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Abstract
Introduction and Objective: Neosporosis is one of the most important animal diseases worldwide, which causes abortion in 
animals especially cows. Cows and small ruminants such as sheep and goats are the most intermediate hosts of the parasite. 
Due to limited information about Neospora caninum infection in small ruminants, the present cross-sectional study was carried 
out to investigate infection with the parasite in sheep and goats slaughtered in Kashan industrial slaughterhouse in 2015-2016 
using molecular method. 
Methods: Heart samples of one hundred and eighty animals including 90 sheep and 90 goats were collected. After DNA ex-
traction from the heart tissue, and then PCR was performed using primers Np21plus and Np6plus. Samples were assigned as 
positive upon observation of a 350 base pair band. Animal data and PCR results were recorded in SPSS.16 and were analyzed 
by Chi-Square and Fischer tests. Results: Neospora caninum DNA was detected in 13 heart samples of animals (7.2 %). The 
prevalence of infection in sheep and goats was 7.8% and 6.7%, respectively. The odds ratio of Neospora caninum infection in 
sheep was 1.18(OR= 1.18) compared to goats. The highest rate of  Neospora caninum infection in small ruminants was ob-
served in winter which was 17.8%, whereas no infection was seen in autumn (P=0.003). The rate of infection was significantly 
higher in the female animals (P=0.04). Conclusion: The prevalence of Neospora caninum in small ruminants in Kashan was rela-
tively low compared to other places in the world as well as the average estimation in Iran. However, health education of farmers 
and livestock producers is recommended to control and improve the conditions of animal husbandry in order to prevent the disease.  
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بررسی مولکولی آلودگی نئوسپورا کانینوم در گوسفندان و 
بزهای کشتاری در کشتارگاه کاشان

چکيد ه 

مقدمه و هدف: نئوسپوروزیس یکی از مهم ترین بیماری های دام با انتشار جهانی می باشد که سبب سقط جنین در حیوانات بخصوص گاو می شود. 
گاو و نشخوارکنندگان کوچک نظیرگوسفند و بز از مهم ترین میزبانان واسط انگل می باشند. با توجه به اطلاعات اندک در مورد نئوسپورا کانینوم 
در نشخوارکنندگان کوچک، مطالعه مقطعی حاضر به منظور بررسی انگل با روش مولکولی بر روی گوسفند و بزهای ذبح شده در کشتارگاه 
صنعتی کاشان در 1396-1395 صورت گرفت. روش کار: از 180 رأس دام شامل 90 رأس گوسفند و 90 رأس بز نمونه  قلب تهیه گردید. ابتدا 
استخراج DNA از بافت قلب انجام و سپس واکنش PCR با پرایمر Np21plus  و NP6plus صورت گرفت. با مشاهده باند350جفت باز، نمونه 

مثبت در نظر گرفته شد. اطلاعات دام ها و نتایج PCR در  SPSS 16 ثبت و با آزمون های مجذور کای و فیشرتجزیه  وتحلیل شد.
یافته ها: DNA نئوسپورا کانینوم در 13 نمونه قلب دام )7/2 درصد( شناسایی شد. میزان آلودگی گوسفند به نئوسپورا کانینوم 7/8 درصد و بز 
6/7 درصد بود . شانس ابتلای گوسفندان به نئوسپورا کانینوم در مقایسه با بزها OR=1.18( 1/18(بود. بیشترین میزان آلودگی نشخوارکنندگان 
کوچک به نئوسپورا کانینوم در فصل زمستان 17/8 درصد بوده درحالیکه در پاییز آلودگی مشاهده نشد )P =0/003(. آلودگی در جنس ماده 

.)P =0/04( بیشتر بوده و اختلاف آن از نظر آماری معنی دار بود
نتیجه گیری: آلودگی نشخوارکنندگان کوچک به نئوسپورا کانینوم در کاشان نسبت به سایر نقاط دنیا و متوسط ایران نسبتا پایین بود. آموزش 

بهداشت به کشاورزان و دامداران به منظور انجام مراقبت  و بهبود شرایط دامداری برای پیشگیری از بیماری توصیه می شود.

کلمات کلیدی: نئوسپورا کانینوم ،PCR ، گوسفند، بز
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مقدمه
بیماری  عامل  و  کمپلسا  اپی  شاخه  از  تک یاخته ای  کانینوم  نئوسپورا 
میزبان  خانواده سگ سانان   .)1-2( است  جهانی  انتشار  با  نئوسپوروزیس، 
نهایی این انگل هستند که تکثیر جنسی در آنها صورت می گیرد و بسیاری 
از حیوانات بخصوص )نشخوار کنندگان( اهلی و وحشی می توانند به عنوان 

میزبان واسط عمل کنند )3-4(.
از طریق خوردن آب و غذای  انگل است و  گاو مهم ترین میزبان واسطه 
آلوده به اووسیست های دفع شده در مدفوع میزبان نهایی آلوده می شود، 
اگرچه گاو مهم ترین میزبان نئوسپورا کانینوم است، اما عفونت های طبیعی 
 .)4-  5( است  شده  گزارش  بز  و  گوسفند  مانند  نشخوارکنندگان  سایر  در 
انتقال عمودی از مادر به جنین است  انتقال آلودگی گاوها  مهم ترین راه 
)5( در مطالعات اخیر، انتقال مادرزادی ننئوسپورا در گوسفند گزارش شده 

است  و انتقال عمودی منبع اصلی عفونت در گوسفند است )7 -6(.
عفونت  شیوع   ،2020 سال  ایران  در  مروری  مطالعات  نتایج  اساس  بر 
نئوسپورا کانینوم در سگ ها 54/۹- 0-درصد، در گاوها 2/۸-76/3 درصد، 
در گوسفندان 0/۹ -۹/۹ درصد، در بزها 6/2 درصد، الاغ 52 درصد و در 
گاومیش ها 1۹/2 -55/۹ درصد گزارش شده است. همچنین در گربه 1۹-

14 درصد و در جوندگان 20/4 -0 درصد و اسب 42/2 -20 درصد، شتر 
16/6 درصد و پرندگانی نظیر جوجه 17/3 و  کبوتر 30/4 - ۹/۸ درصد و 

جوجه های گوشتی ۸ درصد گزارش شده است )11 -۸  ، 4(. 
در  نئوسپورا  علیه   IgG آنتی بادی  میزان   2006 سال  برزیل  در  همچنین 
بیماران ایدزی 3۸ درصد و بیماران با اختلالات عصبی 1۸ درصد در حالیکه 
در نوزادان و افراد سالم 5 و 6 درصد بود ) 13 -12(. اگرچه پتانسیل زئونوز 
بودن نئوسپورا کانینوم ناشناخته است ولی اخیرا DNA نئوسپورا کانینوم 

در دو نمونه خون بند ناف انسان گزارش شده است )14(.
نارسایی های تولیدمثلی مانند  نئوسپوروزیس مشابه توکسوپلاسموز عامل 
سقط جنین و مرگ و میر نوزادان در نشخوارکنندگان می شود. سقط جنین 
یکی از مهم ترین عوارض نئوسپروزیس در گاو است. همچنین در مواردی 
باعث مرده زایی و تولد نوزادان ضعیف می شود)16- 15، 3(. در مواردی 
سقط جنین گوسفند و بز  از سراسر جهان و ایران گزارش شده است. بر 
اساس مطالعه متاانالیز در سال 2022 پرووالانس نئوسپورا کانینوم در جنین 
سقط شده گوسفند و بز به ترتیب 15٪ و 7٪ تخمین زده شده است)1۸- 
17(. همچنین بر اساس نتایج Razmi و همکاران سال 2017 نئوسپورا  عامل 
سقط جنین در گوسفندان مشهد بوده است. خسارت این انگل بجز سقط 
جنین، کاهش تولید شیر و هزینه های جانبی تشخیص  بیماری است )1۹(. 

تولیدمثلی  مشکلات  و  جنین  سقط  از  ناشی  اقتصادی  زیان های 
 1/3 سالانه  جهان  سراسر  در  کانینوم  نئوسپورا  به  آلوده  نشخوارکنندگان 
میلیارد دلار تخمین زده شده است. )21- 20( خسارت شدید اقتصادی در 
آرژانتین در گاو های شیرده و گوشتی 33 و 12 میلیون دلار برآورد شده 
است.)22(. از این رو بدلیل انتشار گسترده و خسارات اقتصادی، این بیماری 

از اهمیت قابل توجهی برخوردار است )20-22(.
به  حیوانات  و  بوده  سنتی  بز  و  گوسفند  پرورش  مزارع  بیشتر  ایران  در 
دارند. مطالعات متعددی در  ارتباط مستقیم  با سگ های ولگرد  خصوص 
انجام شده است،  مورد شیوع سرمی نئوسپورا کانینوم در گاو و گوسفند 
اما مطالعات مولکولی اندکی وجود نئوسپوراکانینوم در بافت های گوشت 

، 14، 11،۹ ،4(. واکنش های  تایید کرده است )23  گاو و گوسفند و بز را 
به  نسبت  بالاتر  ویژگی  و  حساسیت  دلیل  به   )PCR( پلیمراز  زنجیره ای 
روش های سرولوژیکی، یکی از مناسب ترین روش ها برای تشخیص نئوسپورا 

کانینوم در بافت حیوانات آلوده است )24-25(. 
باتوجه به انتشار وسيع آلودگي دام ها و پرندگان به نئوسپورا كانينوم )23و 
از سقط جنین  ناشي  قابل توجه  اقتصادي  ,4( و خسارات   ۸-10 ، 16 -  17
و  آلوده  دام هاي  سریع  شناسايي  با  مي توان   ،)20-21( آلوده  دام های  در 
انجام اقدامات پيشگيرانه، موجب كاهش آلودگي و عوارض ناشي از آن شد. 
همچنین به دلیل اطلاعات اندک مطالعات مولکولی نئوسپوروزیس، هدف 
قلب   DNA نمونه های  در  کانینوم  نئوسپورا  شیوع  تعیین  مطالعه  این  از 

گوسفندان و بزهای کاشان با روش PCR بود.

مواد و روش کار
کشتار  بز  و  گوسفند  قلب  نمونه   1۸0 روی  بر  مقطعی  روش  به  تحقیق 
شده در کاشان طی سال های 13۹6- 13۹5 صورت گرفت)کد اخلاق طرح  
IR.KAUMS.MEDNT.REC.1402.13۹می باشد(. از آنجایی  که میزان آلودگی 
قلب گوسفندهای کشتار تهران 6/7 درصد و در مغز 0/7 درصد گزارش شده 
است )26(. از این رو در مطالعه حاضر از قلب گوسفند که حساستر از مغز 

برای شناسایی نئوسپورا کانینوم است استفاده شد.
نگهداری  بز  قلب  نمونه   ۹0 و  گوسفند  قلب  نمونه   ۹0 مطالعه  این  در 
بررسی سرواپیدمیولوژی و  با عنوان  شده در فریزر، طرح شماره ۹4151 
بز در کاشان در سال 13۹4- ملکولی توکسوپلاسما گوندی در گوسفند و 

13۹5 استفاده گردید )27(. نمونه های قلب گوسفند و بز جهت استخراج  
DNA  استفاده شد. جهت بررسی نئوسپورا کانینوم 0/2 گرم از نمونه بافت 
DNA )شرکت  استخراج  کیت  از  استفاده  با  کرده سپس  را هموژن  قلب 
در  و  گرفت  انجام   DNA استخراج  کیت،  پروتکل  مطابق  ایران(  سیناژن، 
20 - درجه سانتی گراد نگهداری شد. سپس PCR با استفاده از پرایمرهای 
 Np6plus (5

/
CTC GCC AGT CAA CCT ACG TCT TCT3

/
اختصاصی )

و   Np21plus (5
/
CCC AGT GCT CCA ATC CTG TCT3( و   

ترموسیکلر دستگاه  در  ذیل  برنامه  و  دانمارک(  )آمپلیکون،  میکس   مستر 
)PCR (Flex Cycler2, Germany انجام شد. برنامه PCR بشرح ذیل بود: 
دناتوراسیون اولیه  ۹5 درجه سانتی گراد بمدت 5 دقیقه، 35 سیکل شامل 
درجه   60 آنیلینگ  ثانیه،   30 بمدت  سانتی گراد  درجه   ۹4 دناتوراسیون 
سانتی گراد بمدت 30 ثانیه، طویل سازی 72 درجه سانتی گراد بمدت 30 ثانیه 
و طویل سازی نهایی72 درجه سانتی گراد بمدت 5 دقیقه. واکنش PCR در 
کنار کنترل منفی )آب مقطر استریل( و کنترل مثبت )نئوسپورا کانینوم تهیه 
شده از دانشگاه علوم پزشکی شیراز( انجام شد. در PCR قطعه 350-  32۸ 
 PCR تکثیر شد )25-24( پس از الکتروفورز محصول NC5 جفت باز از ژن
روی ژل آگاروز 1/۸ درصد در کنار مارکر 100 جفت باز، با مشاهده باند 
حسب   بر  حاصل  نتایج  می شد.  تلقی  مثبت  نمونه  باز،  جفت   350 حدود 
پارامترهای آمار توصیفی  از  استفاده  با  اطلاعات دموگرافیگ دام و فصل 

مجذورکای و فیشر در برنامه SPSS16 مورد آنالیز قرار گرفت.

نتایج و بحث
در مطالعه حاضر از 1۸0 نمونه قلب گوسفند و بز مورد بررسی با روش 

بررسی مولکولی آلودگی نئوسپورا کانینوم در  ...
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میزان  بود.  مثبت  کانینوم  نئوسپورا  نظر  از  )7/2درصد(  نمونه   13  ،PCR
آلودگی گوسفند و بز به نئوسپورا کانینوم به تفکیک 7 مورد )7/۸ درصد( 
و 6 مورد)6/7 درصد ( بود )P=0/77(. شانس ابتلا گوسفندان به نئوسپورا 
و   )1 )جدول   ) OR=1/1۸(گردید 1/1۸تعیین  بزها  با  مقایسه  در  کانینوم 

)تصویر 1(. 

از ۸۹ نشخوارکننده کوچک ماده)گوسفند و بز( 10 مورد )11/2 درصد( و 
از ۹1 حیوان نر 3 مورد )3/3 درصد( از نظر نئوسپورا با PCR مثبت بودند 
که از لحاظ آماری تفاوت آن معنی دار است)P =0/04(. ماده ها 3/7 برابر 

نرها آلوده بودند)OR=3/7( )جدول 2(.
میزان آلودگی نشخوارکننده کوچک )گوسفند و بز( به نئوسپورا کانینوم در 

جدول 1- توزیع فراوانی آلودگی به نئوسپورا کانینوم با روش PCR برحسب نوع دام ذبح شده در کشتارگاه کاشان.

جدول 2- توزیع فراوانی آلودگی به نئوسپورا کانینوم با روش PCR در دامهای کوچک ذبح شده در کشتارگاه کاشان برحسب جنس

تصویر 1 - الکتروفورز محصول PCR نئوسپورا کانینوم با پرایمرهای Np21plus و NP6plus در گوسفند و بزهای کشتار شده در کاشان.

M : مارکرNC ،  100 bp   , :کنترل منفی ، PC  : کنترل مثبت ، S1-S3 : نمونه های مثبت نئوسپورا کانینوم درگوسفند و بز و S4  نمونه منفی.

نئوسپورا
P.valueORCIجمع

+-

گوسفند
7 

 )7.8 %(   

83 

)92.2 %(

90 

)100 %(

0.771.18
0.38

3.6
بز

6  

 )6.7 %(

84 

)93.3 %(

90

)100 %(

جمع
13

 )7.2 %(

167 

)92.8 %(

180

)100 %(

نئوسپورا
P.valueORCIجمع

+-

دام ماده
10

)11.2 %(

79

)88.8 %(

89

)100 %(

0.043.7

0.98

                    

13.9

 دام نر
3

 )3.3 %(

88

 )96.7 %(

91

 )100 %(

جمع
13

 )7.2 %(

167 

)92.8 %(

180

)100 %(

نوع دام

نوع دام

 PCR نتیجه

 PCR نتیجه
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فصول مختلف سال در جدول 3 نشان داده شده است. میزان آلودگی در 
بهار )۹/ ۸ درصد(، تابستان )2/2 درصد( و زمستان  )17/۸ درصد( بود و 

.)P=0/003( در پاییز آلودگی مشاهده نشد
نئوسپورا کانینوم یک تک اخته درون سلولی است که باعث سقط جنین در 
گاو، گوسفند و بز می شود )15 و 4(. در مطالعه حاضر، از 1۸0 نمونه قلب 
نشخوارکننده کوچک )گوسفند و بز( مورد بررسی، 13نمونه )7/2 درصد( 
CI(. میزان آلودگی قلب  آلوده به نئوسپورا کانینوم بودند )3/6- 0/3۸= 
گوسفندان در کاشان 7/۸ درصد و بز 6/7 درصد بود. میزان الودگی بز کمتر 

.)P =0/77( از گوسفند بود ولی تفاوت آن از نظر آماری معنی دار نبود
بر اساس مطالعه مروری در ایران میزان آلودگی نئوسپورا در گوسفندان 
۹/۹-0/۹ درصد و در بزها 6/2 درصد گزارش شده است که با نتایج مطالعه 
حاضر مطابقت دارد )4(. همچنین  Arbabi و همکاران سال 2014 میزان 
آلودگی قلب گوسفندهای سالم کشتار تهران را 6/7 درصد گزارش نمودند 

که با نتایج مطالعه حاضر همخوانی دارد ) 26(.
در  کانینوم  نئوسپورا  به  آلودگی  میزان  اردن  در   Abo-Shehada  )2010(
گوسفند ۹2 درصد و بز 12 درصدگزارش نمود که نشانگر بالا بودن آلودگی 

در گوسفند نسبت به بز می باشد. )2۸(.
میزان آلودگی به نئوسپورا کانینوم در چین طبق مطالعات Qian سال2020 
در بز و Liu و همکاران سال 2015 در نشحوارکنندگان کوچک به ترتیب 
2/۸ درصد و 3 /10 درصد گزارش شده است )Gokce .)2۹ -30 و همکاران 
در ترکیه میزان آلودگی نئوسپورا کانینوم در گوسفند را 2/1 درصد )31( 
و Şuteu و همکاران سال2013 در رومانی در بز 1/1 درصد گزارش نمودند 
در  مولکولی  روش  با  تونس  در   201۸ سال   Amdouni حالی که  در   .)32(
بافت عضله بز میزان نئوسپورا کانینوم را 1۹ درصد )33(، همچنین Nasir و 
همکاران سال 2012 در پاکستان میزان آلودگی گوسفند و بز را 27/7 درصد 
آزمایش و عدم  انجام  زمانی  تأخیر  نظر می رسد  به   .)34( گزارش نمودند 

برداشت نمونه مناسب تشخیصی بعنوان متغیرهای مهم در حصول شیوع 
پائین آلودگی در مطالعه حاضر مداخله داشته است.

 3/۸  -  76/2( گوسفند  از  بیشتر  گاوها  آلودگی  میزان  مطالعات  اکثر  در 
درصد( گزارش شده است)10،4( تفاوت میزان آلودگی به نئوسپورا کانینوم 
تفاوت شرایط آب و هوایی و روش  بدلیل  نواحی مختلف ممکنست  در 

تشخیص آزمایشگاهی)روش های سرولوژی یا مولکولی( باشد. 
نشخوارکنندگان  در  کانینوم  نئوسپورا  آلودگی  میزان  حاضر  مطالعه  در 
کوچک )گوسفند و بز( ماده )11/2 درصد( و نر )3/3 درصد( بود و تفاوت 
آن از نظر آماری معنی دار بود ) P =0/04(. شانس ابتلا در نشخوارکنندگان 

.)OR = 3/7( ماده نسبت به نر 3/7 بود
Hecker در گوسفند  نتایج مطالعات  اساس  بر  نئوسپورا  به  الودگی  میزان 
ماده بیشتر از نر بوده است )35(. مطالعات In vitro نشان می دهد هورمون 
استرادیول تهاجم برخی انگل ها نظیرتوکسوپلاسما گوندی را تشدید می کند 
و میزان آلوده شدن را افزایش می دهد. همچنین در In vivo پاتوژنیسته 

انگل را افزایش می دهد)36(.
نشخوارکنندگان  در  کانینوم  نئوسپورا  آلودگی  میزان  بالاترین  بطورکلی 
پاییز  در  و  درصد(   17/۸( زمستان  فصل  در  بزها(  و  کوچک)گوسفندان 
 .)P=0/003 ( آلودگی مشاهده نشد و تفاوت آن از نظر آماری معنی دار بود
در مطالعه مروری Nayeri و همکاران سال 2022، شیوع عفونت نئوسپورا 
در جنین های سقط شده گوسفند و بز با روش مولکولی به ترتیب 15 درصد 

و 7 درصد برآورد نموده است )17(.
جنین   71 روی  بر  مشهد  در   2017 سال  همکاران  و   Razmi مطالعه  در 
 7 در  کانینوم  نئوسپورا   DNA مولکولی،  روش  به  شده،  سقط  گوسفندی 
سقط  عامل  بعنوان  کانینوم  نئوسپورا  و  شد  شناسایی  )۹/۸درصد(  نمونه 
 Salehi مطالعه  در   .)1۹( شد  مطرح  مشهد  منطقه  گوسفندان  در  جنین 
 51( جنین سقط شده   133 روی  بر  مازندران  در   2021 سال  و همکاران 

جدول 3- توزیع فراوانی آلودگی به نئوسپورا کانینوم با روش PCR در دام های کوچک ذبح شده در کشتارگاه کاشان برحسب فصل
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گوسفند، 7۸ گاو و 4 بز( جمعا 1۸/3 درصد از نمونه ها به روش PCR آلوده 
بودند و بیشترین شیوع نئوسپورا در گاوها )20/5درصد( و گوسفند )15/6 
درصد( بود. اما هیچ مورد مثبتی در بزها گزارش نشد )1۸(. در مطالعه 
Asadpour و همکاران سال  2013 در شمال غرب ایران، 70 جنین سقط 
با روش های سرولوژی  از نظر آلودگی به نئوسپورا کانینوم  شده گوسفند 
با  و  درصد(   5/7(  ELISA با  که  گرفتند  قرار  بررسی  مورد  مولکولی  و 
PCR )۸/5 درصد( مثبت بودند و نقش این انگل بعنوان عامل سقط جنین 
گوسفند در شمالغرب ایران تایید شد )37(. مطالعات اپیدمیولوژی و تعیین 
بررسی  همچنین  نشخوارکنندگان،  در  نئوسپوروزیس  فاکتورهای  ریسک 
چند جانبه میکربیولوژی، ویروس شناسی، انگل شناسی و سایر عوامل مولد 

سقط جنین پیشنهاد می شود.

نتیجه گیری کلی
و  گوسفند  در  نئوسپورا  به  آلودگی  میزان  داد  نشان  مطالعه حاضر  نتایج 
بز در کاشان  نسبت به برخی نقاط دنیا و متوسط ایران  نسبتا پایین بود. 
از آنجایی که روش های ملکولی از حساسیت و ویژگی بالایی برخوردار 
هستند، استفاده از این روش می تواند با تشخیص سریع آلودگی در گوشت 
از  ناشی  جنین  سقط  به  توجه  با  می باشد.  موثر  گوشتی  فراورده های  و 
تعیین  و  اپیدمیولوژی  مطالعات  انجام  بز،  و  گوسفند  در  نئوسپوروزیس 
ریسک فاکتورهای بیماری و آموزش بهداشت دامداران و کشاورزان جهت 

کنترل و پیشگیری از بیماری پیشنهاد می گردد.

تشکر و قدردانی 
لحاظ  به  کاشان  پزشکی  علوم  دانشگاه  پژوهشی  معاونت  از  بدینوسیله 

تامین اعتبار این طرح تحقیقاتی )402100( قدردانی می شود.
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