/04/02  

1. دانش آموخته دکتراى عمومى دامپزشکى، دانشکده دامپزشکى، دانشگاه آزاد اسلامى، شهرکرد، ایران.

2. گروه علوم درمانگاهى، دانشکده دامپزشکى،دانشگاه آزاد اسلامى، شهرکرد، ایران.

nasir.rafati@gmail.com :نویسنده مسؤول*

خلاصه

 یکى از عوامل سقط جنین عفونى گاو در سرتاسر جهان به شمار مى آید که سالیانه میلیون ها دلار به صنعت دامپرورى 

خسارت وارد مى کند. هدف از این مطاله تعیین شیوع آلودگى  در جنین هاى سقط شده گاو در شهرستان شهرکرد، به روش 

Nested-PCR بود.  از مجموع 100 جنین سقط شده، 11مورد  آلودگى به نئوسپورا تعیین گردید. با توجه به نتایج بدست آمده  بنظر مى 

رسد نئوسپورا از عوامل مهم سقط جنین در گاو هاى شیرى شهرکرد باشد. 

، سقط جنین، Nested-PCR، شهرکرد، چهارمحال بختیارى.  واژه هاى کلیدى: شیوع، 
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مقدمه

 تک یاخته اى است که یکى از عوامل اصلى سقط 

 ،( 2003، Dubey) جنین در گاو در سرتاسر جهان به شمار مى آید

و می تواند طیف وسیعی از گونه هاي مختلف حیوانات را آلوده نماید.  

در طبیعت آلودگی سگ، گاو، گوسفند، بز، اسب و گوزن به این انگل 

دیده شده است. سگ تنها میزبان اصلی است. آلودگى به این انگل 

به صورت افقى و عمودى در طبیعت دیده مى شود. انتقال افقى از 

طریق بلع اووسیت هایى که در محیط توسط میزبان نهایى دفع شده 

صورت مى گیرد و انتقال عمودى از گاو به جنین در هنگام آبستنى 

همکاران،2013 ).  و    Reichel1999 ؛،Dubey) دهد  مى  رخ 

شیوع  فراوانى  از  متعددى  هاى  گزارش  اخیر  سالیان  در  ایران  در 

این انگل در نقاط مختلف صورت گرفته است. Sadrebazzaz و 

همکاران ،براى اولین بار آلودگى گاوان شهرستان مشهد به 

همکاران،2004 ).  و   Sadrebazzaz) کردند  گزارش  را   

بعد از آن ، شیوع گسترده این انگل در نقاط مختلف ایران از جمله 

شمال  نواحى  تهران،  حومه  اهواز،  سمنان،  شهرستان هاى  گاوان 

کشور و غرب کشور گزارش شد (رنجبر بهادري و همکارارن،1389  

 PCR،الایزا تست  بوسیله  بالغ  گاوان  در  نئوسپروزیز  شناسایى   .(

،IFAT و در جنین هاى سقط شده بوسیله PCR و هسیتوپاتولوژى 

صورت مى گیرد. طبق مطالعات انجام شده روش PCR یک روش 

در جنین  نئوسپروزیز  براى شناسایى  بالا  با حساسیت  اختصاصى و 

هاى سقط شده معرفى شده است (Medina و همکاران،2006 ). 

هدف از این مطالعه  تعیین میزان آلودگى  در جنین 

Nested- روش  به  شهرکرد  شهرستان  گاوان  شده  سقط  هاى 

PCR بوده است.

مواد و روش ها

از تاریخ اول دي ماه 1391 تا اول دي ماه1392 ،  گیرى:  نمونه 

 100جنین سقط شده به طور تصادفی و بر اساس گزارش دامداران 

جنین ها با  گردید.  شهرکرد جمع آوري  از گاوداري هاي اطراف 

رعایت کامل موازین بهداشتی به سالن کالبد گشایی منتقل و بعد 

از باز کردن لاشه از مغز جنین ها نمونه برداري انجام گرفت.  این 

نمونه ها تا زمان انجام آزمایشات در فریزر20 - درجه سانتی گراد 

نگهداري شدند.

 Cinna)  DNA از کیت استخراج  استفاده  با   :DNA استخراج 

با توجه به پروتکل کارخانه سازنده استخراج شد.  gen, Iran) و 

شرح  روش  به  توجه  با   nm 260 نورى  چگالى  در  کل   DNA

شد گیرى  اندازه   Russell و   Sambrook توسط  شده  داده 

.(2001 ، Russell و Sambrook) 

، با تکثیر ژن ITS1 به   تکثیر ژن: براى تشخیص 

روش Nested- PCR و با استفاده از پرایمرهاى الیگونوکلئوتید 

  Ellis) انجام گرفت  توالى  شرح داده شده درجدول شماره 1  با 

دستگاه  از   PCR واکنش  انجام  منظور  به   .(1999 همکاران،  و 

 ،Eppendorf ساخت شرکت) Mastercycler Gradient 

آلمان) استفاده شد و واکنش PCR در حجم نهایى 25 میکرو لیتر 

 ،MgCl
2
مولار  میلى   2 الگو،   DNA  گرم نانو   20 به صورت 

  Taq پلى مراز  DNA  25 پیکو مول از هر پرایمر، 1واحد آنزیم

Mix dNTP  انجام گرفت. شرایط دمایى 
S
و 200 میکرومولار 

براى تکثیر ژن شامل یک سیکل حرارتى 95 درجه سانتى گراد به 

مدت 5 دقیقه، 35 سیکل تکرارى 94 درجه سانتى گراد به مدت 1 

درجه سانتى   72 دقیقه،   1 مدت  به  گراد   سانتى  درجه  دقیقه، 62 

انتهایى 72 درجه سانى گراد  گراد به مدت 1 دقیقه و یک سیکل 

به مدت 5 دقیقه بود. دو میکرولیتر ازمحصول PCR دور اول به 

گرفت،  قرار  استفاده  مورد   PCR دوم  دور  براى  الگو  یک  عنوان 

که با نسبت 1 به صد رقیق مى شد. دور دوم PCR با پرایمرهاى 

هاى قبلى الیگونوکلئوتید براى 25 چرخه با همان غلظت از معرف 

ها و وضعیت دمایى انجام شد. محصولات  PCR به دست آمده به 

میزان مساوى 10 میکرولیتر از محصول PCR به ژل تزریق شد. 

ولتاژ ثابت 80 ولت به مدت 30 دقیقه براى جدا سازى محصولات 

مورد استفاده قرار گرفت. DNA ladder 100 جفت باز (ساخت 

شرکت فرمنتاس آلمان) براى تعیین طول قطعه تکثیر شده به عنوان 

یک مارکر با وزن مولکولى مشخص مورد استفاده قرار گرفت. در هر 

PCR حداقل یک نمونه واجد آب مقطر به عنوان کنترل منفى و 

یک نمونه آلوده به عنوان کنترل مثبت استفاده شد. سپس بر روى 

ژل آگارز  1٪  حاوى اتیدیوم برماید الکتروفورز گردید و در زیر نور 

 UVIdoc مورد مطالعه قرار گرفت و تصویر در سیستم هاى UV

به دست آمد.                                                     

نتایج

در این مطالعه 100 مغز جنین سقط شده گاو براى حضور انگل مورد 

پرایمر هاى طراحى  به  با توجه  نتیجه حاصل،  قرار گرفت.  بررسى 

شده پس از انجام واکنش  PCR ونمایش نتایج بر روى ژل آگارز 

1٪  قطعه اى به طول 146  جفت باز بود (تصویر 1).  DNA  انگل 

در 11 مغز از 100 نمونه مشاهده شد. 
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بحث 

هدف از این مطالعه تعیین فراوانى آلودگى  در جنین 

درشهرستان    Nested-PCR روش  به  گاوان  شده  هاى سقط 

آلوده  ها  گاو  شده  سقط  هاى  جنین  مغز   ٪11 بود.  شهرکرد 

در  گوسفند  شده  هاى سقط  جنین  روى  بر  که  بررسى  در  و  بود.  

شهرستان تبریز انجام شد از 70 نمونه دریافتى 8/5٪ مثبت ارزیابى 

شد(Asadpour و همکاران،2013) که با یافته ها ى این مطالعه 

(11٪) هم خوانى دارد.

با توجه به این بررسى و سایر بررسى هاى صورت گرفته در سایر 

نقاط ایران، مى توان نتیجه گرفت اگر چه میزان شیوع و گسترش 

انگل در بیشتر نقاط ایران کم است است، ولى  خسارت اقتصادى 

این آلودکى بسیار زیاد است.  بنا بر این اتخاذ راه هاى مناسب جهت 

این  انتقال عمودى  به  با توجه  انگل در گله ضرورى است.  کنترل 

از راه هاى مهم جلوگیرى از سقط، حذف گاوهاى آلوده  انگل، یکى 

است. در بررسى سرولوژیکى از 104 راس گاو شیرى  مبتلا به سقط 

جنین در شهرستان گرمسار، 40  راس  (38,45٪ ) داراى پادتن ضد 

 بودند (رنجبربهادري و همکارارن، 1389). دربررسى 

از   103 قلاده سگ هاى شهرستان تهران از  نظر تعیین آلودکى 

به  به روش الایزا 20 مورد  (19,1٪)  داراى پادتن 

ضد  بودند (Haddadzadeh و همکاران، 2007). 

یکى از راهکارهاى مناسب جهت مقابله با شیوع و گسترش انگل، 

حذف میزبان نهایى از چرخه تکامل این انگل به حساب مى آید. در 

چرخه زندگى انگل سگ به عنوان میزبان نهایى به شناخته مى شود 

که با آلوده کردن غذا و آب سبب انتقال افقى در محیط به حساب 

مى آید.(Dubey ، 1999) در بررسى که حداد زاده و همکاران در 

سال 2007 بروى سگ هاى شهرستان تهران به روش الایزا انجام 

دادند از تعداد 103 نمونه دریافتى تعداد 20 مورد داراى پادتن ضد 

 بودند(Haddadzadeh و همکاران، 2007). که 

با حذف سگ هاى آلوده در گاودارى مى توان از گسترش آلودگى 

افقى این انگل جلوگیرى به عمل آورد.

نام پرایمر

5'-GTCCCTCGTGGACCC-3'NF1

5'-CATGTGGATATTTTGCA-3'NS2

5'-AAACTCCTGGAAGTTAAAG-3'NR1

5'-AACCTCTCTCAGAGATCG-3'SR1
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Abstract

 is one of the causes in aborted cattle in the world, accompanied with millions dollars 

economic loses. The aim of this study was to determine the prevalence of bovine  in 

aborted fetuses in shahrekord, by Nested-PCR method. Among the 100 aborted fetuses brains, 11 cases ( 

11%)  were infected. According to our results,  is one of important factors of abortion 

in dairy cows in Shahrekord. 

Key words: Prevalence, , Abortion, Nested-PCR, Shahrekord, Chahar Mahal Bakhti-

atiri province. 
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