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 مقدمه 

 چکیده  

های انسان و حیوانات که توسط سرووارهای متعددی از باکتری  لپتوسپیروزیس در واقع یک اصطلاح کلی است که در مورد بیماری 

اینتروگانسمارپیچی شکل   سقط، مرده زایی،   این بیماری از طریق ایجاد عوارضی مانند: گردد.شود استفاده می ایجاد می   لپتوسپیرا 

نمونه  شامل:     92در این تحقیق جمعا تعداد   .تواند خسارات اقتصادی سنگینی به بار آوردناباروری، کاهش تولید شیر، ورم پستان و... می 

نمونه شیر تانک مخزن به فاصله هر ده روز یکبار از گاوداری صنعتی زاگرس    13نمونه خون از گاوهای با سابقه سقط و همچنین    79

های  در نمونه   ا کنینوملپتوسپیرا هاردجو و  نئوسپورجهت بررسی ردپای   شهرکرد تهیه شده و در مدت یک سال مورد بررسی قرار گرفت.

عدد لپتوسپیرا    یکدر صد( در سرم خون و    06/5عدد لپتوسپیرا )  چهارسرم خون و سرم شیر از روش الایزا استفاده شد که متعاقب آن  

های   های شیر و خون آلوده بودند. در نمونه درصد( هم از مجموع سرم   34/29)  نئوسپورا کنینوم  عدد  27لوده بودند.  آ در سرم شیر  

ها مثبت  نآدرصد( از  23/ 07نمونه ) سهبه عمل آمد که  PCRازمایش  هارجو لپتوسپیرارسوبی شیر تانک مخزن نیز برای جستجوی 

، از جمله مهمترین عوامل مولد سقط در   نئوسپورا کنینومو    ، لپتوسپیرا   نتایج این مطالعه نشان داد با توجه به آلودگی نسبتا بالا. بودند

باشند بنابراین اقدامات لازم برای کنترل و ریشه کنی این عوامل با توجه به خسارات سنگین  عتی زاگرس شهرکرد میگاوداری صن

 اقتصادی، بسیار ضروری است. 

 ، گاوداری زاگرس شهرکرد PCR، گاو، الایزا،  کنینوم  نئوسپوراسرواپیدمیولوژی، سقط جنین ، لپتوسپیرا،    کلیدی: کلمـات 
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باشد که توسط میکروبی از جنس خانواده لپتوسپیراسه ایجاد  ای عفونی مشترک بین انسان و دام میه لپتوسپیروز یکی از بیماری

کند و باعث ایجاد سپتی سمی،  میشود. انتشار جغرافیایی وسیعی در دنیا دارد و بیشتر در فصول گرم و مرطوب سال بروز می

بیماری به عنوان یک بیماری شغلی برای دامپزشکان،    .شودهای دامی میبینابینی،کم خونی و سقط جنین در اغلب گونهنفریت  

 (. 2و1شود )ها محسوب میدامداران، مسولین کشتارگاه و قصاب

ط جنین در این حیوان  ترین دلایل سقیاختگانی است که از گاو شیری جدا شده و از مهمترین تکیکی از رایج  کانینوم  نئوسپورا

 (. 4و3) باشدمی

های  بوجود آوردن خسارات اقتصادی زیان بار در گله  کانینوم  نئوسپورایکی دیگر از موارد مورد اهمیت بیماری لپتوسپیروز و  

طوفان  دامی بخصوص گاوهای شیری است. این بیماری در گاو باعث کاهش تولید شیر و سقط جنین است که گاهی باعث ایجاد  

گونه بررسی در مورد میزان آلودگی به لپتوسپیروز  که تا به حال در شهرستان شهرکرد هیچ با توجه به این  .(6و 5شود )سقط می

در گاوهای سقط کرده گاوداری صنعتی زاگرس شهرکرد انجام نپذیرفته است و با توجه به اهمیت سقط جنین    کنینوم  نئوسپوراو  

 .گرددمشخص می کانینوم نئوسپورارسی فراوانی آلودگی به لپتوسپیروز و ، ضرورت بر در گاوهای شیری

 

 هامواد و روش

 هانمونه  آوری جمع

های مختلف آبستنی در شرکت شیر و  راس از گاو های با سابقه سقط مشهود در دوره  79  از تعداد  95تا خرداد    94از  دی ماه  

سی سی خون بدون ضد انعقاد برای   10از هر گاو در شرایط آسپتیک میزان  گیری به عمل آمد که  گوشت زاگرس شهرکرد نمونه 

ها پس از لخته شدن در کنار یخ به آزمایشگاه مرکز تحقیقات میکروبیولوژی دانشگاه آزاد منتقل جدا شدن سرم اخذ گردید. نمونه

سی از تانک مخزن شیر اخذ  سی  50روز یک بار در شرایط استریل با حجم    10نمونه شیر به فاصله هر    13همچنین    شدند. 

 شدند. ری آوعدد جمع   92هم رفته  های خون و شیر روی گردید و در کنار یخ به آزمایشگاه منتقل شدند. بنابراین کل نمونه

 ها نمونه سازی آماده

جدا گردید و در داخل  ها  دور سانتریفیوژ شدند و سرم آن  3000دقیقه در    هفتهای خون اخذ شده به مدت  در آزمایشگاه نمونه

درجه سانتی گراد فریز شدند تا بعد از تامین جامعه آماری آزمایشات مربوطه بر روی   -20میکروتیوب ریخته شد و در دمای  

ها دور ریخته شد دور سانتریفیوژ شدند سپس خامه روی نمونه   4000دقیقه در    20های شیر نیز به مدت  نمونه  ها انجام شود.آن 

و از رسوب    کانینوم  نئوسپوراو    هاردجو  لپتوسپیراشناسایی   انی )سرم شیر( برای تست های سرولوژیکی الایزا برایو از مایع می

 DNAو استخراج   PCR آزمایش جدا سازی به عمل آمد. PCRبه روش  هاردجو لپتوسپیراانتهای لوله  منحصرا برای شناسایی 

(DNA Extraction)  به منظور استخراج    تانک مخزن  یهایر ش  یبخش رسوب  یبر رو  هارجو  لپتوسپیرا  ییشناسا  یبراDNA   از

 کلروفرم استفاده شد. -رسوبات جدا شده از نمونه های شیر تانک مخزن از روش فنل

 

 

 

 در نمونه های مورد مطالعه لپتوسپیراتوالی پرایمر های مورد استفاده جهت دریابی باکتری  .1جدول  
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  توالی پرایمر 

5-TCTCACCGTTCTCTAAAGTTCAAC-3 Forward 
 

: 5-CTGAATTCGGTTTCATATTTGCC-3 Reverse 
 

 

مول میلی  2MgCl   ،2/0مول  میلی  Tris_Hcl  ،5/1مول  میلی  KCL  ،10مول  میلی  50میکرولیتر واجد    25در حجم    PCRآزمایش  

هر پرایمر،   میکرومول  deoxynucleotid triphosphate، 5/0از  هر  از    25/1از  شرکت    Taq polymeraseواحد 

(Fermentas_Germany و )میکرولیتر از  پنجDNA  .نمونه تنظیم گردید 

 :برنامه حرارتی مورد استفاده عبارت بود از

 دقیقه  پنجگراد به مدت درجه سانتی 94یک سیکل  -

 ثانیه 50گراد به مدت درجه سانتی 95سیکل تکراری 32 -

 ثانیه  70گراد به مدت درجه سانتی 58 -

 ثانیه  50گراد به مدت درجه سانتی 72 -

 دقیقه ششگراد به مدت درجه سانتی  72یک سیکل انتهایی  -

  :الکتروفورز

ها در ولتاژ  درصد آگاروز استفاده شد. الکتروفورز نمونه   یکروی ژل   PCR الکتروفورز محصول از   PCR جهت ارزیابی محصول

، انگلستان( از ژل حاصله  UVitech)دستگاه    UVساعت انجام و در پایان با مشاهده ژل زیر نور    یکولت به مدت حدوداً    90ثابت  

 برداری و ثبت گردید.  تصویر 

 شیر  سرم  و خون سرم هاینمونه  روی بر هاردجو لپتوسپیرا  الایزای آزمایش

  Bio_X Diagnosticsمراحل انجام آزمایش طبق دستور العمل شرکت سازنده صورت گرفت. کیت مورد استفاده ساخت شرکت 

آنتی شناسایی  به  قادر  و  طراحی شده  مستقیم  غیر  الایزای  اساس  بر  کیت  است.این  بلژیک  ترشح شده ضد  بادیکشور  های 

در سرم، پلاسما و شیر گاو و سایر نشخوارکنندگان است. طبق دستور العمل شرکت سازنده کیت اگر مقدار    لپتوسپیرا هاردجو

باشد، صحت   300/0و نسبت مقدار متوسط جذب نوری کنترل منفی کمتر از    800/0متوسط جذب نوری کنترل مثبت بیشتر از  

 شود که در این صورت برای هر نمونه بر اساس تقسیم جذب نوری نمونه بر روی جذب نوری کنترل مثبتانجام الایزا تائید می

 شوند. ها تفسیر میها بر اساس درصد آنمحاسبه و نمونه 100ضرب در 

 شیر  سرم و  خون سرم های نمونه  روی بر  کنینوم سپورانئو  الایزای آزمایش

فرانسه است که بر اساس الایزای غیر مستقیم طراحی شده است. این کیت قادر به شناسایی   ID.VETاین کیت ساخت شرکت 

باشد. طبق دستور های مختلف حیوانات میدر سرم و پلاسمای انسان  و گونه  کنینوم  نئوسپوراهای ترشح شده ضد  بادیآنتی

و نسبت مقدار متوسط جذب   0/ 35متوسط جذب نوری کنترل مثبت بیشتر از    (value)العمل شرکت سازنده کیت اگر مقدار  

ین صورت برای هر نمونه درصد  شود که در اباشد، صحت انجام الایزا تائید می  سهنوری کنترل مثبت و کنترل منفی بیشتر از  
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S/P    جذب نوری کنترل مثبت(    –جذب نوری نمونه( بر )جذب نوری کنترل منفی    –بر اساس تقسیم )جذب نوری کنترل منفی

 بود مثبت تلقی شدند.  50آن ها بیش از  S/Pمحاسبه و تفسیر ونمونه هایی که درصد  100ضرب در 

 

 نتـایج

های با سابقه سقط در گاوداری صنعتی  های سرم خون و سرم شیر تانک مخزن گاوالایزا روی نمونه متعاقب انجام آزمایشات  

لپتوسپیرا نمونه شیرتانک مخزن( آزمایش شده با کیت الایزای    13نمونه سرم خون و    79نمونه )  92زاگرس شهرکرد ، از تعدا  

های  درصد( مربوط به نمونه  06/5نمونه )  چهار دند که از این تعداد  نمونه آلودگی به لپتوسپیرا را نشان دا  پنج جمعا تعداد    هاردجو

 2های سرم شیر تانک مخزن بود که نتایج حاصل از این بررسی در جدول  درصد( مربوط به نمونه   6/7نمونه )  یکسرم خون و  

 است. مده آ

 جنین   گاوهای با سابقه سقطهای سرمی خون روی نمونه  لپتوسپیرا هاردجونتایج آزمایش الایزای  .2  جدول

 کل  جمع ششم   شکم پنجم   شکم چهارم  شکم سوم   شکم دوم   شکم اول   شکم نمونه

 4 0 0 0 0 0 4 مثبت  نمونه

 75 1 2 6 5 16 45 منفی نمونه

 79 1 2 6 5 16 49 کل جمع

بر   PCR( الودگی به لپتوسپیرا  و در پی انجام آزمایش 6/7)  نمونه   یکدر پی ازمایش الایزا بر روی سرم شیر های تانک مخزن 

 (. 4را نشان دادند )جدول  لپتوسپیرادرصد( آلودگی  به  07/23نمونه )  سههای رسوبی شیر تانک مخزن تعداد روی نمونه 

 و رسوبی شیر تانک مخزن در نمونه های سرمی شیر لپتوسپیرا هارجوو الایزای  PCRنتایج    .3جدول

 منفی   PCR مثبت   PCR الایزا منفی  الایزا مثبت  تعداد نمونه 

13 1 12 3 10 

درصد( آلودگی به   3/29نمونه )  27نمونه سرمی خون و شیر تعداد    92جمعا از تعداد    ینومنئوسپوراکن  همچنین با کیت الایزای

 (. 3دیده شد )جدول  کنینوم نئوسپورا

 

 های سرم خون و شیر تانک مخزن در نمونه  در گاوهای شکم اول تا ششم نئوسپورا کنینوممیزان شیوع سرمی  .4جدول  
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 کل  جمع ششم   شکم پنجم   شکم چهارم  شکم سوم   شکم دوم   شکم اول   شکم نمونه

 27 1 2 1 1 5 17 مثبت  نمونه

 65 0 0 5 4 21 35 منفی نمونه

 92 1 2 6 5 26 52 کل جمع

 

   بحث

ی بالینی این بیماری های مشترک بین انسان و حیوانات است. چهره ترین بیماری بیماری لپتوسپیروزیس یکی از گسترش یافته 

  .(2و1)های بیماری آن را تشخیص داد ی علائم و نشانهتوان تنها بر پایهآنقدر متغییر است که هرگز نمی

با زردی، کم خونی، هموگلوبینوری، سپ بافتسمی، خونریزی تیلپتوسپیروزیس  پتشی در  بینابینی،  های  نفریت  های مختلف، 

ی اعتماد به آزمایشگاه در نشان دادن و  باشد. تشخیص این بیماری بیشتر بر پایهسقط و ورم پستان در سنین مختلف همراه می

 .(2و1)های سرولوژیکی استوار است ی عامل بیماری و دقت روشمشاهده

های فراگیر در  رد بالینی از بیماری در گاو از نقاط مختلف کشور گزارش شده و حتی مواردی از سقط های گذشته موادر سال

رود که  اند، گمان میبیوتیکی درمان شدههای آنتیهای گاو، گوسفند و بز جدا شده، که اکثراً بدون شناخت عامل، با درمانگله

 .(2و1)زایی در بین حیوانات فارم در کشور باشد  هلپتوسپیرا مسئول ایجاد برخی از این موارد سقط و مرد

های  با توجه به اینکه علائم کلینیکی و کالبدگشایی لپتوسپیروزیس برای تشخیص قطعی بیماری کافی نیست، استفاده از تست

و   الایزا  مثل  ازمایشگاهی  های  روش  که  است  ضروری  امری  ارزان  و  حساس  مطمئن،  تشخیص   PCRآزمایشگاهی  جهت 

مطالعات متعددی در کشورهای    سپیروزیس در انواع نمونه های کلینیکی استفاده شده اند که قابل اعتماد و سریع هستند.لپتو

 مختلف جهان در مورد بیماری لپتوسپیروزیس صورت گرفته است که اکثرا نشان دهنده وجود درگیری با لپتوسپیروزیس هستند

 (. 2و1)

عدد از نمونه های سرمی گاوهای سقط کرده در خرم آباد    200( بر روی  2014-2013طی مطالعه مالکی و همکاران در سال )

درصد( بوده است    10درصد گزارش کردند که کمترین میزان آلودگی مربوط به سروتیپ هاردجو )  25میزان شیوع لپتوسپیرا را  

(8.) 

آبان ماه )  (1381طی مطالعه حسنپور و همکاران در فاصله بهمن ماه سال) از مجموع  1382تا  نمونه سرمی گاوهای    299( 

درصد دام ها از لحاظ سرولوژیکی آلوده به لپتوسپیرا بودند که هیچ یک از    24نشان داد که    MATشهرستان تبریز به روش  

سرولوژیکی ( با بررسی  2014پاتل و همکاران در سال ) (.9ها با آنتی بادی سروتیپ هاردجو واکنش مثبت نشان ندادند ) نمونه 

    (.10) درصد اعلام کردند 81/12در گاوداری های چند بخش از هند میزان شیوع لپتوسپیرا را 

های سرم خون و شیر تانک مخزن گاوداری صنعتی زاگرس شهرکرد به روش الایزای غیر مستقیم  طی مطالعه حاضر برروی نمونه

درصد   07/23نمونه(  سه)  نمونه رسوبی شیر تانک مخزن  13از  PCRدرصد و با    06/5نمونه سرم خون با الایزا  79از  PCRو 

وجود داشت که با توجه به نتایج گزارش شده از نقاط مختلف ایران و جهان اختلافاتی وجود دارد که این   لپتوسپیراآلودگی به  
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باشد ضمنا روش نمونه  اختلافات مشاهده شده ممکن است به علت متفاوت بودن موقعیت جغرافیایی و آب و هوایی منطقه  

 توانند در اختلافات مشاهده شده اثر داشته باشند.گیری، حجم نمونه، تعداد نمونه،وضعیت پرورش و مدیریت نیز می

است که  کنینوم نئوسپوراای به نام برند تک یاختهیکی دیگر از عواملی که از آن به عنوان عامل مهم سقط جنین در گاو نام می

گاوها از طریق جفت و یا بلع   (.4و3البته آلودگی به انگل مذکور در سایر حیوانات مانند گوسفند، بز، آهو و اسب نیز وجود دارد )

گردند و به دنبال آن سقط جنین در هر  های دفع شده از سگ به عنوان میزبان نهایی انگل دچار نئوسپوروزیس میاووسیت 

شود که باعث شده مطالعات زیادی در  شود و خسارات اقتصادی وسیعی را در جهان موجب میده میای از آبستنی مشاه دوره

 (. 4و3در جهان انجام شود ) کنینوم نئوسپورارابطه با شیوع 

است.  جنین در گاو شناخته شده و میزان آن در حال افزایش    ترین عامل سقطبه عنوان رایج نئوسپورا کانینوم امروزه در جهان،

دهد اگرچه اکثر گاوهای آلوده، آبستنی طبیعی دارند ولی احتمال سقط جنین در گاوهای آلوده نسبت به  مطالعات نشان می 

 (. 11گاوهای سالم بیشتر است، بخصوص این میزان در گاوهای آلوده شکم اول بالاتر است )

ین از سوئد و دیگری در گاوهای شیری برزیل میزان تنها در دو مطالعه در جهان، یکی در گاوهای شیری با تاریخچه سقط جن

 (.12)  درصد گزارش شده است 91و 88شیوع سرمی نئوسپورا به ترتیب 

عدد نمونه سرمی گاوهای با سابقه سقط گاوداری صنعتی زاگرس شهرکرد    92طی مطالعه حاضر به روش الایزای غیر مستقیم از  

توان گفت نتایج این طرح با توجه به نتایج دیگر  وجود داشت و می  کنیوم  سپورانئودرصد( آلودگی به    34/29نمونه )  27تعداد  

با    کنینوم  نئوسپورادرصدی  شیوع    10باشد و اختلاف  مطالعاتی که در نقاط مختلف ایران صورت گرفته است در یک راستا می

بعضی مناطق، تعداد نمونه ها، روش نگه داری و زمان نمونه گیری  از  توان به آب و هوای گرم و مرطوب  سایر مناطق جهان را می

 ارتباط داد.

 شنهادهایپو    کلـیی  ریگجهینت

های  در دامپروری   کنینوم  نئوسپوراشواهد بدست آمده در این مطالعه حاکی از آن است که عفونت لپتوسپیرایی و آلودگی به  

ای برای بهداشت  حضور دارد و با توجه زئونوز بودن لپتوسپیروز و بالابودن احتمال انتقال به انسان و خطر جانی و بالقوهشهرکرد  

شوند پیشنهاداتی به شرح زیر ارائه رود و همچنین باعث خسارات اقتصادی زیادی به صنعت دامپروری میانسانی به شمار می

 گردد. می

ای محلی تهیه  ههای موجود در هر منطقه باید واکسن مناسب و کاملی با استفاده از سویه ها و سویه بر اساس فراوانی سروتیپ -

 ها به طور برنامه ریزی شده واکسینه شوند. شده و دام

 های مشترک. یهای بیمارآموزش دادن و بالا بردن سطح آگاهی مردم و دامداران در زمینه  -

 نر تولید کننده اسپرم و تامین اسپرم سالم.  کنترل و پیشگیری از آلودگی گاوهای -

 ها. جدا سازی حیوانات آلوده و درمان آن  -

 ها. داری دامجلوگیری از ورود جوندگان و حیواناتی مثل سگ و کایوت به محل نگه -

 ها. های فاضلاب گاوداری کنترل سیستم -

 انجام شود. لازم روی آن های قبل از خرید دام و ورود آن به گاوداری تست -
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     وانی انسان و ح  نی قابل انتقال ب   یه ی ماری ب 

zoonosis.ir 

  تقـدیر و تشـکر

 .ی نمونه همکاری کردند سپاسگزاریم آورجمعاز تمامی کسانی که در 

  تعارض منافع 

 .ع و هماهنگی آنها ارسال شده استگونه تضاد منافعی بین نویسندگان وجود ندارد و این مقاله با اطلاهیچ
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Abstract 

Leptospirosis is actually a general term used for human and animal diseases caused by several serovars of the 

spiral-shaped bacterium Leptospira interrogans. This disease can cause heavy economic losses by causing 

complications such as abortion, stillbirth, infertility, reduced milk production, mastitis, etc. In this research, 

all sampler were 92 contain: 79 blood samples from cows with a history of abortion and 13 bulk tank milk 

samples were collected every ten days from Zagros industrial dairy farm in Shahrekord and were analyzed for 

one year. In order to check the traces of Leptospira hardjo and Neospora caninium in  blood serum and milk 

serum the studied samples, the ELISA method was used, after which 4 samples (5.06 percent) were infected 

with Leptospira hardjo in blood serum and 1 sample in milk serum. 27 samples Neospora caninum (29.34 

percent) were infected    of all blood and milk serums. In the sediment samples of tank milk, PCR test was 

performed to search for Leptospira harjo, and 3 samples (23.07%) were positive. The results of this study 

showed that due to the relatively high contamination, Leptospira hardjo and Neospora caninum are important 

factors causing abortion in Zagros industrial dairy farm in Shahrekord, so due to heavy economic losses, 

necessary measures to control and eradicate these factors are very necessary. 

Keywords :Seroepidemiology, Abortion, Leptospira, Neospora caninum, Cow, ELISA, PCR, Zagros dairy 

farm, Shahrekord. 
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