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شناسایی مولکولی گونه های تیلریا و ناقلین آن در گاوهای شهرستان یزد با 
Semi-nested PCR روش
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 چکیده  

زمینه مطالعه: تیلریوز یکی از بیماریهای تک یاخته ای خونی در گاو بوده که سبب مرگ و میر بالا می شود. تاکنون مطالعات میکروسکوپی 
زیادی درباره شناسایی گونه های آلوده کننده تیلریا در گاو و کنه های ناقل صورت گرفته که در مقایسه با روش های مولکولی از حساسیت و ویژگی 
کمی برخوردارند. هدف: دراین مطالعه سعی شدگونه های تیلریاوناقلین آن درگاوهای شهرستان یزدباروشSemi-nested PCR موردشناسایی 
قرارگیرند. مواد و روش کار: طی ماههای خرداد تا شــهریور ســال 1391، تعداد 100 نمونه خون EDTA به همراه گســترش های نازک خون  
ازگاوهای شیری  نژاد  هلشتاین مشکوک به تیلزیوز بدون سابقه واکسیناسیون بر علیه بیماری تهیه گردید. همزمان  با بازرسی بدن گاوها  تعداد 
249 عدد کنه جمع آوری شدندگسترش تهیه شده با گیمسا رنگ آمیزی شدندو  DNA از  نمونه های خون با استفاده از کیت تجاری استخراج 
گردیدند. کنه ها همچنین با استفاده از کلید های تشخیص شناسایی و بر اساس جنس و گونه کنه به 50 مجموعه 5 کنه ای تقسیم  شدند و بااستفاده 
Semi-استخراج شده با آن  DNA آنها نیز استخراج گردید. نمونه های DNA از  لوپ  و وســایل حشــره شناسی غدد بزاقی آنها جدا ســازی و

nested PCR بر روی ژن18S rRNA، مورد آزمایش قرار گرفتند. جهت تشخیص تیلریا لستوکاردی و تفریق آن از تیلریا آنولاتا در نمونه های 
کنه از روش PCR-RFLP استفاه شد. نتایج: در بررسی اولیه انجام شده با میکروسکوپ نوری، در 4 گسترش خونی )4%( اشکال حلقوی انگل 
Semi- مشاهده گردید. همچنین همه کنه های جمع آوری شده  هیالوما آناتولیکوم آناتولیکوم تشخیص داده شدند. نتایج به دست آمده با روش
nested PCR، نشان دهنده آلودگی 11 نمونه خون )11%( و سه مجموعه غدد بزاقی کنه به تک یاخته تیلریا آنولاتا بودند. هیچ یک  از نمونه ها 
آلوده به تیلریا اورینتالیس نبودند. مطالعات تکمیلی با PCR-RFLP با استفاده از آنزیم MspI نیز نشان داد که نمونه های کنه ها همگی از نظر 
آلودگی به تیلریا لستوکاردی منفی می باشند. نتیجه گیری نهایی: بر پایه نتایج بدست آمده  تیلریا آنولاتا و کنه هیالوما آناتولیکوم آناتولیکوم عامل 

و ناقل مهم  تیلریوز گرمسیری در شهرستان یزد می باشند..

Semi-nested PCR ،واژه های کلیدی: تیلریا، گاو

مقدمه
تیلریوزدر نشــخوارکنندگان اهلی و وحشــی در مناطق گرمسیری و تحت 

گرمسیری جهان بروز می کنند و باعث خسارات اقتصادی فراوانی می شوند.  

تیلریا آنولاتا و تیلریا پاروا مهمترین گونه های مسئول تلفات و کاهش تولید 

در گاوهای شــیری می باشــند. تیلریا آنولاتا گســتردگی جغرافیایی بالایی 

دارد و در اروپای جنوبی، ســاحل مدیترانه، خاورمیانه، شمال آفریقا و آسیا 

مشاهده می شود. تیلریا پاروا در افریقای شرقی و مرکزی پراکنده است. تیلریا 

اورینتالیس گونه دیگری اســت که در سرأسر جهان پراکنده است و نسبت 

بــه تیلریا آنولاتا و تیلریا پاروا، غیر بیماریزا بوده، اگرچه مواردی از بیماری 

ناشــی از این گونه  در کشــور ژاپن  با تب، کم خونی و بی اشتهایی همراه 

اســت )9،14(. تیلریا آنولاتا عامل تیلریــوز  گاو های مناطق مختلف ایران 

را آلــوده  نموده  و با علائم تب، بزرگی غدد لنفاوی،کم خونی پیشــرونده، 

زردی، بیقرارى، بی اشتهایی، خشن شدن پوشش مویی، تورم ریه، تنگی 

نفس، اختلال در هضم و زخم های شــیردانی  دیده می شــوند  بیماری در 

ایران توســط کنه های هیالوما آناتولیکوم آناتولیکــوم، هیالوما آناتولیکوم 

اکســکاواتوم، هیالوما آزیاتیکــوم آزیاتیکوم، هیالوما درومــداری و هیالوما 

دتریتــم انتقال می یابند)4(. تیلریــا اورینتالیس گونه دیگری اســت که در 

گاوهای استان های مازندران و استان گلستان نیز گزارش شده است)2،4(. 

تشــخیص گونه های تیلریا معمولًا بر پایه تشــخیص مورفولوژی انگل در 

گسترش های رنگ آمیزی شده خون می باشد )14(. گونه های مختلف تیلریا 

از لحاظ مورفولوژی شــبیه بوده و تشخیص تفریقی این گونه ها بخصوص 

در دام های حامل با پارازیتمی پایین  آســان نمی باشد.  بهمین دلیل امروزه 

از روش های ملکولی بدلیل حساســیت بــالا جهت تفریق گونه های تیلریا 

استفاده می گردد)3(. شهرستان یزد با آب و هوای گرم و خشک واجد تعداد 

قابل توجهی گاو شیری حدود 14200 رأس  می باشد. طبق گزارشات بالینی 

دامپزشــکان شهرستان،تیلریوز گاوی هرســاله با شیوع نسبتاً بالا مشاهده 

می شــود ولی تاکنون مطالعه در باره تیلریوز گاوی در این شهرستان انجام 

نشــده اســت. دراین مطالعه تلاش شــد تا گونه های تیلریا و ناقلین آن در 

گاوهای این شهرستان با روش Semi-nested PCR مورد شناسایی قرار 

گیرند.
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مواد و روش کار
طی ماه های خرداد تا شــهریور ســال 1391، پس از هماهنگی با اداره 

دامپزشــکی شهرســتان یزد، خونگیری از  تعداد 100 رأس گاو شیری نژاد 

هلشتاین به ظاهر سالم از دامداری های با سابقه تیلریوز انجام گرفت. پس 

از ثبت مشــخصات  گاوها از  گاوهای  مشــکوک و غیر واکســینه بر علیه 

تیلریــا  پــس از و ضدعفونی کردن محــل تزریق، از وریــد وداج به میزان  

mL 3 خون گرفته و به لوله حاوی EDTA انتقال داده شد. همزمان از ورید 

مارژینال گوش نیز گســترش نازک تهیه گردید. در مرحله آخر بدن گاوها 

بازرســی و کنه ها از روی دام جمع آوری شــد. نمونه های خون در کنار یخ 

به آزمایشــگاه دانشکده انتقال داده شــد و در دمای oC 20 - تا زمان انجام 

آزمایش نگه داری گردید. در آزمایشــگاه گســترش های خونی را با متانول 

ثابت کرده و با گیمسای رنگ آمیزی شدند. گسترش های خونی از نظر وجود 

پیروپلاسم های تیلریا با استفاده از میکروسکوپ نوری با عدسی روغنی مورد 

بررســی قرار گرفتند. جنس و گونه های کنه های جمع آوری شده بر اساس 

بر اســاس کلید های تشخیص تعیین شــدند )19(. آنگاه کنه ها را بر اساس 

جنس و گونه به دسته های 5 تایی تقسیم و شماره گذاری شدند. و با استفاده 

از لوپ  و پنس وقیچی حشره شناسی غدد بزاقی خوشه انگوری هر دسته 

کنه جدا و به میکروتیوب های حاوی µL 20 ســرم فیزیولوژی منتقل شدند 

میکروتیوب ها دردمای oC 20 - تا زمان اســتخراج DNA نگهداری شدند. 

اســتخراج DNA نمونه های خون و غدد بزاقی با اســتفاده از کیت تجاری 

) MBST،  تهران( بر اســاس دســتورالعمل شرکت ســازنده انجام گرفت. 

نمونه های DNA اســتخراج شــده با روش semi nested PCR با روش 

 semi صــورت گرفت )2،13(. در مرحله اول روش Shayan&Rahbari

nested PCR با استفاده از این پرایمرها یونیورسال نمونه از لحاظ آلودگی 

تیلریا و بابزیا از هم تفکیک می شــوند. محصول PCR  مربوط به بابزیا بر 

 PCR 402-389 و در محصول  bpروی ژل آگاروز 1/7 % بانــدی با ســایز

مربوط به تیلریا باندی با ســایزbp 430-426 را تشکیل می دهند. در مرحله 

دوم محصول PCR با پرایمر های اختصاصی مربوط به تیلریا آنولاتا ســایز 

 PCR 235 خواهد بود. در هر bp193 و مربوط به تیلریا اورینتالیس bp باند

حداقــل یک تیوب واجد خون غیر آلوده  بعنوان کنترل منفی و خون آلوده  

بعنوان کنترل مثبت استفاده گردید. با توجه به تشابه ملکولی تیلریا آنولاتا با 

تیلریا لستوکاردی برای تفریق این دو تک یاخته، محصول PCR در مرحله 

اول توســط آنزیــم MspI طی واکنش RFLP مــورد هضم آنزیمی با متد 

Spitalska و همکاران در سال 2004 قرارگرفت )15(. این آنزیم محصول 

DNA مربوط به تیلریا آنولاتا را برش نمی دهد ولی DNA مربوط به تیلریا 

لســتوکاردی را برش می دهد. نتایج بدست آمده در دو روش میکروسکپی 

وملکولی با آزمون مک نمار )MacNemar's Test(- مورد آزمون آماری 

قرار گرفت.  

نتایج 
ازمجمــوع 100 گاو خونگیری شــده، در)4%(4 گســترش های خونی 

 semi آلودگی به تک یاخته تیلریا آنولاتا مشــاهده شد، در حالیکه با روش

nested PCR در )11%( 11 نمونه هــای خــون، آلودگــی به تیلریا آنولاتا  

تعیین گردید)تصاویر 1،2(.آزمون آماری اختلاف معنی داری در نتایج بدست 

آمــده توســط دو روش را تأیید نمــود. )جــدول p<0.05(.)1( در هیچ یک 

از نمونه هــا آلودگی به تیلریا اورینتالیس تعییــن نگردید. از تعداد 249 کنه 

تعداد کل  روش میکروسکپی

منفی مثبت

11 7 4 مثبت  روش ملکولی

89 89 0 منفی

100 96 4 تعداد کل

جدول 1. مقایســه فراوانی آلودگی تیلریا آنولاتا با دوروش میکروسکپی و ملکولی در 
گاوهای شهرستان یزد.

 Semi nested-PCR اســتخراج شــده در مرحله اول DNA تصویر 1. آنالیز تکثیر
M  : مارکــر DNAر)bp100(. بــاز، چاهک 1: کنترل مثبت تیلریا، چاهک 2 : منفی 

تیلریا، چاهک 7-3 : نمونه هایی که تیلریا مثبت شده اند.

 : Semi nested-PCR : M اســتخراج شــده  در مرحله دوم DNA تصویر2. تکثیر
مارکــر  DNAر)bp100(. باز، چاهک 1: کنترل مثبت تیلریا آنولاتا، چاهک2: کنترل 

منفی تیلریا آنولاتا، چاهک 30-4 : نمونه های منفی خون و نمونه  5 نمونه مثبت. 
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جمع آوری شــده )194 کنه  نر و 85 کنه ماده (،  همگی هیالوما آناتولیکم 

آناتولیکم تشــخیص داده شــدند. نتایج ملکولی بر روی 50 مجموعه غدد 

بزاقی کنه،  نشــاندهنده آلودگی ســه مجموعه از آنها به تیلریا آنولاتا بود. 

آزمایش تکمیلی PCR-RLFP نیز عدم آلودگی نمونه های مثبت غددبزاقی 

کنه ها را به تیلریا لستوکاردی را تأیید نمود. 

بحث
بر اســاس مطالعات انگل شناسی و مشــاهدات بالینی دو گونه تیلریا 

آنولاتا و تیلریا اورینتالیس در ایجاد آلودگی تیلریایی درگاو های ایران نقش 

دارند )4(. اکثر مطالعات صورت گرفته در زمینه شناســایی گونه های تیلریا 

گاو در ایران بر اساس مشخصات مرفولوژیکی دربررسی میکروسکوپی بوده 

که از حساســیت و ویژگی کمی در برابر روش مولکولی برخوردار اســت. در 

این بررســی از دو روش میکروسکپی و ملکولی جهت تشخیص گونه های 

تیلریا گاوی اســتفاده شد و آلودگی تیلریا آنولاتا با روش میکروسکوپی در 

4% گاو ها ی شهرســتان  تعیین گردید. میزان آلودگی بدست آمده در این 

مطالعه در مقایســه با نتایج بدست آمده توســط Morchedi و همکاران 

در ســال 1382 با گزارش آلودگی تیلریــا آنولاتا به میزان 15% در گاوهای 

شهرستان ارومیه )7( و مطالعه Razmi و همکاران در سال 2009 با گزارش 

آلودگی به انگل تیلریا آنولاتا به میزان 20% در گاوهای شهرســتان مشهد 

)11( کمتر بوده در حالیکه با نتایج  Shahgholian و همکاران در ســال 

2003 در شهرکرد با تعیین 4/9 % آلودگی تیلریایی در گاوها )12( و مطالعه 

Mozafari و همــکاران  در ســال 2008 با تعییــن فراوانی تیلریوز گاوی  

در در5/6% گاوهــا شهرســتان زاهدان همخوانــی دارد )8(. در این مطالعه 

آلودگی گاو ها به تیلریا آنولاتا در 11%  نمونه ها با روش PCR تعیین شدند. 

آنالیز آماری حساســیت بالاتر این روش را در مقایسه با روش میکروسکی 

نشــان داد. تاکنون مطالعات اندکی در باره آلودگی تیلریا در گاوهای ایران 

با روش ملکولی صورت گرفته اســت.Azizi و همکاران در ســال 2007، 

140 رأس گاو بالای 1 ســال را در شهرکرد از نظر آلودگی به تیلریا آنولاتا 

مورد بررســی قرار دادند. میزان آلودگی به تیلریــا آنولاتا با روش PCR  به 

میزان 40% تعیین نمودند )Hoghooghi-Rad .)1 و همکاران در ســال 

2011 با روش ملکولی مشابه این مطالعه  در 7/5% گاوها ی استان گلستان 

آلودگی به تیلریا آنولاتا را مشخص نمودند.)5(. در مطالعه حاضر آلودگی به 

تیلریا اورینتالیس در گاوهای استان یزد مشاهده نگردید. بنظر می رسد این 

گونه فقط در اســتان های حاشــیه دریای مازندران دیده می شود )4( در تنها 

مطالعه ملکولی انجام شــده توسط Ghaemi و همکاران درطی سال های 

2011 از 160 نمونــه خونی جمع آوری شــده از گاوهای به ظاهر ســالم در 

 Seminested-PCR اســتان گلستان در شمال ایران و با استفاده از روش

در 5/62% گاوها آلودگی به انگل تیلریا اورینتالیس و 7/5% گاوها آلودگی به 

انگل  تعیین نمودند )2(. در بررسی حاضر  تمام کنه های جمع آوری شده کنه 

  PCR هیالوما آناتولیکوم آناتولیکوم تشخیص داده شدند و همچنین آزمایش

آلودگی غدد بزاقی کنه ها را به تیلریا آنولاتا تأیید نمود. مطالعات انجام یافته 

در ایــران نیز براهمیت کنه هیالو ما آناتولیکم در انتقال تیلریا آنولاتا تأکید 

دارد)Razmi .)4 و همکاران در سال 2003 تعداد 680 کنه از 102 گاوهای 

مشکوک به تیلریا  در شهرستان مشهد جمع آوری کردند  که 92% کنه ها 

هیالوما آناتولیکم اکســکاواتوم تشخیص داده شــدند و همچنین این کنه 

بعنوان ناقل اصلی تیلریا آنولاتا با رنگ آمیزی غددبزاقی و مشاهده آلودگی  

تعیین گردید )Tavassoli .)10 و همکاران در سال 2011 در غرب و شمال 

غــرب ایــران از 237 گاو آلوده به تیلریا آنولاتا تعــداد 402 کنه  جدا کردند 

کــه پس از آزمایش بــا روش PCR، 39/9% از کنه های هیالوما آناتولیکوم 

آناتولیکــوم، 18/2% از کنه های هیالوما آناتولیکوم اکســکاواتوم و 3/5% از 

کنه های هیالوما آسیاتیکوم آسیاتیکوم آلوده به انگل تیلریا آنولاتاتشخیص 

دادند. این نتیجه نشان داد که هیالوما آناتولیکوم آناتولیکوم نقش اصلی را در 

انتقال تیلریا آنولاتا در ایران بازی می کند)16(. کنه هیالوما آناتولیکوم بعنوان 

ناقل مشــترک تیلریا آنولاتا و تیلریا لستو کاردی شناخته می شود و امکان 

آلودگی گاوها به تیلریا لستوکاردی نیز وجود دارد )6(. از آنجاییکه به علت 

شباهت بسیار زیاد سکانس نوکلئوتیدی این دوگونه، امکان تفریق دوگونه 

با اســتفاده از پرایمر های استفاده شــده در روش PCR  حاضر وجود ندارد. 

بــه همین دلیل نمونه های مثبت، با روش RLFP - PCR  مورد آنالیز قرار 

گرفتند )15(. که نتایج بدست آمده موید عدم آلودگی نمونه DNA  استخراج 

شــده از غدد بزاقی کنه ها به تیلریا لستوکاردی بودند. با توجه به نتایج این 

مطالعه اهمیت گونه تیلریا آنولاتا و کنه هیالو ما آناتولیکم آناتولیکم بعنوان 

عامل و ناقل  بیماری در کاوهای شهرستان یزدمورد تأیید قرار می گیرد.

تشکر و قدردانی
 از آقای عشــرتی کارشناس بخش انگل شناسی بخاطر همکاری در 

انجام آزمایشPCR تشکر می گردد. از شبکه دامپزشکی شهرستان یزد که 

زمینه نمونه برداری از گاوهای شــیری را فراهم آوردند، قدردانی می گردد. 

این پایان نامه با حمایت مالی معاونت پژوهشــی دانشــگاه فردوسی انجام 

گرفت، از معاونت وهمکاران ایشان قدردانی و تشکر می شود.
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Abstract:
BACKGROUND: Theileriosis is a blood protozoan disease with high mortality in cat-

tle in tropical and subtropical regions of the world. Several studies were conducted to 
identify Theileria species in infected cattles and vector ticks by microscopic examination. 
However, microscopic technique has lower sensitivity compared to molecular method.                  
OBJECTIVES: This study was carried out to identify Theileria species and its carriers in 
cattles of Yazd city, sing semi nested PCR. METHODS: Between June to September of 
2012, 100 EDTA blood samples and 249 ticks were collected from Holstein breed with no 
history of vaccination against the ileriosis in Yazd area. The collected samples were trans-
ported to the laboratory, then prepared the blood smears and stained with Giemsa method. 
Also, the collected ticks were separated into 50 tick pools, according to their species. Then 
their salivary glands were removed using stereomicroscope in 0.85% saline. DNA of blood 
and salivary glands was extracted using a commercial kit and analyzed by Semi-nested 
PCR. PCR-RFLP was also used to differentiate Theileria lestoquardi from Theileria an-
nulata in positive samples of ticks. RESULTS: Ring forms of Theileria spp. were found 
in 4 (4%) of blood smears. All ticks were Hyalomma a.anatolicum. Results of PCR were 
indicated that 11 (11%) of blood samples and three pools of tick’s salivary glands were 
infected with Theileria. Theileria annulata were only detected in all positive samples by 
Semi-nested PCR. The results of PCR-RFLP using MspI enzyme showed that the tick’s 
salivary glands were negative to Theileria lestoquardi infection. CONCLUSIONS: Based 
on the results, it is concluded that Theileria annulata and Hyalomma a.anatolicum are 
important agent and vector tick of tropical theileriosis in dairy cattles of Yazd area.
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Figure Legends and Table Captions
Table 1. Frequency of T.annulata infection by two methods (microscopy and molecular) in Yazd area.

Figure 1. The Seminested-PCR amplified products in first round: Lane (M), 100 bp DNA ladder marker; lane 1, positive control 
(430 bp); Lane2, Negative control, lane 3-7: positive samples.
Figure 1. The Seminested- PCR amplified products in second round:  Lane (M), 100 bp DNA ladder marker; lane 1, positive control 
(193 bp); Lane2, Negative control;  lane 3-4: negative  samples; lane: positive sample.


