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Abstract 
The causative agent of bovine theileriosis is obligatory intracellular protozoa called T. annulata 

which results in severe anemia, severe pulmonary edema and rapid death in non-native animals. 

The present study was aimed to detect the current state of Theileria infection in indigenous 

buffaloes and its association with environmental factors in four cities of West Azarbaijan 

province using microscopic tests (blood smear evaluation) and molecular assays. Blood samples 

were randomly collected from 291 buffaloes in the region, during March to July 2014. Direct 

and semi-nested PCR techniques were used to detect DNA of Theileria spp. using specific pair 

primer 18SrRNA. In the microscopic assay method, presence of this parasite in four (1.37%) 

buffaloes was approved. The molecular assays revealed that 4 out of 291 animals (1.37%) were 

infected by T. annulata. Also the present study showed that two female adult buffaloes (0.68%) 

were simultaneously infected by T. annulata and T. orientalis. Apparent and real prevalence of 

infection of buffaloes to T. annulata in the molecular method were 1.37 and 1 percent 

respectively. The chance of infection by T. annulata and T. orientalis were equal. Molecular 

prevalence of T. annulata in Urmia and Salmas were 2.2 and 2.3 percent respectively (p<0.05). 

Molecular prevalence of T. orientalis in Urmia was 2.2%. This is the first study to indicate the 

presence of infection with T. orientalis in indigenous buffaloes of Urmia city in Iran. 
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 هچکید

 خونیکم باعث بوده که تیلریا آنولاتا نام به اجباری سلولی داخل خونی اییاختهتک گاوها، انگل در تیلریوز بیماری ایجادکننده عامل

ی هاامیشلودگی گاوآ تعیین، مطالعه این هدف .شودمی سریع مرگ های غیربومی موجبدر دام خصوصبه و هاریه شدید خیز شدید،

طاور تصااد ی مولکولی بود. به ومیکروسکوپی  هایغربی با روشآذربایجان استان چهار شهردر  با عوامل محیطیو ارتباط آن  بومی

نیز  PCR semi-nestedمستقیم و  PCRهای آوری گردید. روشجمع 1393تا تیر  1392های منطقه از اسفند شگاومینمونه خون از  291

 در بررسایمورد استفاده قارار گر تناد.  18S-rRNAپرایمرهای ویژه جزء استفاده از جفت های انگل تیلریا باگونه DNAبرای ارزیابی 

هاای مولکاولی بررسی تأیید گردید.های مورد آزمایش( درصد از گاومیش 37/1رأس گاومیش ) 4 در انگل حضور این ،میکروسکوپی

 (Theileria annulata) تیلریا آنولاتا انگل بهصد از موارد( در 37/1رأس گاومیش ) 291مورد از  4های خون در نمونهنیز نشان داد که 

زمان طور همهای مورد آزمایش( بهدرصد از گاومیش 68/0که دو رأس گاومیش ماده بالغ ) نشان داد مطالعهاین همچنین  بودند. آلوده

روش  در تیلریا آنولاتاابه  واقعی آلودگی گاومیش و ظاهری شیوع. نداه بودهآلودهم  (Theileria orientalis) تیلریا اورینتالیسبه گونه 

برابر بود. شیوع مولکولی  تیلریا اورینتالیس وتیلریا آنولاتا  هایشانس آلودگی به گونه .دست آمدبه درصد 1 و 37/1ترتیب به مولکولی

شایوع  (.>05/0p)داری باا هام داشاتند یدرصد بود که اختلاف معنا 3/2و  2/2ترتیب سلماس به و ارومیه در شهرهای تیلریا آنولاتا

در  تیلریاا اورینتاالیس انگل برای اولین بار تایید کرد که درصد برآورد شد. این مطالعه 2/2در شهر ارومیه  تیلریا اورینتالیسمولکولی 

 ایران وجود دارد. های بومی شهر ارومیهگاومیش

 

 غربی.وسکوپی، تشخیص مولکولی، آذربایجان، گاومیش، آزمایش میکرتیلریا اورینتالیسها: کلیدواژه
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 مقدمه

 خاانواده توانندتیلریا می گونه از انگل جنس هفت 

 تیلریاا ،پااروا تیلریااکنند که از بین آنهاا  آلوده را گاوان
 گاومیش معماولا  ایاااد علایا  در ولیفرا تیلریا و آنولاتا

تیلریاا البته بیمااری ایاادشاده توسا   .کنندمی بیماری
 کا  و یاا ملایا  درمانگاهی اغلا  لحاظ از رینتالیساو

 .(1( )جدول Hoseini  et al.,  2003باشد )می علامت
 ی، عقاده لنفااوانگال تیلریاا تیشکل اساپوروزوا

و در  کناادماایرا آلااوده  یمااااور محاال خونخااوار

گااردد. ماایمسااتقر  اویلنفااهااای ساالول توپلاساا یس

 ،یزوگونیبااه روش شاا ریااتکث هااا بااااسااپوروزوییت

. کنندمی اادیا (کخ یموسوم به اجسام آب) ییهازونتیش

ای هاای نندهساتهها تبدیل به مروزوییاتنتزویش نیا

 ییو رهااا تیلنفوساا یباعااپ پااارگ شااده و مروگااونی

شاود. های قرمز  میو نفوذ به گلبول از آن هامروزوییت

هاای آزاد در سیتوپلاسا  تبادیل باه سپس  مروزوییات

هاایی در . از طار  دیگار سالولگردنادپیروپلاس  مای

گردش خاون محییای و طحاال نیاز وجاود دارناد کاه 

توانند تکثیر انگل را در داخل لنفوسیت، محدود کنند می

 Ahmadهای هاد  را از باین ببرناد )و یا حتی سلول

and Melhorn, 1999; Bishop et al., 2004; Shaw, 

2002; Striepen et al., 2007ه (. بایاد توجاه گاردد کا

روش تشخیص انتخابی انگال ماذکور فقا  در مرحلاه 

ابتدای بیماری، تهیه گسترش از عقده لنفاوی و مشااهده 

باشاد. اماا گازارش آن به وسیله میکروسکوپ نوری می

تواناد در نمونه خون، می PCRاستفاده از روش  شده که

حتای اگار ، آلودگی را در مرحله مزمن نیز مشخص کند

هاای بر روی نمونه PCRه از روش ها با استفادهمان دام

های لنفاوی، از نظر آلودگی مذکور، منفی تشخیص عقده

 (Ahmad and Melhorn, 1999). داده شوند

 

 کنندمیش ایااد آلودگی میگاوانگل تیلریا که در  هایگونه -1 جدول

 میزبان بندپای احتمالی در ایران ناقل بیماری زایی پراکندگی گونه

 تاتیلریا آنولا
 

، خاورمیانهشمال آفریقا، جنوب اروپا، 

 شوروی سابق هند و جنوب

ت   ،ریوز گرمسیریلتی

، ت  ایمدیترانهساحل  

 مصری

 هیالوما آناتولیکوم آناتولیکوم
 هیالوما آسیاتیکوم آسیاتیکوم

 هیالوما مارژیناتوم مارژیناتوم
 هیالوما مارژیناتوم تورانیکوم

 هیالوما دتریتوم

 گاومیش

 ا پارواتیلری
 

 شمال شرق و مرکز آفریقا

 آفریقا، ت  ساحل شرقی

گاو، ژانویه  ریدوروک

 ای رودزیاییکنهزیمبابوه، ت 

 ریپی سفالوس آپندیکولاتوس
 ریپی سفالوس زمبزینسیس

 گاومیش

 گاومیش آمبلیوما واریگاتوم خی تیلریوز به ظاهر خوش صحرای جنوب آفریقا و جزایر کارایی  تیلریا ولیفرا

 تیلریا اورینتالیس
استرالیا، آفریقا، ایالات متحده، آسیا و 

 اروپا
 تیلریوز

 همافیزالیس پونکتاتا
 همافیزالیس سینابارینا

 همافیزالیس ژاپنیکوم

 همافیزالیس کومسینا
 همافیزالیس هومروسال

 گاومیش
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غربی از نظر شارای  جاوی دارای استان آذربایاان

باشد و تحات تدل میهای معهای سرد و تابستانزمستان

ای است. طول مرز این اساتان باا مدیترانهتأثیر اقلی  نیمه

کیلااومتر،  200کیلااومتر، عااراق  488کشااورهای ترکیااه 

کیلاومتر اسات. فاصاله شاهر  135نخاوان و ارمنساتان 

کیلاومتر  55ارومیه تا مرز سرو )مرز ترکیه( ها  حادود 

 (.1باشد )شکل می

 

 
 غربی در تقسیمات کشوری و شهرهای مورد میالعهایااننقشه استان آذرب -1شکل 

 

 

 138ای روی در ارومیااه میالعااه 1394در سااال 

از نظر آلودگی به تیلریا صاورت گرفات  گاومیشرأس 

(Arjmand-Yamchi and Tavassoli, 2016 که نتاایج )

آزمایشات میکروسکوپی و مولکولی ایشان نشان داد کاه 

تیلریاا گی باه انگال گوناه های مذکور از نظار آلاوددام

تیلریااا مثباات ولاای از نظاار آلااودگی بااه گونااه آنولاتااا 
غیار از ها نشان داد که باهمنفی بودند. بررسی اورینتالیس

این تحقیق، میالعه دیگری در ایران بر وجود آلودگی به 

هاا صاورت نگرفتاه اسات. لاذا انگل تیلریا در گاومیش

 باه باومی هایگاومیش آلودگی تعیین میالعه، این هد 

 اساتان بازر  شاهر نهاار در ماذکور انگال هاایگونه

 )مهابااد، نقاده، ارومیاه و سالماس( باا غربایآذربایاان

 و (خاونی گساترش بررسای)میکروساکوپی  هایروش

 .بود (PCR مولکولی )استفاده از روش

 

 هامواد و روش

هاا نظر باه ایان کاه آلاودگی گااومیش برداری:نمونه -

طاار  دیگاار بااا در نظاار داشااتن از نامشااخص بااود و 

هاای ها در مقابل اغل  بیمااریمقاومت طبیعی گاومیش

شد از احتمال یک درصد آلاودگی انگلی، تصمی  گرفته 

های ماورد استفاده شود. بنابراین برای تعیین تعداد نمونه
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 95غربی با درجاه اطمیناان آزمایش در استان آذربایاان

ص ماماو  درصاد، در خصاو 5درصد و خیای میلق 

هزار رأس گاومیش بومی موجاود در منیقاه،  40تقریبی

با  ( وThrusfield, 2005)صورت گرفت محاسبات لازم 

دامپزشاکی و باا اساتفاده از یاک  همکاری شبکه هاای

 1393ماه سال تا تیر 1392پرسش نامه از اسفند ماه سال 

 67رأس ) 194گاااومیش شااامل:  رأس 291از تعااداد 

 33رأس ) 97نار و  ماورد آزماایش(هاای درصاد از دام

 اساتانشاهر  4های مورد آزمایش( ماده، از درصد از دام

بارداری شاد. نمونهشامل مهاباد، نقده، ارومیه و سلماس 

هاای ماورد درصاد از دام 72رأس ) 210از این تعاداد، 

هاای ماورد درصاد از دام 28رأس ) 81آزمایش( بالغ و 

 10مااه تاا  6رای سان با ظاهر سال  و داآزمایش( نابالغ 

رأس از  72رأس از نقاده،  73رأس از مهابااد،  73سال، 

رأس از ساالماس بااه صااورت تصااادفی  73ارومیااه و 

های مورد نیاز انتخاب شدند. لازم به ذکر است که نمونه

هاایی اخاذ شادند برای اناام میالعه حاضر، از گاومیش

داری کااه منحصاارا  در همااان اسااتان تولااد یافتااه و نگااه

 گردیدند.  یم

لیتار برای اناام آزمایشات، از هر رأس دام، پنج میلی

نمونه خون وریدی محییای، پاس از ضادعفونی کاردن 

محل، اخذ گردیاده و بلافاصاله دو گساترش نااز  باا 

ای از هار نموناه خاون تهیاه هاای شیشاهاستفاده از لام

 & MERCKشد. سپس با ریختن متاانول خاالص )می

Co., INC., Whitehouse Station, NJ, USA)  روی

شااده و گذشاات پاانج دقیقااه، هااای خشااکگسااترش

ماناده گردید. همزمان و سریعا  باقیها تثبیت میگسترش

( تمیاز venojectای ونوجکات )هر نمونه در لوله شیشه

 ,.MERCK & Co)ریخته شده و ه  حاا  آن اتاانول 

INC., Whitehouse Station, NJ; USA) 70  درصد به

 های خون کااملا  لختاه شاوندشد تا نمونهمی فزودهآن ا

Hoghooghi-Rad   et al.,   2011)). 

هاای خاونی بعاد از گساترش: مطالعه میکروسکوپی -

 5ی گیمساا دقیقه با محلول 45تثبیت با متانول به مدت 

پوشاااانده شااادند  درصاااد در باااافر فسااافات ساااالین

(Arjmand-Yamchi and Tavassoli, 2016مشااهد .) ه

( انگل تیلریاا در داخال piroplasmشکل پیروپلاسمی )

باه  ،شادههای تهیاههای قرمز موجود در گسترشگلبول

 100هاا در عنوان مثبت بودن آلودگی و عدم مشاهده آن

( 1000×)نمایی باالا میکروسکوپی با بزر « میدان دید»

در هر گسترش باه عناوان منفای باودن آلاودگی، تلقای 

(. از آنااا کاه تفکیاک Aktas et al.,  2006گردید )می

هاا باا میکروساکوپ معماولی، تشخیصای قیعای گونه

به همین دلیل از روش مولکولی نیاز اساتفاده  ،باشدنمی

 .((Hoghooghi-Rad  et al.,  2011  گردید

های خاون از نمونه DNAاستخراج  مطالعه مولکولی: -

اخت با استفاده از ماموعه ابزار و مواد کیت استخراج س

( طباق PCR Purification Kit, MBST; Iranمؤسسه )

دستور عمل شرکت سازنده اناام گرفت. ایان روش بار 

با غشای سیلیسی حامال  DNAاساس اتصال اختصاصی 

سااخت مؤسساه  spinشاده در ساتون پلاساتیکی تعبیه

کند. به طور خلاصه، ابتدا مقادار بسایار مذکور عمل می

شقک تمیز برداشته شاده و از لخته خون کامل با قا کمی

 Eppendorfدر داخل دیواره یک میکروتیوب اپندور  )

AG, Hamburg; Germanyلیتاری قارار میلی 5/1( تمیز

های اپندور  به مدت یک ش  در شد. این لولهداده می

دمای اتاق )با در باز( به دور از هر آلاودگی نگاه داشاته 

البتاه  شدند تا کااملا  خشاک و بادون نسابندگی ومی



41-55، صفحات: 1398بهار  ، 49، پیاپی 1، شماره 13وره د                                                                                                 شناسی درمانگاهی دامپزشکی                سیبآ  

 

45 

 

هاا در حواور عاری از الکل گردند. در روز بعد، نمونه

درجااه سلساایوس بااا  55در دمااای  Kپروتئیناااز آناازی  

(، باه lysis bufferلایازیس ) بافر میکرولیتر 180افزودن 

شادند. ساپس باا محلولی کاملا  یکنواخات تبادیل مای

( binding buffer)میکرولیتر بافر بایندینگ  360افزودن 

دقیقاه در معارح حارارت  10نمونه، باه مادت  به هر

شادند. در درجاه سلسایوس قارار داده مای 70مرطوب 

 ,.MERCK & Coمیکرولیتر اتاانول میلاق ) 270ادامه 

INC., Whitehouse Station, NJ; USA بااه لولااه )

 spinحاوی نمونه افزوده و محلاول حاصاله باه ساتون 

شستشاو در  شد. محتوای ستون، دو بار با باافرمنتقل می

 ;Eppendorf AG, Hamburgسااااانتریفیوژی )

Germany گردیاد. دور در دقیقاه تصافیه مای 8000( با

( elution bufferسااپس بااا اسااتفاده از بااافر الوساایون )

DNA طاور جداگاناه در شده از هار نموناه باهاستخراج

داری درجه سلسیوس به حالت مناماد نگاه -20دمای 

جی از هار نموناه روی اساتخرا DNAشد. در نهایت می

 MERCK & Co., INC., Whitehouse) ژل آگااارز

Station, NJ; USA) 5/1 درصاد، الکتروفاورز (PCR 

Purification Kit, MBST; Iran)  گردیده و کیفیات آن

 ,Shayan and Rahbariگرفات )مورد بررسی قرار مای

2005.) 

گاام  طراحای پرایمرهاا:: Nested-PCR و  PCRانجاام -

، طراحی پرایمرهای مناسا  PCRر اناام آزمابش اول د

پرایمرهاااا  جهااات تکثیااار ژن ماااورد نظااار اسااات.

ای هسااتند کااه مکماال اولیگونوکلئوتیادهای تااک رشااته

-الگو متصل می DNAبوده و به رشته  DNAقسمتی از 

مراز در امتداد آغازگر، از سامت پلی DNAشوند. آنزی  

ل رشاته الگاو را سانتز الگو، مکم DNAرشته  پایانه 

 (.2)جدول  (Hoghooghi-Rad  et al.,  2011) کندمی

در ابتدا جهت ارزیابی و اطمینان از قابلیت عملی 

DNA هر یک از نمونه ها با پرایمرهاای  اختصاصای ، 

P1 وP2 شااده از ژن کدکننااده پااروتئین بتااااکتین مشااتق

(CinnaGen, Tehran; Iran)  گرفتناد مورد آزمون قارار

 (.2)جدول 

  

 شدهنام و مشخصات پرایمرهای استفاده -2جدول 

 ویژگی ( 5-3)ی پرایمرها ترتیب نوکلئوتید هدف ژن نام پرایمر

(P1)Bba-S  بتااکتین گاوی CCT-AGA-GAG-AAG-CGG-GGT-G-<G> جهت تکثیر ژن رمزگشای بتا اکتین گاوی 
(P2 )Bba-A بتااکتین گاوی ATC-ACT-GCC-CTG-GCA-CCC-A-<G> جهت تکثیر ژن رمزگشای بتا اکتین گاوی 
(P3 )Tbs-S 18S rRNA CAC-AGG-GAG-GTA-GTG-ACA-AG های بابزیاهای تیلریا و گونهویژه گونه 
(P4 )Tbs-A 18S rRNA CTA-AGA-ATT-TCA-CCT-CTG-ACA-G های بابزیاهای تیلریا و گونهویژه گونه 
(P5 )Ta-S 18S rRNA ACG-GAG-TTT-CTT-TGT-CTG-<A>  تیلریا آنولاتاویژه 
(P6 )To-S 18S rRNA ACA-TTT-CTC-TTG-TTT-GAG-<T> تیلریااورینتالیسویژه 
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شده از خون گاو با اساتفاده استخراج DNAارزیابی

 (:PCR) ای پلیمرازواکنش زنایرهاز 

 -Master mix ،2 الگااو DNA -1 مااواد مااورد نیاااز:

 پرایمرهااای -3، (CinnaGen, Tehran; Iran) محلااول
Bba-S (P1)(20µM) ,Bba-A (P2) (20µM) 

(CinnaGen, Tehran; Iran) ،4- شده آب دو بار تقییر 

 .استریل

باار روی کیسااه یااخ، در داخاال هاار  روش آزمااایش:

 5/0 و Master mixمیکرولیتار 5/12میازان  میکروتیوب

 Bba-A  و Bba-S(P1)(20µM) میکرولیتر از هر پرایمر

(P2)(20µM) 5/2و آب بااه اناادازه نااه میکرولیتاار و 

حا  نهایی محتوای  شد تاالگو ریخته  DNAمیکرولیتر 

میکرولیتر باشد و بلافاصاله در دساتگاه  25تیوب میکرو

( بااا Termal Cycler, Bio Rad; USA) ترموسااایکلر

نکته مها   گرفت.اناام می DNAبرنامه زیر تکثیر مکرر 

ایمرهاا باه قسامت این است کاه در قسامت اتصاال پر

در هار مرحلاه از  (annealing)مکمل در رشته الگو یاا 

درجاه ساانتی  2-3توان درجه حارارت را طول کار، می

گراد بیشتر تنظی  کرد تا محصول نهایی دساتگاه کیفیات 

 (.(Hoghooghi-Rad  et al.,  2011 بالاتری داشته باشد

 برنامه دستگاه ترموسایکلر:

درجااه سلساایوس:  95قااه در دقی 5 ماادتبااه :1مرحلااه 

 (denaturation) واسرشت

 : دو سری:2مرحله 

 درجه سلسیوس: واسرشت 94ثانیه در  45

درجاه سلسایوس: اتصاال پرایمرهاا باه  65ثانیه در  90

 ( annealing) قسمت مکمل در رشته الگو

درجه سلسیوس: طویل شدن پرایمرها یا  72ثانیه در  45

 (extention) زمان ساخت

 دو سری:

 درجه سلسیوس: واسرشت 94ثانیه در  45

درجاه سلسایوس: اتصاال پرایمرهاا باه  65ثانیه در  60

 قسمت مکمل در رشته الگو

درجه سلسیوس: طویل شدن پرایمرها یا  72ثانیه در  45

 زمان ساخت

 سی و نهار سری:

 درجه سلسیوس: واسرشت 94ثانیه در  45

باه  درجاه سلسایوس: اتصاال پرایمرهاا 65ثانیه در  45

 قسمت مکمل در رشته الگو

درجه سلسیوس: طویل شدن پرایمرها یا  72ثانیه در  45

 زمان ساخت

درجه سلسیوس: زمان سااخت  72دقیقه در  5: 3مرحله 

 تکمیلی

با استفاده از الکتروفورز بار روی  PCRبررسی محصول 

 639در ایاان مرحلااه  PCRاناادازه محصااول  ژل آگااارز:

  ,.Hoghooghi-Rad  et al) جفات بااز خواهاد باود

2011.) 

 :PCRدر خون با استفاده از روش  تک یاختهتشخیص 

 ای موجاود در ژن حفااظتیبه علت تنو  خااص گوناه

(18SrRNAاز آن به ) عنوان یک شااخص در تشاخیص

بندی تاکسونومیک و تحقیقاات ها، طبقهدقیق گونه انگل

 (.Salim et al.,  2010) شودبرداری میفیلوژنیک  بهره

 Master mix  -2، الگااو DNA -1 مااواد مااورد نیاااز:

  پرایمرهاای -3، (CinnaGen, Tehran; Iran) محلاول

Tbs-S (20µM) ,Tbs-A (20µM)(CinnaGen, 

Tehran; Iran ،)4- آب دو بار تقییرشده استریل . 

اساتفاده از  هاای خاونی باانموناه PCRاندازه محصول 

 Tbs-A  (P4)و  Tbs-S (P3)پرایمرهااای اختصاصاای 

آزماوده شاده و در 18SrRNA منشع  از ژن کدکنناده 
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جفت باز مای باشاد،  390-400بین  خانواده بابزی ایده

جفات  426-430 خانواده تیلری ایادهدر صورتی که در 

   .(Hoghooghi-Rad  et al.,  2011)  باز است

Nested-PCR     : حساسیت این روش بسیار بالاتر از روش

PCR .معمولی است 

)باه  باشادمعماولی می PCRیژگی آن باالاتر از روش و

 علت وجود پرایمرهای داخلی(.

نون در این روش، محصول به دسات آماده از واکانش 

یاباد در صاورت وجاود اول، به لوله جدیدی انتقال مای

 یابادهاا کااهش می، غلظت آن نمونهPCRموانعی برای 

(Shah Hoseini and Seyed Reza Tehrani, 2001.) 

 ایان روش کااملا  مشاابه : Semi-nested PCRااامان

Nested-PCR باشد ولی در آن فق  یکی از پرایمرها می

داخلی است و پرایمر دیگر، همان پرایمر اولیه می باشد. 

هاای توان از گساترشای معلوم گردید که میدر میالعه

را استخراج و بررسای  DNAآمیزی شده نیز خونی رنگ

همزماان  ده از روش مولکولی به طوریعنی با استفا .کرد

 Shayan and)هاای تاک یاختاه را تفکیاک کاردگوناه

Rahbari,  2005.)  

مرحلااه قباال، بااا  PCRمااوارد مثباات محصااول 

در ایان آزماایش  Tbs-A (P4)و  Ta-S (P5) یپرایمرها

گیرنااد. نتااایج ایاان مرحلااه بااا مااورد بررساای قاارار می

داد کاه ناه  الکتروفورز بر روی ژل آگارز نشان خواهد

تیلریا تعداد از موارد مثبت مرحله قبل، منحصرا  آلوده به 

 باشند.می آنولاتا

اگر با استفاده از پرایمرهای اختصاصی این گونه، نیزی 

 بایااد متوجااه بااود کااه احتمااال حوااور  ،تکثیاار نگااردد

 در نمونااه وجااود خواهااد داشاات گونااه ای دیگاار

(Hoghooghi-Rad  et al., 2011). 

 بااا اسااتفاده از روش تیلریااا آنولاتااا وربررساای حواا

 مولکولی:

 مواد مورد نیاز:

 که مثبت شده PCRفق  آن محصول  (1

2) Master mix ( محلاولCinnaGen, Tehran; 

Iran) 

 Tbs-Aو  Ta-S (P5)(20µM)پرایمرهااای  (3

(P4)(20µM) (CinnaGen, Tehran; Iran) 

  استریل  شده آب دو بار تقییر (4

  بایااد محصااول باادین منظااور فقاا روش آزمااایش:

از پرایمرهاای  ها با استفادهآن PCRهایی که نتیاه نمونه

منشاع  از ژن Tbs-A (P4) و  Tbs-S (P3) اختصاصای

مثباات شااده بااود، بااا پرایمرهااای  18SrRNAکدکننااده 

منشاع  از ژن  Tbs-A (P4) و  Ta-S (P5) اختصاصای

 قرار بگیرند.  Semi-nested PCRمذکور تحت آزمایش 
  تیلریاا آنولاتاا در این مرحله برای لاندازه محصو

  ,.Hoghooghi-Rad  et al) جفت باز خواهد باود 193

2011.) 

 باا اساتفاده از تیلریاا اورینتاالیسبررسی حوور 

 مولکولی: روش

 مواد مورد نیاز:

دو مرحلاه قبال  که در PCRفق  آن محصول  (1

 .مثبت شده است

2) Master mix ( محلاولCinnaGen, Tehran; 

Iran) 

 Tbs-Aو  To-S (P6)(20µM)ایمرهااای پر (3

(P4)(20µM) (CinnaGen, Tehran; Iran) 

  استریل  شده آب دو بار تقییر (4
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-بدین منظور فق  باید محصاول نموناه روش آزمایش:

هاا باا اساتفاده از پرایمرهاای آن PCRهایی کاه نتیااه 

منشاع  از ژن Tbs-A (P4) و Tbs-S (P3)  اختصاصای

مثباات شااده بااود، بااا پرایمرهااای  18SrRNAکدکننااده 

منشاع  از ژن  Tbs-A (P4)و To-S (P6) اختصاصای 

 قرار بگیرند.   Semi-nested  PCRمذکور تحت آزمایش

تیلریااا اناادازه محصااول در ایاان مرحلااه باارای 
-Hoghooghi) جفت باز خواهاد باود 235  اورینتالیس

Rad  et al., 2011.) 

اساتفاده  با آمده دستی بههاداده :هاتحلیل آماری داده -

 22نساخه ( SPSS Inc.’Chicago’IL’USA) افازاراز نرم

-مورد بررسی قرار گرفتند. باهطور توصیفی و تحلیلی به

 Chi square) «کای مربع» آزمون ها ازمنظور تحلیل داده

test).05/0 استفاده گردیدp=  مبنای قوااوت آمااری در

ساتگی باین دو جهت تعیاین درجاه همب نظر گرفته شد.

روش مولکولی و روش میکروسکوپی در ایان بررسای، 

 محاسبه شد. « ضری  توافق کاپا»

  

 هایا ته

اشَاکال پیروپلاسامی تیلریاا در  مطالعه میکروسکوپی: -

 37/1رأس گاومیش ) 291رأس دام بالغ از  4های نمونه

 2) رأس دام ماده 2درصد( و  1رأس دام نر ) 2درصد(، 

 درصد( مشاهده شد. 

با استفاده از هشات پرایماری کاه در  مطالعه مولکولی: -

که از  میالعه مولکولی نشان دادمشخص شده،  2جدول 

ها، نهار رأس گاومیش باالغ  شاامل دو رأس کل نمونه

 291نر )یاک درصاد( و دو رأس مااده )دو درصاد( از 

 بودنااد آلااوده تیلریااا آنولاتااا بااهدرصااد(  37/1رأس )

 (. 3و  2های شکل)

 
 

 
 شده با پرایمرهاهای استخراج DNAنتایج تکثیر -2شکل 
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 با پرایمرهای مربوطهتیلریا آنولاتا    DNAنتایج تفکیک  -3شکل 

 

 
 در گاومیش استانتیلریا آنولاتا مقایسه دو روش تشخیص  -3جدول  

 روش میکروسکوپی در آلودگی

 جمع منفی مثبت  

 روش مولکولی در آلودگی

 4 0 4 مثبت

 287 287 0 منفی

 291 287 4 جمع

 

حساسیت و ویژگی روش میکروسکوپی در مقایسه 

( به ترتی  یک و یک باود و 3)جدول مولکولی  با روش

ارزش اخباری موارد مثبت و منفی روش میکروساکوپی 

 واقعی و ظاهری به ترتی  یک و یک برآورد شد. شیو 

 ترتیا  باه مولکاولی در روش آنولاتاا اتیلری به آلودگی

 37/1-37/1: درصااد 95 اطمینااان فاصااله)درصااد  37/1

 0-3/2: درصد 95 اطمینان فاصله) درصد یک و( درصد

بود. ضری  توافق کاپا بین دو روش مولکولی و ( درصد

دساات آمااد کااه بااه 05/17روش میکروسااکوپی معااادل 

 درصاد باین ایان دو 100دهنده وجود همبساتگی نشان

 تیلریاا آنولاتااروش در تشخیص آلودگی گااومیش باه 

 باشد.می

 68/0کاه دو رأس ) نشاان داد میالعهاین همچنین 

ماده بالغ )دو درصد( به طور ه  زماان  درصد( گاومیش

(. 4)شاکل  ناداه  باودهآلاودنیاز  تیلریاا اورینتاالیسبه 

 اورینتاالیس تیلریاا و آنولاتاا تیلریا گونه های به آلودگی

باود ( درصاد 2/2-3/2: درصد 95 اطمینان فاصله) برابر

(05/0p<.) 
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 با پرایمرهای مربوطه  تیلریا اورینتالیس   DNAنتایج تفکیک  -4شکل 

 

 آلودگی به ها،از لحاظ حوور انگل به تفکیک شهر

های ارومیه اثباات گردیاد در گاومیش تیلریا اورینتالیس

هاای سالماس و رهاای شاهیاخته در نمونهولی این تک

 آنولاتاا تیلریا مولکولی شیو  شد.مهاباد و نقده مشاهده ن

 3/2 و 2/2 ترتیاا  بااه ساالماس و ارومیااه شااهرهای در

 شهر در نیز اورینتالیس تیلریامولکولی  بود. شیو  درصد

در نتاایج تفکیکای بار اسااس  .باود درصاد 2/2 ارومیه

مناطق خشک و مرطوب استان، آزمون مربع کای ارتباط 

داری را بین آلودگی این دو منیقه باه انگال نشاان معنی

 و جغرافیاایی موقعیات داری باینمعنای ارتبااطناداد. 

 (.4)جدول  نگردید آلودگی مشاهده

 
 

 یاخته به تفکیک اقلی  مناطق استاننتایج تعیین مولکولی تک -4جدول 
 د آلودگیدرص تعداد نمونه آلوده در این منطقه تعداد نمونه نوع و محل منطقه

 3/1 2 146 خشک: مهاباد، سلماس

 7/2 4 145 مرطوب: ارومیه، نقده

 

در نتایج تفکیکی بر اساس مناطق خشک و مرطاوب 

استان، آزماون مرباع کاای، ارتبااط معنای داری را باین 

 دهادنشاان نمی تیلریاا آنولاتااآلودگی این دو منیقه به 

 (.5)جدول 

 
 به تفکیک اقلی  مناطق استان  یا آنولاتاتیلرنتایج تعیین مولکولی  -5جدول

 درصد آلودگی تعداد نمونه آلوده در این منطقه تعداد نمونه نوع و محل منطقه

 3/1 2 146 خشک: مهاباد، سلماس

 3/1 2 145   مرطوب: ارومیه، نقده

 

در نتااایج تفکیکاای باار اساااس مناااطق خشااک و 

داری نیز ارتبااط معنای ،مرطوب استان، آزمون مربع کای

نشاان  تیلریا اورینتاالیسرا بین آلودگی این دو منیقه به 

 (.6نداد )جدول 
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 به تفکیک اقلی  مناطق استان تیلریا اورینتالیسنتایج تعیین مولکولی  -6جدول 
 درصد آلودگی تعداد نمونه آلوده در این منطقه تعداد نمونه نوع و محل منطقه

 000/0 0 146  خشک: مهاباد، سلماس

 3/1 2 145   رطوب: ارومیه، نقدهم

 

  گیریبحث و نتیجه

 این گزارش، نخستین گزارش آلودگی گاومیش باه 

توس  روش مولکولی در ایران اسات. تیلریا اورینتالیس 

تیلریاا های مولکولی نشان داد که همچنین نتایج آزمایش
هاای اساتان ترین گوناه انگال در گااومیششایع آنولاتا

باشد. در این بررسی، برای اولین باار می غربیآذربایاان

تیلریاا و تیلریا اورینتاالیس های زمان با گونهآلودگی ه 

غربی ایران مشااهده های منیقه شمالدر گاومیش آنولاتا

تیلریاا هاای زمان باا گوناهشد. پیش از این، آلودگی ه 

در گاااو بااا روش فقاا   تیلریااا آنولاتااا واورینتااالیس 

 Hoghooghi-Radگزارش شده بود ) مولکولی در ایران

et al., 2011). نخساتین باار در گااو  تیلریا اورینتاالیس

تفکیک و گازارش شاده  بومی ایران توس  روش سرمی

(. Uilenberg and Hashemi-Fesharaki, 1984بااود )

و ویلنبار  های ما در موافقت باا نتاایج پاژوهش ایافته

را در  ینتاالیستیلریا اور هاشمی فشارکی است که انتقال 

 همافیزالیس پونکتاتااگاوهای شمال ایران، به وسیله کنه 

-Brown, 1990 Hashemi)  گاازارش نمااوده بودنااد

Fesharaki, 1988; Ilhan et al., 1998.)  ،علاوه بر ایان

در اساتان گلساتان واقاع در  تیلریاا اورینتاالیسحوور  

تواند فرضیه انتشاار گساترده ایان تاک شمال ایران، می

هااای شاامالی کشااور تقویاات کنااد ختااه را در بخشیا

(Hoghooghi-Rad et al., 2011.)  بااالاترین میاازان

در اسااتان  در ایااران تیلریااا آنولاتااابااه  هاااآلااودگی دام

درصد و در استان مااور شرقی آن،  83/65 خوزستان تا

 1389درصاد در ساال  44/57 کهگیلویه و بویر احمد تا

ماورد، احتماال انتشاار گزارش گردیده است که در این 

در همساایگی  دام نقال حمال و در اثار انگلای آلودگی

 به ذهن خیاور مای کناد ،مسافت نزدیکو در  هااستان

(Safarpoor-Dehkordi et al., 2012). 

 در تیلریاا آنولاتاا گوناه هاا،البته بر اسااس بررسای 

در مااااورت شاامال اسااتان  گاوهااای شاارق ترکیااه،

هاای گاروه گونهدرصد و  45نی با فراواغربی آذربایاان

 بااا تیلریااا اورینتااالیس وتیلریااا بااافلی  ،ساارجنتی تیلریااا

  .(Aktas et al.,  2006درصد وجود دارند ) 7فراوانی 

همچنین در منیقه کردستان کشور عاراق، واقاع در 

 های جنوبی استان، میزان آلودگی گاوها بهمااورت شهر

درصاد گازارش  9/68باا روش مولکاولی  تیلریا آنولاتا 

(. احتماال تاأثیر Al-Saeed et al., 2010شاده اسات )

حمل و نقل در مسافت نزدیک، بر انتشاار ایان انگال از 

نظار هاای منیقاه، بعیاد باهطریق کنه ناقال در باین دام

تیلریااا وجااود آلااودگی در کشااور ترکیااه بااه  رسااد.نمی
با کشور غربی آذربایاانو مرز طولانی استان  اورینتالیس

ونقل تااری در مسیری باه کیلومتر( و حمل 488ه )ترکی

کیلاومتر در ایان ناحیاه، شااید دلیال  55کوتاهی فاصله 

های باومی شاهر درگاومیش تیلریا اورینتالیسپراکندگی 
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هاای رود کناهبه عبارت دیگر احتماال مای ارومیه باشد.

هاای باومی، خواری در گاومیشغیربومی آلوده، با  خون

نتقل کرده باشند. البته این فرضایه بارای ها را میاختهتک

هااای مختلااخ تشخیصاای در اثبااات، نیازمنااد رهیافاات

 باشند.هایی است که عازم و راهی ایران میدام

ها به عواملی از فراوانی بیماری تیلریوز در میان دام

های جغرافیایی انگل، ناژاد دام، مبادأ قبیل رفتار زیرگونه

دام )بارداری، زایماان و  انتقال دام، سن و وضعیت بدنی

غیااره( و همچنااین تغییاارات ناگهااانی محاای  مربااوط 

شود. اضیراب زیاد و کاهش توان دستگاه ایمنی نیاز می

تواند باعپ تبدیل آلودگی باه بیمااری باالینی گاردد می

(al., 2012 Safarpoor-Dehkordi et کارشناساااان .)

ا هاهاا در هار ساال باه میازان دهزنند که کنهتخمین می

کنند. در این میان، میلیارد دلار در دنیا خسارت ایااد می

هاست که باعپ ضررهای زیاادی در ابتلا به تیلریوز دهه

 ,Hashemi-Fesharaki)گردد میصنعت دامداری ایران  

1988; Hashemi-Fesharaki et al., 1998).  

های اقتصادی ناشی از خانواده ناگفته نماند که زیان

غربای تخماین زده نون در اساتان آذربایااانتیلریده، تاک

 زنناد کاهالبته برخی کارشناسان حدس  می نشده است.

در اغل  موارد در گاومیش بومی، این آلودگی انگلی باه 

صورت تحت درمانگاهی بوده و یاا حتای بادون نشاانه 

« مخزن»باشد. بدین ترتی  دام آلوده، تبدیل به بالینی می

ساترش خاونی آن، شاکل شود کاه حتای در گانگل می

یاخته قابل مشاهده است. اهمیت دامای پیروپلاسمی تک

شود در آن است که کنه یاخته تبدیل میکه به مخزن تک

ناقل را آلوده کرده و ساب  انتشاار گساترده ایان انگال 

هاای پاا  توس  آن کنه، به مدت ننادین ساال باه دام

و (. آب Ilhan  et al., 1998; Brown, 1990) گارددمی

گرمسایری ایاران، بارای انتشاار هوای گرمسیری و نیمه

ایان  عنوان ناقال اصالیبه های سخت جنس هیالوماکنه

 ,.Ranjbar-Bahadori  et alباشاد )مناسا  مای انگال

2007; Tavassoli, 2006.) گاردد کاه خاطر نشاان مای

 سرجنتی، تیلریا باافلی و تیلریاا اورینتاالیس تیلریاگروه 

هاای هیالوماا، هماافیزالیس و حتای نهتوانند توس  کمی

 . (et al., 1998 Saviniسفالوس نیز منتقل شوند )ریپی

یاختاه باا در بررسی حاضار، باین اباتلا باه تاک

داری های استان ارتباط معنایوضعیت آب و هوای شهر

رساد تاأثیر اقلای  در نظر میمشاهده نگردید. بنابراین به

ی نهاار شاهر ماورد ها باراشناسی و فیزیولوژی کنهبوم

میالعااه، کمااابیش یکسااان باشااد و احتمااالا  بایااد علاال 

 دیگری را در تفاوت میزان آلودگی در آنها مؤثر دانست.

لازم به ذکر است که معمولا  در پاتوژنز بیماری تیلریاوز، 

روز بعد از گزش، فرم پیروپلاسمی در گسترش  13-11

ام شااود و در ایاان فاصااله اگاار از دخااون دام دیااده ماای

مذکور، نمونه خونی جهات بررسای فارم ماذکور اخاذ 

کاه باا میالعاه شود، نتیاه منفی خواهد بود. در صورتی

های داخل گردش خاون در ایان باازه زماانی، لنفوسیت

توان فرم شیزونتی را مشاهده نمود. لذا عادم میالعاه می

تواند نتایج منفی کااذب را باه های جریانی میلنفوسیت

 .(Ahmad and Melhorn, 1999) دنبال داشته باشد

تیلریتاا سارجنتی، تیلریاا باافلی و گاروه های انگل
 خاود در سراسر دنیا پراکناده هساتند. تیلریا اورینتالیس

بنادی شاده در نهاار ژنوتیاد دساته تیلریا اورینتاالیس

( buffeli) بافلی ،(chitoseنیتوز ) ،(ikedaاست: ایکدا )

 (.type 4) 4و تید 

شاارقی شااامل  ود بااه آساایایتیااد ایکاادا، محااد

کشورهای ژاپن، کره جنوبی، بخش شمال شرقی نین و 
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نیز استرالیا است. البته محققان دیگری، وجود پانج تیاد 

بنادی پاروتئین یاخته را بر اساس طبقاهاز این گونه تک

اناد ها گزارش نماودهسیحی عمده فرم پیروپلاسمی آن

(Ota et al., 2009 et al., 2011; Yokoyama  ترکی .)

بیشاتر   تیلریا اورینتاالیس( در ژنوم G+C)نوکلوتیدهای 

 تیلریاا آنولاتاا وتیلریاا پااروا های ترکی  آن در گونه از

 بابزیا باویسبوده است ولی از طر  دیگر مشابه جنس 

یاختاه نشاان نامه در مورد این تکباشد. تحلیل شارهمی

خاانواده  داده است که بعد از انشعاب خانواده تیلریده از

  تیلریاا اورینتاالیس زا از بابزیده، دو گونه بسیار بیمااری

 (.Hayashida  et al., 2012اند )مشتق شده

 هاایدر ایران، تاکنون هیچ گزارشی از تفکیک تید

البته ایان میلا  باه ارائه نشده است.  تیلریا اورینتالیس

 تری نیاز دارد.میالعات بیشتر و وسیع

کنناده تواعیخ ترس گرمااییاز آناا که عامل اس

تواناد شادت و دوره مایبناابراین  ،دستگاه ایمنی است

بیماری را در منااطق گرمسایری افازایش دهاد. در هار 

 گرمای اقلی  خشاک و نسابتا دارای استانی از کشور که 

شوند و این نکته، های سخت به وفور یافته میکنه است،

 توجیه کند. را بتواند تیلریا آنولاتاشاید الگوی انتشار 

بیمااری،  مزمنبه نو  های مبتلا استان، اغل  دام در این

اند و در ابتادای فصل زمستان آلوده شده آغازدر  احتمالا

اناد. باه نظار داشته فصل تابستان به ندرت ابتلای مزمن

کوتااه ابتادایی  رسد که در طول فصل پااییز، مرحلاهمی

به مرحله  ی وقو  یافته و سپس در زمستاناوآلودگی لنف

 خونی رسیده است. مزمن

برداری زمستانی در هنگام نمونه اورینتالیس تیلریا

های جنس هماافیزالیس متعاق  اوج فعالیت پاییزی کنه)

 .در شکل آلودگی مزمن وجاود داشاته اسات (در منیقه

خاطر فعالیت به تیلریا آنولاتازای البته گونه بسیار بیماری

 حواور باومی دارد معمولا  های جنس هیالومامی کنهئدا

را تیلریا سارجنتی/بافلی/اورینتالیس  که این کنه ها، گروه

-Uilenberg and Hashemi) دکننااهاا  منتقاال ماای

Fesharaki, 1984.) 
داماداران عااادت دارنااد در فصال تابسااتان، توجااه 

هاای خاود و از دامباشند ها داشته بیشتری به کنترل کنه

 ،باشادها میوم پاییزی کنهدر فصل پاییز که مقارن با ها

اعتقاد دامپروران بر این است کاه ظاهرا  نمایند. میغفلت 

های آنها فق  در مراتع تابساتانی ماورد خونخاواری دام

ممکان اسات لی و .گیرندها قرار میهای آلوده دشتکنه

هاای زیاادی در ماااورت های پاییزی که دامدر اصیبل

نیااز مااورد  یتعااداد ،شااوندداری مااییکاادیگر نگااه

قرار گیرند. البتاه از آنااا کاه  های آلودهخونخواری کنه

های مذکور، علای  درمانگاهی بیمااری گاوها و گاومیش

شاید به مخزنی بارای آلاودگی ساایر دام هاا  رند،را ندا

 وند.تبدیل ش

برای پیشگیری از انتقال که کند این نکته ایااب می

دامی کشورهای های وری سرمایهها و حفظ بهرهآلودگی

رکیاه و عاراق بارای نسال هاای آیناده، بخاش ت ،ایران

هاای قرنیینه دامپزشکی بیش از پیش مورد توجه سازمان

 دولتی طرفین مرزها قرار گیرد.

 

 سپاسگزاری

بااه خاااطر تهیااه  MBSTوساایله از شاارکت بدین

هاای فنای سپاساگزاری های آزمایشگاهی و کماککیت

 شود. می
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