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چکیده  
زمینه مطالعه: : نئوسپورا کانینوم تک یاخته انگلی بیماریزاست که به عنوان یکی از عوامل مهم ایجاد کننده سقط جنین عفونی گاو در سراسر 

جهان مطرح می باشد.
هدف: هدف از این مطالعه  بررسی و ردیابی حضور انگل نئوسپورا کانینوم در مغز، مخچه و بصل النخاع  جنین های سقط شده در گاوداری های 

شهرستان اراک به روش ملکولی می باشد.
روش کار: تعداد 38 نمونه مغز، مخچه و بصل النخاع جنین های سقط شده  با روش ملکولی از نظر وجود انگل نئوسپورا مورد آزمایش قرار 

گرفت.
نتایج:  بررسی آماری یافته های مطالعه نشان دهنده این است که در 26/3 % از مغز جنین های سقط شده DNA نئوسپورا کانینوموجود دارد 
و در مخچه و بصل النخاع جنین های سقط شده حضورDNA نئوسپورا کانینوم مشاهده نگردید. ارتباط آماری معنی داری بین آلودگی به انگل 

نئوسپورا کانینوم باسن مادر )تعداد زایش(، سابقه سقط و حضور سگ در گله وجود دارد.
نتیجه گیری نهایی: نتایج تحقیق حاضر ارتباط معنی داری را بین آلودگی به نئوســپوروزیس و تعداد ســقط های انجام شده در گاو های مورد 
بررسی نشان داد؛ به همین دلیل به نظر می رسد این تک یاخته را می توان از عوامل مهم همه  گیری های سقط جنین در گله  گاوهای مزرعه شیری 

شهرستان اراک به شمار آورد که لزوم نظارت مستمر در تشخیص و پیشگیری در صنعت گاوداری را گوشزد می نماید.
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نئوســپورا کانینوم به عنوان یکی از عوامل اصلی ایجاد کننده سقط جنین 

در گاو مطرح بوده و دارای گســترش جهانی می باشد. اهمیت این انگل به 

دلیل خســارت مستقیم ناشی از سقط جنین و خسارت غیر مستقیم )شامل 

تشخیص بیماری  هزینه تلقیح مجدد دام مبتلا به سقط و کاهش تولید شیر 

و ...( می باشد. نئوسپورا کانینوم یک انگل دو میزبانه است و سگ و کایوت 

یا ســگ گرگ  به عنوان میزبان نهایی این تک یاخته هســتند.گاو و طیف 

وسیعی از حیوانات خونگرم از جمله سگ، گوسفند بز، اسب،  آهو به عنوان 

میزبان واســط انگل شناخته شــده اند )10(. انتقال عمودی انگل مهم ترین 

و اصلی ترین راه ایجاد آلودگی در حیوانات می باشــد، اما انتقال افقی انگل 

از طریق ااسیســت ها هم نقش مهمی در انتشــار آلودگی دارد )4(. نشــانه 

اصلی بیماری ناشی از نئوسپورا کانینوم در گاو ها سقط جنین می باشد اما در 

گوســاله هایی که به طور مادرزادی به این انگل آلوده می شوند، نشانه های 

عصبی _ عضلانی هم مشاهده می شود. این انگل در سگ ها موجب سقط 

جنین و در توله سگ ها باعث ایجاد علایم عصبی _ عضلانی می شود )3(. 

ســقط و توقف رشد جنین در اثر نئوســپوروزیس از عوارض مهم این انگل 

اســت که خســارات اقتصادی فراوانی را در اثر افزایش فاصله گوساله زایی 

و کاهش تولید شــیر، به گاوداری ها تحمیــل می نماید. در ایران آلودگی به 

نئوســپورا کانینوم برای اولین بار از گاو های نژاد هلشتاین و براون سوییس 

در گاوهای شهر مشهد توسط Razmi و همکاران در سال 2006، گزارش 

گردید )19(. از آن پس گزارشات دیگری مبنی بر وجود آلودگی در گاوهای 

سایر نقاط کشور نیز منتشر شده است. اکثر مطالعاتی که تاکنون در رابطه با 

فراوانی نئوسپورا کانینوم در ایران صورت گرفته است به روش سرولوژیک 

انجام شــده اند. با توجه به اهمیت اقتصادی بیماری و این که تاکنون هیچ 

تحقیق جامعــی در مورد این بیماری زیان  بار در گاوداری های شهرســتان 

اراک با موقعیت جغرافیایی مناطق مرکزی کشور صورت نگرفته است، به 

نظر می رسد که بررسی حضور این تک یاخته می تواند اطلاعات اولیه جهت 

طراحی و اعمال اقدامات کنترلی و پیشگیرانه آتی را فراهم آورد. لذا در این 

تحقیق حضور تک یاخته نئوسپورا کانینوم به صورت مقطعی در جنین های 

سقط شده درگاوداری های شهرستان اراک مورد بررسی قرارگرفته است. 

مواد و روش کار
ایــن مطالعــه به صورت مقطعی به مــدت 6 ماه از زمســتان 1393 تا 

بهــار 1394 بر روی گاو های نژاد هلشــتاین، گاوداری های نواحی مختلف 

شهرستان اراک صورت پذیرفت. نمونه های جنین های سقط شده در کنار یخ 

همراه با پرسشنامه )سن، نژاد، سابقه سقط مادر، زمان سقط، تعداد زایمان، 

عبور مرور سگ های ولگرد و ...( به آزمایشگاه موسسه تحقیقات واکسن و 

سرم ســازی رازی شعبه اراک منتقل گردیدند. سپس به صورت استریل از 

مخچه و بصل النخاع g 50 و از قشر مغز g 100 به صورت عمقی و سطحی 

نمونه برداری انجام شد. g 100-50 از این نمونه ها در PBS 20 ml  استریل 

حاوی  2% آنتی بیوتیک )پنی سیلین( هموژنیزه شده و برای انجام آزمایشات 

ملکولی در o 20- فریز شــدند. جهت اســتخراج DNA، از کیت استخراج 

DNA )DNP TM ســیناژن، ایران( استفاده شــد و آزمون PCR  در این 

بررسی بر روی ژن5PNC و به روش nested-PCR انجام گرفت. این ژن 

تنها در نئوسپورا وجود دارد و در توکسوپلاسما و سارکوسیستیس وجود ندارد 

)2( به همین دلیل از نظر نتایج، جواب مثبت کاذب وجود نخواهد داشــت. 

واکنش ابتداییPCR با استفاده از دو زوج پرایمر خارجی NP21-NP6 و در 

ادامه مرحله دوم با استفاه از پرایمرهای داخلی NP10-NP7 انجام گرفت 

)جدول 1(. در صورت آلوده بودن نمونه ها، در مرحله اول PCR باندی با وزن 

344جفت باز و در مرحله دوم باندی با وزن 198 جفت باز مشاهده می گردد.

نتایج
در بررســی حاضــر، 38 نمونه جنین ســقط شــده از 14 گاوداری های 

مزرعه شیری شهرستان اراک از نظر حضور DNA انگل نئوسپورا کانینوم 

در قسمت های مختلف مغز شــامل قشر مغز، مخچه و بصل النخاع تحت 

آزمایش قرار گرفتند که اطلاعات مربوط به نشانه های کالبدگشایی مشاهده 

شده در جنین های سقط شده، مادران و نحوه مدیریت گاوداری های مربوط 

در جدول 2 خلاصه شده است.

از 38 نمونه مغز جنین سقط شــده که به روش Nested-PCR و هر 

کدام نیز با دوبار تکرار مورد بررســی قرارگرفتند، حضور DNA نئوســپورا 

کانینوم در 10 نمونه )26/3 %(  مشاهده گردید. در مرحله اول PCR باندی با 

وزن 344 جفت باز و در مرحله دوم با پرایمرهای داخلی باندی با وزن  198 

جفت باز در نمونه های مثبت مشاهده گردید. در این مطالعه حضور انگل تنها 

در نمونه های برداشت شده از قشر مغز مشاهده و اثبات گردید و نمونه های 

برداشت شده از مخچه و بصل النخاع نیز مورد بررسی ملکولی قرار گرفتند 

که حضور DNA در هیچکدام از نمونه ها مشاهده نگردید )تصویر 1(.

از 10 نمونه مغز جنین آلوده، 5 مادر دارای سابقه سقط قبلی و 5 مادر 

دیگر فاقد سابقه سقط بوده اند. بررسی آماری نتایج یافته های این مطالعه با 

آزمون مربع chi با اســتفاده از نرم افزار IBM( SPSS20( ارتباط معنی داری 

میان آلودگی بافت مغز جنین ها به DNA انگل و سابقه سقط در مادر نشان 

نــداد )χ2)1,N= 38(= 6.3,P= 0.01(. هر 10 نمونه مثبت از فارم هایی بودند 

مقدمه

جدول 1. توالی پرایمرهای مورد استقاده برای ردیابی انگل نئوسپورا کانینوم.

توالی )'3-'5( نام پرایمر

CTCGCCAGTCAACCTACGTCTTCT Np 6

GGGTGTGCGTCCAATCCTGTAAC Np21

GGGTGAACCGAGGGAGTTG Np7

TCGTCCGCTTGCTCCCTATGAAT Np10
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که سگ در زمان نمونه  برداری در اطراف آن ها مشاهده گردیده بود. از نظر 

آماری نیز حضور ســگ با آلودگی به انگل در جنین های گاو دارای ارتباط 

معنی داری بوده اســت )χ2)1,N= 38(= 6.3,P= 0.01(. شش جنین آلوده از 

مادرانی با ســن 6 سال، 2 گوســاله از گاوهایی با 2 سال سن و از گاوهایی 

با 5 و 8 ســال ســن 1 جنین آلوده تشخیص داده شــد. از نظر آماری ارتباط 

بسیار معنی داری میان آلودگی جنین به انگل با سن مادر وجود داشته است و 

محمد خانی و همکاران،   نئوسپورا کانینوم در گاوداری های شهرستان اراک

جدول 2. مشخصات گاوداری ها و  جنین های سقط شده و نتیجه آزمون مولکولی )nested-PCR( بر روی مغز جنین ها در شهرستان اراک.

شماره نمونه 
اخذ شده

مشاهده سگ های ولگرد سابقه سقط
در مزرعه

 نشانه های 
ماکروسکوپی جنین

سن جنین های تعداد  زایمان هاسن گاو )سال(
سقط شده)ماه(

نتیجه PCRجنس جنین

+ماده866اسیت+دارد1

_ماده328_+دارد2

_نر215_+ندارد3

_ماده425اختلالات رشدی+دارد4

_نر539___ندارد5

_نر316له شدگی__دارد6

_ماده648_+دارد7

+نر657_+ندارد8

+ماده655اتولیز+دارد9

+ماده766خونریزی شدید+ندارد10

+ماده657_+دارد11

+نر546آسیت+دارد12

+ماده654_+ندارد13

+ماده757_+دارد14

_نر425التهاب جفت__ندارد15

_ماده319_+دارد16

+نر657عفونت شدید+ندارد17

_نر546___ندارد18

_ماده424_+ندارد19

_نر213___ندارد20

_نر539_+ندارد21

_نر325___ندارد22

_نر536خون در حفره شکم+ندارد23

_نر635آسیت+ندارد24

_ماده429_+ندارد25

_ماده315___ندارد26

_ماده534_+دارد27

_نر429التهاب جفت+ندارد28

_ماده647___ندارد29

_ماده536_+ندارد30

_نر313___ندارد31

_نر429عفونت شدید__دارد32

_نر326هپاتومگالی__ندارد33

_نر427_+ندارد34

_ماده315_+ندارد35

_ماده538آسیت+ندارد36

+ماده644اتولیز+ندارد37

_نر646-+دارد38
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 23.2,P= 0.001( آلودگی در مادران مسن تر با احتمال بالاتری رخ داده است

=)χ2)6,N= 38(. بــه همیــن ترتیب مغز 6 جنیــن از مادرانی با 5 زایمان، 2 

جنین از مادرانی با 4 و 6 زایمان آلوده به انگل تشــخیص داده شدند که از 

نظر آماری همانند ســن مادر، دارای ارتباط آماری بســیار معنی داری بوده  

است )χ2)5,N= 38(= 31.12,P= 0.00(. بررسی یافته های این مطالعه نشان  

دهنده این اســت  که از نظر سنی، جنین های سقط شــده آلوده در مطالعه 

حاضر، نیمی )5 جنین( در سه ماهه دوم بارداری و نیم دیگر )5 جنین( در سه 

ماهه سوم بارداری قرارداشته  اند.

 DNA در مجمــوع در 26/3% از مغز جنین های ســقط شــده، حضور

نئوسپورا کانینوم در این تحقیق به اثبات رسید و در نمونه های برداشت شده 

از مخچه و بصل النخاع حضور DNA مشاهده نگردید همچنین در مطالعه 

حاضر، ارتباط معنی داری بین آلودگی نئوســپوراکانینوم با سن گاو و تعداد 

زایمان دیده می شــود که گاوهایی که سن بیشتری دارند آلودگی نئوسپورا 

را در مقایســه با گاوهایی که ســن پایینتری دارند بیشتر نشان داده است و 

همچنین گاوهایی که تعداد زایمان بیشتری دارند بیشترین آلودگی نئوسپورا 

را شــامل می شوند. در رابطه با سابقه سقط، گاوهای دارای سابقه سقط نیز  

آلودگی نئوسپورا را 50 % نشان داده اند.

بحث
تک یاخته نئوسپوراکانینوم به عنوان یکی از عوامل مهم سقط جنین 

در سراسر دنیا شناخته  شده  است که باعث ایجاد خسارات اقتصادی زیادی 

می گــردد. در مطالعه حاضر حضورDNA  نئوســپورا کانینوم در 10 مورد از 

38 نمونه )26/3 %( مغز جنین های سقط  شده گاوهای شیری گاوداری های 

شهرســتان اراک، به روش مولکولی تایید شد. این اولین گزارش از حضور 

انگل درگاوداری های شهرســتان اراک می باشد. نتایج این مطالعه، حضور  

DNAنئوســپورا کانینــوم را از نمونه های برداشــت  شــده از مغز، مخچه 

و بصل النخــاع، تنها در مغز نشــان داد. مطالعات مولکولی، احتمال حضور 

نئوسپورا کانینوم را در مغز جنین های سقط  شده گاو نسبت به سایر اندام های 

جنین بیشتر دانسته اند. مطالعات انجام شده در کشور عمدتاًًً به روش سرمی 

بوده است؛ Razmi و همکاران در سال 2006 آلودگی به نئوسپورا کانینوم 

به روش الایزا را در مشــهد Hajikolaei ،)19( %46 و همکاران در ســال 

2008 آلودگی سرمی را در اهواز Youssefi،)12(% 21 و همکاران در سال 

2009، آلودگی ســرمی را در  گاوهای صنعتــی و بومی به ترتیب 25/8 % 

و 43/9 % )25( و Nematollahi  و همــکاران در ســال 2011 آلودگــی 

ســرمی را در گاو های شیری تبریز 10/5 % )17(گزارش نمودند. Sattari و 

همکاران در سال 2011، از 800 نمونه خون متعلق به 6 گاوداری صنعتی و 

نیمه صنعتی گاو های شیری در استان گلستان، آلودگی به نئوسپورا کانینوم 

بــا روش الایزا را، 13/37 % نمونه اعلام نمودنــد )Gharekhani .)22 و 

Heidari در ســال 2014 در بررســی بیش از 2000 نمونه ســرمی از گاو، 

گوسفند، اسب، الاغ و سگ در همدان به روش های الایزا، آگلوتیناسیون و 

ایمونوفلورسنت غیر مستقیم  به جز در گوسفند، تعداد حیوانات مثبت را بسیار 

بالا ارزیابی کردند )Gharekhani .)9 و همکاران در ســال 2014 شــیوع 

ســرولوژیک این انگل را در گاوهای شیری اســتان همدان  12/8 % اعلام 

نمودنــد )Heidari .)8 و همکاران در ســال 2014، 7/8 % گاوهای بومی 

کردستان را از نظر سرمی مثبت ارزیابی نمودند )13(. اولین بار Habibi و 

همکاران در سال 2005 در مطالعات مولکولی، در مشهد حضور انگل را در 

4 نمونه بافت مغز جنین های سقط شــده به روش PCR نشان دادند )11(. 

Salehi و همکاران در سال 2009 در گاوداری های اطراف تهران به روش 

مولکولی در 12 مغز جنین  سقط شده و در جفت گاوهای سرم مثبت انگل 

را شناســایی نمودند )21(. در مطالعه دیگری، Razmi و همکاران در سال 

2013 در مشهد در 10/8 % مغزجنین های سقط شده از مادران سرم مثبت، 

DNA نئوسپورا را ردیابی کردند )Kamali .)20 و همکاران در سال 2014 

از اســتان های اصفهان، چهارمحال بختیاری، خراسان شمالی و جنوبی و 

رضوی، آذربایجان غربی، کرمانشــاه، گلســتان و مازندران تعداد 395 مغز 

جنین سقط شده گاو را به روش PCR مورد بررسی قراردادند که 45 % موارد 

مثبت تشخیص داده شدند )15(. 

در این مطالعه بیشترین حضور DNA نئوسپورا کانینوم در جنین های 

ســقط  شــده 7-5 ماهه بود و ارتباط معنی داری بین آلودگی به نئوســپورا 

کانینوم با تعداد زایمان و ســن گاو مادر به اثبات رسید. Nematollahi و 

همکاران در ســال 2011 آلوده ترین سن مادر را بین 8-5 سال و آلوده ترین 

سن جنین های سقط شــده را 6-4 ماهگی اعلام نمودند )17( که با نتیجه 

مطالعه حاضر که بیشــترین حضور انگل نئوســپورا کانینوم در ســه ماهه 

دوم وســوم بارداری بوده است، همخوانی دارد. در مطالعه سرواپیدمیولوژی 

نئوســپورا کانینوم در گاوهای دو رگ بومی ایــران، Heidari و همکاران 

در ســال 2014 به ترتیب بیشــترین و کمترین میزان فراوانــی آلودگی را 

تصویر nested-PCR .1 نمونه های قشــر مغز جنین های گاو سقط شده با پرایمرهای داخلی 
نئوســپورا کانینوم. نمونه های 1، 2، 7، 10 و 13 فاقد آلودگی و در ســایر نمونه ها باندی با وزن 

.)1000 bp LADDER :8 198 جفت باز قابل مشاهده می باشد. )شماره
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در گاوهای بیش از 4 ســال ســن )32/33 %( و زیر 2 ســال سن )7/32 %( 

مشاهده نموده و اعلام کردند که 64 % از گاوهای دارای سابقه سقط، از نظر 

سرمی مثبت می باشند )13(. همچنین Sattari و همکاران در سال 2011 

نشان دادند که گاوهای دارای سابقه ی سقط، آلودگی بیشتری به نئوسپورا 

کانینوم دارند )Macedo .)22 و همکاران در سال 2013 در گاوهای شیری 

کشتارشــده، با روش الایزا میزان آلودگی را در گاوهای آبستن 41/6 %، در 

گاوهای غیرآبســتن 43/3 % و در جنین ها 5/5 %تشخیص دادند و در آنالیز

PCR  حضور DNA را در 3/3 % گاوها و 6/6 %جنین های سقط شده اعلام 

کردند )16(. این محققان بیشترین میزان آلودگی در جنین های سقط شده 

را 6-4 ماهگی دانستند که در مقایسه یافته های مطالعه حاضر، تفاوت قابل 

ملاحظه ای را نشان نمی دهد.

در این بررســی حضور سگ در مزرعه ارتباط معنی داری با آلودگی به 

نئوسپورا کانینوم داشته است. نئوسپوروزیس در سگ برای اولین بار توسط 

یک محقق از نروژ گزارش گردید )3(. سگ به عنوان میزبان نهایی نئوسپورا 

کانینــوم نقش مهمی در چرخه ی انگل ایفا می نماید. گزارشــات پر شــمار 

حاکی از گســتردگی جهانی آلودگی ســگ ها با این انگل می باشد و وجود 

آنتی بادی ضد نئوسپورا در سگ، از کشورهای زیادی گزارش شده است )6(. 

Sawada و همکاران در ســال 1998 در ژاپن حضور پادتن ضد نئوســپورا 

را در 31 % از ســگ-های مزارع گاوهای شیری و 7 % از سگ های موجود 

در محدوده شــهری گــزارش کردند )Wouda .)23 و همکاران در ســال 

1999 در هلند شیوع آلودگی در سگ های مزرعه را بیشتر از شیوع آلودگی 

در ســگ های شــهری گزارش نمودند )Basso .)24 و همکاران در ســال 

2001 در آرژانتین شــیوع آلودگی را در ســگ های گله های شیری )48 %( 

و در ســگ های گله های گوشتی )54/2 %(، بیشتر از آلودگی در سگ های 

محدوده شهری )2/22( گزارش نمودند )Razmi.)1 وجود نئوسپورا را در 2 

نمونه از 147 نمونه مدفوع ســگ گله و خانگی به روش PCR اثبات نمود 

)Hosseininejad .)18 و Hosseini در سال 2011 شیوع انگل نئوسپورا 

کانینوم را در سگ های استان های غربی و مرکزی کشور به روش الایزای 

غیر مستقیم 29 % گزارش نمودند )14(.  

نتیجه گیری نهایی: نئوسپوروزیس در گاو از کشورهای زیادی گزارش 

شده است و تقریباً دارای گسترش جهانی می باشد. در برخی کشورها سهم 

عمده ای از همه گیری های سقط جنین، مربوط به این انگل دانسته می شود. 

در کالیفرنیا 20 تا 30 % و در هلند 17 % از تمام موارد متداول سقط جنین در 

گاو، ناشی از این انگل گزارش شده است )7(. با توجه به آمارهای متعددی 

که از ایران و ســایر کشورها در دســترس می باشد، 12 تا 42 % جنین های 

ســقط شده در گاو ها با این انگل آلوده می باشــند. Dubey و همکاران در 

ســال 2005 میزان خســارات اقتصادی سالیانه ناشــی از نئوسپوروزیس را 

در کالیفرنیــا حدود 35 میلیون دلار تخمین می زننــد و ظاهراً ارزش واقعی 

خســارات بالاتر از این حدود می باشــد )5(. نتایج این مطالعه در واقع اولین 

گزارش حضور DNA نئوســپورا کانینوم در گاوداری  های شهرستان اراک 

می باشد. نتایج بدســت آمده مطالعه حاضر، مطابق با بسیاری از گزارشات 

قبلی نشان داد که گاوهایی که سابقه سقط دارند با احتمال بیشتری حضور 

نئوسپورا کانینوم را در جنین های سقط  شده نشان می دهند. به همین دلیل 

به نظر می رسد که این تک یاخته را می توان از عوامل مهم همه  گیری های 

ســقط جنین در گله های گاوهای مزرعه شــیری شهرستان اراک به شمار 

آورد که لزوم اعمال برنامه های کشــوری کنترل و پیشگیری را در صنعت 

دامداری خصوصاً گاوداری ها، با هدف کاهش خســارت اقتصادی ناشی از 

سقط را نمایان می کند. 
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یاری نمودند و نیز از معاونت پژوهشی دانشکده دامپزشکی دانشگاه تهران 
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Abstract:
BACKGROUND: Neospora caninum is one of the most important pathogenic protozoan 

parasites causing bovine abortion around the world.
OBJECTIVES: The aim of this study was to detect the presence of Neospora caninum in 

the brain, cerebellum and medulla oblongata of aborted fetuses in cattle in Arak by means of 
molecular method.

METHODS: 38 samples of brain, cerebellum and medulla oblongata from aborted fetuses in 
dairy cattle of Arak were tested for the presence of Neospora with nested-PCR.

RESULTS: Survey findings indicated the presence of DNA in 26.3 % of aborted fetal brains. 
In the cerebellum and medulla oblongata samples no Neospora caninum  DNA was detected. 
There was a significant relationship between neosporosis and maternal age (number of calv-
ings), abortion history and the presence of dogs in the herd.

CONCLUSIONS: The results showed a significant association between the infection and the 
number of abortions in the examined cows; As a result it seems that neosporosis could be an 
important factor in epidemic abortions in Arak city’s dairy farms which requires continuous 
monitoring and implementation of prevention programs in the dairy industry. 

________________________________________________________________
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Figure Legends and Table Captions
Table 1. Primer sequences used for the detection of N. caninum.

Table 2. Farms and aborted foetuses history and the results of nested-PCR on the brain sample of aborted foetuses in Arak.

Figure 1. Agarose gel electrophoresis of Nested-PCR products with internal N. caninum specific primers. (Lanes 1, 2, 7, 10 and 13 nega-
tive& other lanes infected; Lane 8 1000 bp ladder).
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