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چكيد ه 
زمینه مطالعه: نئوسپوروز گاو توسط Neospora caninum، انگل تک یاخته ای که باعث عفونت دائمی می شود، ایجاد می شود. سقط جنین 

اغلب تنها علامت بیماری است. 
هدف: هدف از این مطالعه بررسی میزان شیوع نئوسپورا کنینوم در برخی گاوداری های البرز و قزوین می باشد. 

روش کار: در این تحقیق، 105 نمونه از سقط جنین گاو به آزمایشگاه از مهرماه سال 95 تا آبان سال 97 ارسال شد. نمونه های دریافتی شامل 
مغز، قلب و جفت از نقطه نظر آلودگی با N. caninum با استفاده از Histopathology ،ELISA ،PCR و Real Time PCR بررسی گردید. 
 PCR از تکنیک الایزا به عنوان آزمون غربالگری اولیه گله مبتلا به سقط و تأیید آن با استفاده از روش های آسیب شناسی بافتی و مولکولی

استفاده گردید.
نتایج: N. caninum باعث نفوذ التهابی تک هسته ای در اندام های مختلف و نکروز کانونی با نفوذ تک هسته ای در مغز می شود، ضایعات 
غیرچرکی نیز در اندام ها نشان می دهد عفونت سیستمیک است. میزان عفونت جنین با  N. caninum با هر یک از روش های تشخیصی، 

8/6 درصد  باElisa ، 20/9 درصد با Real Time PCR  و 6/7 درصد با PCR  بود. 
نتیجه گیری نهایی: ارزیابی تکنیک ها برای تفسیر این نتایج مهم است. تشخیص سقط جنین ناشی از N. caninum مستلزم شناسایی انگل از 
طریق تکنیک های خاص مانند هیستوپاتولوژی یا روش های مولکولی مانند PCR است که از حساسیت بالاتری برخوردار هستند. ترجیحاً 
با شناسایی ضایعات هیستوپاتولوژیک و انجام آزمون های مولکولی به همراه هم می توان به نتایج درست تری دست پیدا نمود. استفاده از 
جفت و مهم تر از آن، مغز جنین و آزمون های PCR و Real Time PCR بهمراه استفاده از هیستوپاتولوژی تشخیص قطعی نئوسپروز را 

افزایش دهد.
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Background:Bovine neosporosis is caused by Neosporacaninum, A parasite that causes abortion is often the only observed 
sign of disease.
Objective: The aim of this study was to investigate the prevalence of Neospora caninum in some Alborz and Qazvin farms.
Methods: in this reaserch 105 samples from bovine abortions were sent to the laboratory, from January 2018 to May 2019. 
Samples were screened for N. caninum in the brain, heart, kidney, liver, lung, spleen, and placenta, using HistoPatology, 
ELISA, conventional, PCR and Real Time PCR.. Elisa was used as an initial screen for indication of infectious abortion and 
the second was histopathology and PCR 
Results: A mononuclear inflammatory infiltrate was predominant in the heart, kidney, liver, lung, brain, and placenta. 
N. caninum causes mononuclear inflammatory infiltrate in various organs and focal necrosis with mononuclear infiltrate in 
the brain, Non-suppurative lesions were also present in the lung, liver, kidney, and placenta, indicating that N. caninum in-
fection is systemic. The rate of fetal infection with N. caninum, represented separately by each of the diagnostic techniques, 
was 8/6% with Elisa, 20/9% with Real Time PCR and 6/7% with conventional -PCR.
 Conclusions :The diagnosis of abortion due to N. caninum requires detection of the parasite through techniques that are 
specific, such as Histopathology, or PCR that are both specific and more sensitive, preferably associated with identifica-
tion of histopathological lesions placenta and, importantly, fetal brain, should be encouraged to increase the success of the 
definitive diagnosis of neosporosis by tests of conventionalPCR and Real Time PCR.

Keywords: Neospora caninum,Histopathology,molocular Tests

مقدمه
نئوسپوروز گاو توسط Neospora caninum، انگل تک یاخته ای که باعث 
تنها  اغلب  جنین  سقط  می گردد.  ایجاد  می شود،  مادام العمر  عفونت 
علامت مشاهده شده بیماری است. هیچ درمان مؤثری وجود ندارد و از 
 N. caninum با  اثربخشی واکسن اطمینانی وجود ندارد. عفونت  میزان 
می تواند منجر به مرگ زودهنگام جنین، سقط جنین، مرده زایی یا گوساله 
ضعیف و غیرطبیعی شود Neospora caninum یک تک یاخته اولیه است 
به عنوان انگل در سگ  ها شناخته شده است که در آن ها باعث میوزیت 
و انسفالیت می شود. نئوسپوروز گاو در حال حاضر به عنوان عامل اصلی 
سقط خود به خودی در گاو شناخته شده است. در 20 درصد مزارع با 
سقط  عامل   Neospora caninum که  می رود  زیاد  احتمال  مکرر،  سقط 
باشد، که این احتمال سه برابر بیشتر از گاوی که نئوسپورا منفی است، 
سقط جنین دارد. نئوسپورا مسئول 21 درصد سقط های خود به خودی 
است که در یک حیوان رخ می دهد. این درصد برای کل گله به 33 درصد 
می رسد. انتقال افقی معمولاً اتفاق میوفتد )حداقل 80 درصد گوساله های 
متولد شده از گاوهای مثبت مبتلا به عفونت هستند(. آزمایشات قبل از 

اولین مصرف آغوز گوساله، عفونت قبل از تولد را نشان می دهد.

عفونت های N. caninum از اکثر نقاط جهان گزارش شده است که نشان 
با شیری  گاوهای  از  شده  سقط  جنین های  از  درصد   45-12 می دهد 

N.caninum آلوده هستند. یک ویژگی بارز این بیماری این است که بیشتر 
سقط های ناشی از این انگل در ماه 6-5 آبستنی اتفاق می افتد. خوردن 
پرده های جفت و جنین های سقط شده به احتمال زیاد مهم ترین منشأ 
آلودگی در سگ باشد. گاوها به طور افقی با آلوده شدن آب و خوراک و 
از سگ های آلوده و یا انتقال عمودی از گاو به جنین در دوران بارداری 
عفونت    یک  به عنوان  عفونت  این  و سپس  آلوده می شوند  انگل  این  به 
مادام العمر حفظ می شود. پس از آلوده شدن، گاو می تواند در تمام دوران 
در  کند.  منتقل  خود  گوساله  به  جفت  طریق  از  را  ارگانیسم  بارداری، 
برخی حاملگی ها، این عفونت جنین ممکن است منجر به سقط یا ضعف 
گوساله ها شود. با این حال، اکثریت قریب به اتفاق 95 درصد گوساله هایی 
که با عفونت )"به طور مادرزادی آلوده"( از گاوهای مثبت متولد شده اند 
کاملًا طبیعی هستند، اما تا پایان عمر آلوده باقی می مانند. یک تلیسه که 
با عفونت متولد می شود، می تواند عفونت را در زمان بارداری به نسل 
بعدی منتقل کند، بنابراین عفونت را در گله حفظ می کند. انتقال عمودی 
به عنوان اصلی ترین راه انتقال در گاو شناخته شده است، اما انتقال افقی 
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و عمودی برای زنده ماندن انگل ضروری است.
تصور می شود که سقط جنین با تخریب مستقیم جنین و جفت و یا آسیب 
جفت ممکن است باعث ترشح PGهای مادر شود که باعث لوتئولیز و 
سقط جنین می شود. شناسایی کامل سقط جنین از طریق یافتن ارگانیسم   
N.caninum در بافت های جنین و مطمئن ترین حالت جداسازی ارگانیسم 
از مغز جنین است. کنترل بر اساس حذف حیوانات مثبت، اجتناب از ورود 
جایگزین های آلوده به گله و جلوگیری از روش های احتمالی عفونت افقی 

است.

مواد و روش ها
تعداد صد و پنج نمونه از جنین های سقط شده از مهر 95 تا آبان 97 به 
آزمایشگاه ارسال شد. نمونه های مغز، قلب و جفت از جنین های دریافتی 
 Real و Histopathology ،PCR برداشت شد و با استفاده از تکنیک های
آزمون  به عنوان  الایزا  روش  از  گرفت،  قرار  آزمون  مورد   Time PCR
غربالگری در گله ای که از آن نمونه برداری صورت گرفته استفاده گردید.

 ELISA آزمون
در  بالقوه  باروری  مشکل  یک  نئوسپوروز  آیا  اینکه  تعیین  به منظور 
حذف  ضمن  و  گیرد  قرار  آزمایش  مورد  باید  گله  است،  دامداری ها 

گوساله های مثبت باید فقط تلیسه های جایگزین منفی خریداری شوند.
تشخیص  برای   ID Vet کمپانی  غیرمستقیم  الایزا  کیت  منابع،  اساس  بر 
از  شیر  یا  و  سرم  نمونه های  در  کانینوم  ضدنیوسپورا  آنتی بادی های 

حساسیت و ویژگی  )< 95<( بسیار بالایی برخوردار است.
با سرعت 1000  و  اخذ شده  با سابقه سقط  گاوهای  از  نمونه های خون 
دور در دقیقه به مدت 10 دقیقه سانتریفوژ و سپس سرم های جداشده در 
فریزر 20- درجه سانتی گراد تا زمان آزمایش نگهداری شد. 50 میلی لیتر از 
هریک از نمونه سرم در چاهک های پلیت الایزا اضافه و طبق دستورالعمل 
روش  به   IgG ضدنیوسپورا  اختصاصی  آنتی بادی های  ردیابی  برای  کیت 

الایزا غیر مستقیم مورد آزمایش قرار گرفتند. 

آسیب شناسی بافتی
میکروسکوپی  ضایعات  است.  متغیر  حدودی  تا  بافت شناسی  یافته های 
گرانولوماتوز،  اسپلنیت  هپاتیت،  و  کبدی  نکروز  شامل  شده  گزارش 
هپاتیت گرانولوماتوز، میوزیت، لنفوئید طحال، میوکاردیت، گاستروانتریت 
مننژوانسفالیت  و  برونکوپنومونی  شبکیه ای،  سلول های  هیپرپلازی  و 
انسفالومیلیت  هیستوپاتولوژیک  ضایعه  بارزترین  اغلب  است. 
کانونی  نکروزهای  به صورت  که  است  کانونی  چند  مننژوانسفالومیلیت 
گاهی اوقات در نورون ها مشخص می شود. بافت ها در فرمالین 10 درصد 
ثابت شده، در پارافین جداسازی شده، در 4 میکرومتر برش داده شد و 

برای پاتولوژی با هماتوکسیلین و ائوزین رنگ آمیزی شد.

PCR
نیوسپوروز تمام موارد  بیماری  از نظر  گله  برای مشخص کردن وضعیت 
گیرد.   قرار  آزمایش  مورد   PCR مولکولی  روش  با  بایستی  جنین  سقط 
DNA ژنومی از بافت های تازه و فریزشده، با استفاده از کیت استخراج 

PCR template preparation kit High Pure از کمپانی Roche با استفاده 
  SDS و EDTA از بافر لیزکننده با استفاده از بافر لیزکننده شامل تریس و
و با استفاده از پروتیناز k به عنوان هضم کننده پروتین ها و اتصالات بین 
 DNA .سلولی، طبق دستورالعمل سازنده استخراج و خالص سازی گردید
 PCRاستخراج شده در دمای 20- درجه سانتی گراد تا زمان انجام تست
نگهداری شد. استخراج DNA نمونه مغز از جنین سقط شده به عنوان نمونه 
 Neospora تشخیص  برای  ژن هدف  به عنوان   Nc ژن  شد.  گرفته  هدف 

انتخاب شده است. 
کیت  پروتکل  طبق  و   Qiagen تجاری  کیت  از  استفاده  با   PCR واکنش 
انجام   Eppendorf ترمال سایکلرکمپانی  از دستگاه  استفاده  با  و  سازنده 
و محصول PCR توسط ژل آگارز الکتروفورز مشاهده گردید. به منظور 
وتحت  تهیه  درصد  نیم  و  یک  آگارز  ژل  باندها،  مشاهده  و  الکتروفورز 
تأثیر ولتاژ الکتریسیته 110 ولت به مدت 40 دقیقه قرار گرفت. سرعت 
حرکت DNA بسته به طول قطعه DNA و ولتاژ مورد استفاده بستگی 
دارد. در انتها با استفاده از نور فرابنفش، محصولات PCR مورد بررسی 
قرار گرفت. مطابق شکل 1، 340 جفت باز را برای تک یاخته نئوســپورا 

کانینوم به عنوان پاســخ مثبت قلمداد می کنیم.

Real time PCR
هنگام  در  و  شده  اضافه  واکنش  به  )پروب(  کاوشگر  یک  روش  این  در 
شروع واکنش PCR با فعالیت ’5 نوکلیازی آنزیم Taq polymerase  تجزیه 
گزارشگر  فلوروفور  رنگ  دارای  واکنش  این  فلورسنته  کاوشگر  می شود. 
نیاز  مورد  ترکیبات  تمام  می باشد.   quencher کننده  خاموش  و   reporter
 Hot در یک میکروتیوب ریخته شده و با استفاده از آنزیم PCR واکنش
start Taq DNA polymerase که در دمای بالا فعال می شود مانع ایجاد 
پرایمر دایمر می گردد. سایر اجزای آزمایش شامل آب مولکولار گرید و 
بافر 2x TaqMan به مقدار 10 میکرولیتر و مخلوط پرایمرهای فوروارد 
میکرولیتر می باشد.   2/5 مقدار  به   FAM فلورسانس  پروب  و  ریورس  و 
ژن Nc به عنوان ژن هدف برای تشخیص Neospora انتخاب شده است. 
اندازه قطعه مورد تکثیر 117 باز تعیین و  5 میکرولیتر از DNA ژنومی 
)با غلضت 10-1 نانوگرم در میکرولیتر( را در میکروتیب ریخته و سپس 
گردید.  اضافه  آن  به  شده  تهیه  میکس  مستر  محلول  از  میکرولیتر   20
و  گذاشته  تایم  رییل  دستگاه  در  را  میکرولیتر   25 حجم  با  میکروتیوب 

برنامه حرارتی طبق جدول 1 اجرا گردید.
آغازگرها و کاوشگر Real Time PCR بر اساس S. De Craeyea انتخاب 

شدند )جدول 2 را برای آغازگرها و پروب مشاهده کنید(. 

نتایج
 HistoPatology ،ELISA در مطالعه حاضر تشخیص سقط جنین بر اساس
PCR، معمولی و Real Time PCR جهت تشخیص N.caninum بود. تست 
دادن سقط عفونی و دومین  برای نشان  اولیه  به عنوان غربالگری  الایزا 
مورد آسیب شناسی بافتی و PCR بود، نفوذ سلول های التهابی تک هسته ای 
و   Lindsay گفته  به  بود.  غالب  و جفت  مغز  ریه،  کبد،  کلیه،  قلب،  در 
همکاران در سال 1999، تاکیزوئیت ها یا کیست های N.caninum به ندرت 
به اندازه کافی در همه بخش های بافتی از حیوان یافت می شوند، بنابراین 

تشخیص Neospora caninum در جنین سقط شده گاو    ...
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برای تشخیص انگل نیاز به استفاده از آزمایشات خاص و حساس است. 
 ELISA به همین دلیل، هیستوپاتولوژی باید مکمل آزمایش هایی مانند 
PCR، و Real Time PCR  باشد که عامل ایجادکننده را مشخص می کند. 

در آزمایش ELISA نتیجه در جدول 3 نشان داده شده است. )25(
نئوسپورا کنینوم باعث نفوذ سلول های التهابی تک هسته ای در اندام های 
مختلف و نکروز کانونی با نفوذ سلول های  تک هسته ای در مغز می شود.

مطالعات PESCADOR و همکاران در سال 2007 نشان می دهد که مغز 
آن  به  را  آسیب  بیشترین  زیرا  است،  انگل  تشخیص  برای  انتخابی  ارگان 
بافت شناسی  بررسی  برای  می توان  را  آن  از  قسمتی  و هر  وارد می کند 
سقط  دادند  نشان  سال2010  در  همکاران  و   De Craeye کرد  استفاده 
De Craeye و همکاران در  باشد  انگل  انتقال عمودی  به دلیل  می تواند 
سال 2010 و DUBEY و همکاران در سال 2003 و SAGER و همکاران 
2007 معتقدند که در برخی موارد، عفونت توسط N. caninum می تواند 

منجر به مرگ جنین قبل از ایجاد ضایعات شود)9،10،38،40(.
در مطالعه حاضر PCR real time نمونه های آلوده مغز را تشخیص داد، در 
این مطالعه از آغازگر ناحیه DNA NC5 ریبوزومی استفاده شده است و 
در نمونه های بافت مغز آلوده جنین های سقط شده از گله های شیری 80 
درصد مثبت بودند و میزان عفونت جنین با N. caninum، جداگانه با هر 

یک از روش های تشخیصی به شرح ذیل می باشد:
  با الایزا 8/6 درصد، با Real time PCR  60/3 درصد و با PCR معمولی 

20/2 درصد 
 شکل 1- نتیجــه الکتروفــورز ژل آگارز نمونه هــای PCR در تشــخیص  

Neospora.caninum
Neospora.caninum در تشخیص Real time PCR نمودار 1- نتیجه

یافته های هیستوپاتولوژی
همه  در  آماسی  سلول های  تجمع  با  همراه  نکروزه  کانون ها  وجود 
اندام ها خصوصاً مغز مشاهده شد، سلول های آماسی تک هسته ای شامل 
لنفوسیت، مونوسیت و ماکروفاژها بودند، کیست نئوسپورا در 2 مورد از 

مغزها قابل مشاهده بود )شکل 2(.
ضایعات غیرچرکی نیز در ریه، کبد، کلیه و جفت وجود داشت که نشان 
می دهد عفونت N. caninum سیستمیک است و می تواند به بافت های 
وضوح  به  کانونی  گرانولوماتوز  و  کبدی  نکروز  برسد.  جنین  مختلف 
کانونی(  صورت  به  گلیوزیس)  چرکی،  غیر  آنسفالیت  شد.  مشاهده 

،هایپرامیای شدید و ادم نیز مشاهده گردید.
در  جنین،  نمونه های  از  کمی  مقادیر  در  را   DNA مولکولی  تکنیک های 
هر شرایطی، مومیایی شده یا درجات مختلف اتولیز تشخیص می دهند. 
مقادیر پایین ضرایب کاپا در بین آزمایش ها نشان می دهد که تکنیک ها 
مکمل یکدیگر هستند و نیاز به محاسبه میزان عفونت جنین را با در نظر 
گرفتن حداقل یک نتیجه مثبت برای هر یک از تکنیک ها نشان می دهند. 
 Real time بنابراین، 24/8 درصد نمونه ها حداقل برای یکی از تکنیک ها
PCR، معمولی PCR یا Histopathology مثبت بودند. بنابراین می توان 
افزایش  برای  تشخیصی  روش  یک  از  بیش  از  استفاده  که  گرفت  نتیجه 

احتمال تشخیص انگل در جنین های سقط شده ضروری است.

بحث
میزان  روی  بر  مختلفی  مطالعات  ایران  در  اخیر  ســال  چند  طی  در 
آلودگــی به انگل نئوســپورا کانینوم صــورت گرفته اســت Moayer و 
همکاران در سال 2011، تعداد 200 نمونه جنین سقط شده از گاوداری های 
لام  جنین،  بافت های  از  سپس  کرده،  جمع آوری  تهران  اطراف  صنعتی 
پایان  در  دادند.  قرار  بررســی  مورد  پاتولوژی  روش  به  و  شــده  تهیه 
آن ها گزارش دادند که 21 درصد )42 جنین سقط شده( دارای آلودگی 
Moayer و همکاران در ســال  انگل نئوسپورا کانینوم بودند مطالعه  به 
نمونه  به عنوان  جنین  بافت های  از  که  بود  حاضر  مطالعه  همانند   2011
آزمایشــگاهی اســتفاده شده اما روش بررســی کاملًا متفاوت اســت. در 
میان روش های تشخیصی، تست PCR حساسیت و ویژگی بیشتری نسبت 
به سایر تست های هیستوپاتولوژی و ایمونوهیستوشــیمی دارد. مضاف 
بر اینکه نتایج این تســت کمتر توسط تغییرات ناشی از اتولیز جنین در 
هنگام سقط مخدوش می گردد. بنابراین ااختلاف میان دو تحقیق می تواند 

به واســطه دقت کمتر تشــخیصی روش پاتولوژی به تنهایی باشد)29(. 
نتایج  مشابه  می تواند  پژوهش  این  در  آمده  دست  به  نتیجه  همچنین   
از  باشد که  Gottstein و همکاران در سال 1998  به دست آمده توسط 
آغازگرهای منطقه DNA Nc5 ژنومی استفاده کرد و N.caninum را در 
  PCR مغز 29 درصد از 83 جنین سقط شده گاو در سوئد با استفاده از
از  استفاده  با   2004 سال  در  همکاران  و   Paula داد.  تشخیص  معمولی 
آغازگرهای منطقه PCR ،Nc5 معمولی را بکار گرفتند و N.caninum را 
در 31.3 درصد از 32 نمونه بافت مغزی منجمد از جنین های سقط شده 

در برزیل پیدا کردند)20(. 
مطالعه Sager و همکاران در سال 2001 در 47 مورد همبستگی ضعیفی 
Real time PCR  نشان داد  در 47 مورد با Real time PCR و PCR بین

مثبت نشان داد. پنج مورد از این موارد هیچ ضایعه ای مطابق با ضایعات 
ناشی از N.caninum  نشان ندادند و هیچ یک از این موارد با PCR مثبت 

نبود )40(.
 N.caninum و همکاران در سال 1999 پروتکلی برای تشخیص Baszler
شناسایی  و  از هیستوپاتولوژی  استفاده  با  گاو  در جنین های سقط شده 
انگل توسط PCR و هیستوپاتولوژی، مانند کار حاضر، پیشنهاد کردند یکی 
دیگر از عواملی که ممکن است به اختلاف در میزان تشخیص تکنیک ها 
کمک کند، نمونه برداری از بافت است. هنگامی که قطعات بریده شدند، 
انگل  مولکولی،  تحلیل  و  تجزیه  برای  دیگری  و  بافت شناسی  برای  یکی 
ممکن است در یک قسمت وجود داشته باشد، اما در قسمت دیگر وجود 
عدم  برای  احتمالی  توضیح  یک   ،PCR نتایج  به  توجه  با  است.  نداشته 
تشخیص DNA در برخی از اندام های جنینی که با هیستوپاتولوژی مثبت 

است ممکن است تخریب DNA توسط اتولیز باشد)4(. 
حساسیت  و  اختصاصیت  میزان  به  می توان  احتمالی  عوامل  دیگر  از 
مورد  نمونه های  انواع  برای   PCR واکنش  در  استفاده  مورد  پرایمرهای 

استفاده اشاره کرد.
 N.caninum 5 برای تشخیص و و ردیابی-Nc در مطالعه حاضر، ما از ژن
Alvarez-( تکرار می شود  N.caninum  استفاده کردیم. این ژن در توالی

García,G و همکاران در سال 2013(. از این رو، به عنوان یک ژن هدف 
برای تشخیص نئوسپوروز ارائه می شود مطالعه قبلی در این زمینه توسط 
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ویژگی  و  که حساسیت  انجام شد.  سال 1996  در  و همکاران   Yamage
در  کردند.  مقایسه    N.caninum تشخیص  برای  را  مختلف  آغازگرهای 
آغازگر  و   Np21 جلو  به  رو  الیگونوکلئوتیدی  آغازگر  پنج  مطالعه،  این 
تشخیص  برای  بودند  شده  مشتق   5-Nc ژن های  از  که   ،Np6 معکوس 
 5-Nc ژن  گرفتند.  قرار  استفاده  مورد  سقطی  نمونه های  در  نئوسپروز 
همچنین می تواند N.caninum را از سایر انگل های apicomplexan مرتبط 
)گونه های Toxoplasma gondii و Sarcocystis( تشخیص دهد. بنابراین، 
تشخیص  برای  اختصاصی  و  حساس  بسیار  ژن  یک  به عنوان   Nc-5 ژن 
 Hughes و همکاران در سال 2007؛ Dubey( نئوسپروز استفاده شده است
و همکاران در سال 2006؛ Paula و همکاران در سال 2004؛ Yamage و 
همکاران در سال 1996(. از این رو، ما در مطالعه حاضر ژن Nc-5 را برای 
 BLAST تشخیص حساس و خاص نئوسپروز انتخاب کردیم. تجزیه و تحلیل
تأیید کرد که آغازگرهای منطقه Nc-5 مختص این انگل هستند، بنابراین 

منطقه  آغازگرهای  توالی  در  کوکسیدیاها  سایر  با  متقابل  واکنش  هیچ 
 T. gondii ، Sarcocystis capracanis، S. cruzi،S. ژنوم های  در   Nc5
miescheliana ،S. moulei ،S. tenella یا Hammondia hammondi  یافت 

نمی شود)1،14،22،35،44(. 

نتیجه گیری کلی
تشخیص سقط جنین ناشی از N. caninum مستلزم ردیابی انگل از طریق 
PCR است  مانند  یا روش هایی  مانند هیستوپاتولوژی  تکنیک های خاص 
ضایعات  شناسایی  با  ترجیحاً  هستند،  حساس  هم  و  اختصاصی  هم  که 
هیستوپاتولوژیک و انجام آزمون های مولکولی به همراه هم می توان به 
از نمونه هایی  باید تلاش نمود  پیدا نمود، همچنین  نتایج دقیق تری دست 
از  بافت هایی  از  استفاده  و  تازه هستند  ممکن  تا حد  که  استفاده شود 
 Real Time  و PCR جمله جفت و مهم تر از آن، مغز جنین، با آزمون های
PCR و در کنار آن استفاده از هیستوپاتولوژی موفقیت تشخیص قطعی 

جدول 1- برنامه حرارتی.

دناتوراسیون اصلیاتصال و گسترش
هدفدناتوراسیون اولیه

40 سیکل

درجه حرارت95 درجه94 درجه60 درجه

زمان10 دقیقه15ثانیه1 دقیقه

.S. De Craeyea بر اساس Real Time PCR جدول 2- آغازگرها و کاوشگر

Target geneSequencePrimer

NC5CCCAGTGCGTCCAATCCTGTAACNp21

NC5CTCGCCAGTCAACCTACGTCTTCTNp6

ITS1GAGAATGAGAGCGATTTCCAGN. caninum Forward primer

ITS1CTCCTGAAGTCCCAGCGAN. caninum Reverse primer

ITS1FAM-CCTTCTGAGTCGGGTTGTGTTTGG-BHQ1N. caninum probe

.Elisa جدول 3- نتایج آزمایش

No.of positiveThe number of animals tested

36105

تشخیص Neospora caninum در جنین سقط شده گاو    ...
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.Neospora.caninum در تشــخیص PCR شکل 1- نتیجــه الکتروفــورز ژل آگارز نمونه هــای

شکل 2- کیست نئوسپورا کنینوم در مغز جنین های سقط شده. 

نئوسپروز را افزایش دهد.
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