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بررسي آلودگي  تيلريا آنولاتا درگاوهاي كشتار شده با دو روش 
مقايسه اي واكنش زنجيره اي پليمراز  )PCR( و ميكروسكوپي

چكيد ه 
به منظور مقايسه واكنش PCR در تشخيص گاوهاي بومي حامل تيلريا آنولاتا نسبت به روش تهيه اسمير )گسترش نازك خون 
محيطي(، از اوايل اس�فند ماه 1388 تا اواخر ارديبهش�ت ماه 1389 از 140 راس گاو بومي بالاي يك س�ال ارجاع داده ش�ده به 
كش�تارگاه، به صورت تصادفي نمونه گرفته ش�د. براي اين منظوراز وريد گوش�ي هر گاو، گس�ترش خوني تهيه و با الكل متانول 
فيكس ش�د تا براي رنگ آميزي به روش گيمس�ا و جستجوي انگل با كمك عدس�ي 100 ميكروسكوپ نوري و روغن امرسيون، 
مورد استفاده قرار گيرد.  همچنين براي انجام آزمايش PCR، از وريد وداج نيز 9 سي سي خون در لوله هاي اتوكلاو شده اي كه 
حاوي 1 س�ي س�ي بافر سيترات 3/2 درصد بود، جمع آوري و به آزمايشگاه بيوتكنولوژي دانشگاه شهركرد منتقل گرديد. از 140 
نمونه مورد بررس�ي توس�ط روش PCR، 56 نمونه مثبت )40%( و 84 نمونه منفي )60 %( بودند ولي در بررس�ي 140 نمونه اسمير 
تهيه ش�ده، 12 مورد )8/57%( حاوي اشكال پيروپلاس�مائي تيلريا آنولاتا و 128 نمونه )91/43%( عاري از اشكال پيروپلاسمائي 
انگل گزارش ش�دند. مقايس�ه بين دو روش PCR و تهيه اسميردر تشخيص گاوهاي حامل تيلريا آنولاتا، حاكي از اختلاف معني 
دار بين اين دو روش مي باش�د )P≥0/005(. با توجه به نتايج بدس�ت آمده در اين بررسي، حساسيت تكنيك PCR در تشخيص 
حاملين تيلريا آنولاتا نسبت به روش ميكروسكوپي بسيار بالاست. با توجه به شيوع بالاي آلودگي  نياز به مطالعات اپيدميولو   ژي 

و اقدامات كنترلي را آشكار مي كند.
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مقدمه 
 تیلری��وز به عنوان یكي ازبیماریهاي کشنده دام مطرح مي باش��د وطبق 
اظهار نظر برخي ازمحققین سالانه بیش از پانصدهزار راس گاو درآفریقا دراثر 
این بیماري ازبین مي روند ) Robinson, 1982 (. درنواحي خاورمیانه و شبه 
قاره هندوجنوب ش��وروي سابق و ش��مال آفریقا تیلریا آنولاتا 1عامل بیماري 
مي باشد. گاو هاي اروپایي نسبت به تیلریوز کاملا حساس اند و مرگ و میر آن ها 
در ص��ورت عدم درمان اختصاصي با بوپارواگون به 40 تا60 درصد مي رس��د 
)Hashemi-Fesharaki, 1991(. بي اشتهائي، لاغري، کاهش تولید شیر، تب 
شدید، افزایش ضربان قلب، بزرگ شدن گره هاي لنفاوي )گاهي تا چهار برابر 
حد طبیعي(، یبوست یا اسهال، کم رنگي مخاطات که به سوي زردي مي رود، 
 .)1982 ,Robinson( که از ویژگي هاي تیلریوز ناشي از گونه آنولاتا مي باشند
تک یاخته تیلریا توس��ط کنه هاي ایكسودیده منتقل شده ودر فصول گرم که 

فصل فعالیت کنه ها است شیوع بیشتري دارد.
گاوه��اي بهبود یافته از بیماري به مدت طولاني مي توانند حامل بیماري 
باش��ند که در طي این مدت تعداد اندکي از اریتروس��یت هاي آلوده به اشكال 
پیروپلاس��مائي انگل را دارا مي باش��ند. این چنین حامل هائ��ي در آلودگي از 
طری��ق کنه هاي هیالوما س��هم مهمي دارند. به این دلیل اس��ت که تشخیص 
اش��كال پیروپلاس��مائي تیلریا آنولاتا در حیوانات حام��ل از نظر اپیدمیولوزي 
از اهمیت زیادي برخوردار اس��ت. پیدا کردن اش��كال پیروپلاسمائي انگل در 
 .)1995 ,D’oliveira( گس��ترش هاي خوني گاوهاي حامل کاري مشكل است
البت��ه اس��تفاده از روش PCR تشخی��ص حضور تک یاخته تیلری��ا آنولاتا، را 
 ,D’oliveira,.2001 ,Almeria ( در پارزیتمي پایین را امكان پذیر مي نمای��د
1995(. Kirvar و همكاران )2000( حساسیت PCR را تا یک انگل در میلي 
لیتر خون بدس��ت آوردند و اعلام کردند که حساس��یت روش PCR صد برابر 
بیشتر از جس��تجوي انگل در دویس��ت میدان میكروسكوپي در یک گسترش 

خوني  است)Kirvar, 2000(. با توجه به اهمیت تیلریوز و ضررهاي اقتصادي 
ناشي از آن و همچنین نقش اساسي حاملین در ماندگاري و بقاء انگل، لذا ما 
بر آن ش��دیم تا با مقایسه دو روش PCR و اسمیر در تشخیص حاملین انگل، 

گامي هر چند کوچک براي رسیدن به این هدف برداریم. 

مواد و روش كار
ای��ن تحقیق جه��ت مقایس��ه دو روش PCR و تهیه گس��ترش از خون 
محیطي، بر روي 140 نمونه تصادفي از گاوهاي بومي بالاي یک س��ال کشتار 
ش��ده در کشتارگاه صنعتي نجف آباد و حومه در طي اس��فند 87 و بهار 88 
انجام گرفت.در کشتارگاه پس از ثبت شماره گاو، از وریدهاي سطحي گوشي 
هر گاو گسترش تهیه و بعد از خشک شدن، توسط الكل متانول فیكس شدو 
ب��راي رنگ آمیزي و جس��تجوي انگل، به آزمایشگاه انگل شناس��ي دانشكده 
دامپزش��كي منتقل گردید. با استفاده از رنگ گیمسا به مدت 40 دقیقه رنگ 
آمیزي ش��د، در ادامه با اس��تفاده از لنز 100 میكروس��كوپ ن��وري و روغن 
امرس��یون از نظر وجود اشكال پیروپلاسمائي تیلریا آنولاتا مورد جستجو  قرار 
گرفتند140 نمونه خون، از س��یاهرگ وداج 9 س��ي س��ي خون در لوله هاي 
آزمایش اتو کلاو ش��ده اي که حاوي 1 سي س��ي بافر سیترات 3/2 درصد)به 
عنوان ضد انعقاد( بود، گرفته ش��د تا براي آماده س��ازي نمونه ها و جداسازي 
DNA  جه��ت انجام آزمایش PCR  به آزمایشگاه بیوتكنولوژي منتقل گردد. 
نمونه ها DNA بوس��یله فنل کلروفوم اس��تخراج و در 20- درجه سانتي گراد 
فریز شدند، تا براي تكثیر DNA و مشاهده قطعه مورد نظر بر روي ژل آماده 
 )1995،D’oliveira( استخراج شده، بر اساس روش DNA کار باشند. نمونه ها
انجام گرفت. برنامه حرارتي دس��تگاه ترموس��ایكلر در 30 س��یكل حرارتي به 
ش��رح زیر اس��ت)D’oliveira, 1995(: مرحله واسرش��ت دو رشته DNA در 
 DNA دماي 94 درجه س��انتیگراد به مدت 1 دقیقه، مرحله اتصال پرایمر به
الگو در دماي 56 درجه سانتیگراد به مدت 1 دقیقه، مرحله گسترش دو رشته 
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In order to compare PCR technique with smear method to find out Theileria annulata in the cows carrier,cattle over one 
year was referred to the slaughter, samples were taken randomly since February 88 till May 89. We took blood from ear 
vein, then fixed with methanol & colored with gimsa at least we sarched for parasits under objective lenses (100x). Also 
for PCR,we took 9ml blood from jagular vein of each cows & added 1ml citrate buffer 3.2%, then sensed to biochem-
istry laboratory of Shahrekord University.From 140 samples by PCR technique:56 samples) 40%) were positive & 84 
samples(60%) were negative. From 140 samples by smear method 12 samples (8.75%) were positive & 128 samples 
(91.43%) were negative. Comparison between PCR and detection of Asmer prepration method to detection of Theileria 
carrier cow, showed significant differences between two methods (P<0.005). According to the results obtained in this 
study, we understand that the sensitivity of PCR technique to diagnosis Theileria annulata carrier svery high compared 
to smears.Itis suggested that the epidemiological studies,  and control measure  be used.

Keywords: Theileria annulata, Smear, PCR.
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DNA در دم��اي 72 درجه س��انتیگراد به مدت 1 دقیقه، مرحله گس��ترش 
نهائي در دماي 72 درجه سانتیگراد به مدت 10 دقیقه.

  N517 و N516 این تحقیق براي تكثیر ژنوم تیلریا آنولاتا از پرایمر هاي
که توس��ط شرکت Meta Bion  آلمان تهیه ش��ده بود استفاده گردید. این 
پرایمره��ا از ی��ک ژن بزرگ 30KD که آنتي ژن س��طحي مروزوئیت تیلریا 
آنولاتا را کد مي کند استخراج شده است. پرایمرN516 به عنوان پرایمر پیش 
برن��ده، داراي طول 17 جفت ب��از)GTAACCTTTAAAAACGT ازتوالي 
GTTACGAACATGGGTTT( N517 و پرایم��ر )΄نوکلئوتی��دي 5΄به3

ازتوال��ي نوکلئوتیدي 5΄ب��ه3΄( به عنوان پرایمر برگشت��ي داراي طول 17 
 D’oliveira,( جفت باز در آزمایش هاي تكثیر مورد اس��تفاده ق��رار گرفتند

.)1995
 )1995,D’oliveira(مواد مورد نی��از جهت واکنش زنجیره اي پلیم��راز

شامل موارد زیر است:
 Taq buffer با غلظت X10 با غلظت نهایي X1 به میزان µl 5 براي هر 
 1µl/25 به میزان µl 250 10 با غلظت نهایي mM با غلظت dNTPs ،نمونه
ب��راي هر نمونه،MgCl2 با غلظت mM25 با غلظت نهایي Mm5/1 به میزان 

نتايج
 140 اس��لاید رنگ آمیزي ش��ده توسط گیمس��ا، از نظر وجود اشكال 
پیروپلاس��مائي انگل مورد جس��تجو قرار گرفتند. در این بررس��ي اش��كال 
پیروپلاسمائي انگل در 12 نمونه  از  140 نمونه مورد آزمایش، مشاهده شد 

شكل )1(،جدول )1(.
در قرائت نتایج بدس��ت آمده مشخ��ص گردید که 56 مورد از 140 
721bpنمون��ه خ��ون مورد آزمای��ش، داراي قطعه م��ورد نظر با ان��دازه

بودند جدول)1(.مقایس��ه آماري دو روش PCR و تهیه گس��ترش خوني 
در تشخی��ص حاملی��ن تیلری��ا آنولاتا ب��ا کمک آزمون آم��اري مک نمار 
حاک��ي از معن��ي دار بودن اخت��لاف ای��ن دو روش در تشخیص حاملین 
مي باش��د)P≥0/005(. تع��داد نمونه هاي مثبت به دس��ت آمده از هر دو 
روش در جدول)2(  آمده اس��ت. در بررس��ي عكس هاي گرفته شده از ژل 
 bp800 و bp700 تكثیر یافته اي که بین محدوده DNA الكتروفورز قطعات
از سایز مارکر قرار گرفته بودند به عنوان موارد مثبت و قطعات تكثیر یافته 
تصادف��ي که خارج از این محدوده وزني بودند ب��ه عنوان موارد منفي ثبت 

شدند شكل )2(.

PCRگسترش خونيتشخيص

تعداد نمونه مثبت درصدتعداد نمونه مثبت درصددرصد - تعداد

8/57124056مثبت

91/431286084منفي

100140100140جمع

µl 3 براي هر نمونه،Primer Mix با غلظت µM4 با غلظت نهایيµ M6/1 به 
میزان µl 3 براي هر نمونه،Taq DNA Polymerase با غلظت u/µl5 با غلظت 
نهایيµ5/2ب��ه میزان µl /5 براي هر نمون��ه،DNA با غلظت ng20 با غلظت 
نهایي ng100 به میزان µl 5 براي هر نمونه،ddH2O به میزان  µl25/15براي 

هر نمونه،حجم نهائي مواد مورد نیاز µl 50 مي باشد.
جه��ت تفكیک فراورده هاي حاص��ل از تكثی��ر PCR، از ژل آگارز 1,2 
درص��د در بافر0,5X( TBE( اس��تفاده ش��د و DNA Ladder )100bp( به 
عنوان مارکر اس��تاندارد مورد استفاده قرار گرفت. 3/75 میكرولیتر اتیدیوم 
برومای��د را بعد از ذوب کامل ژل و خنک ش��دن ب��ه آن اضافه مي کنیم. در 
-BTS مدل UVI tecتوسط دستگاه ،UV پایان از ژل الكتروفورز در  زیر نور

MS.20عكس برداري شد و نتیجه آزمایش قرائت گردید. 
  DNA721، در الكتروف��ورز نشان دهنده نمونه  bp DNAوج��ود قطعه
آل��وده به انگل بود، ح��دود0/00038 درصد پارازیتمیا ک��ه برابر با 19انگل 
درهر س��ي س��ي تشخیص داده شد.نتایج به دس��ت آمده از هر دو روش به 
صورت توصیفي گزارش گردیده و با تست آماري مک نما با یكدیگر مقایسه 

مي گردند. 

بحث
در این بررس��ي در گس��ترش خوني 5 /8% گاوهاي بومي واجد اش��كال 
پیروپلاس��مایي  بود در حالیكه 40 % موارد در آزمایش PCR واکنش مثبت 
نشان دادند. در جهان مطالعات وسیعي در مورد تشخیص موارد حامل تیلریا 
آنولاتا به روش هاي تهیة اس��میر،IFA  و PCR انجام ش��ده است ولي هیچ 
کدام حساسیت بالاتر از روشPCR  را نداشته اند. یافته هاي این پژوهش نیز 
با یافته هاي سایر محققین در رجحان روشPCR  نسبت به روش اسمیر در 
تشخیص گاو هاي حامل این تک یاخته تطابق دارد. D’oliveira و همكاران 
)1995( روي چه��ار س��ویه تیلریا آنولاتا ک��ه از ترکیه، اس��پانیا، پرتقال و 
موریتانیا جمع آوري شده بودند مطالعه کردند. آنان پس از آلوده سازي 92 
گوس��اله که تقریبا یک سال سن داش��تند به مقایسه روش هاي تهیه اسمیر، 
IFA  وPCR  در تشخی��ص م��وارد حام��ل پرداختند. از 92 گوس��اله مورد 
مطالعه 22 درصد با روش گیمس��ا و40 درصد با روش IFA مثبت شناخته 
ش��دند در حالي که آزم��ونPCR  آن ها 70 درصد را مثب��ت نشان مي داد. 
Kirvar و همكاران )2000( با اس��تفاده از یک ژن بزرگ کدکنندة آنتي ژن 
س��طحي مروزوئیت حساسیت روش PCR را تا یک انگل در سي سي  خون 

جدول)1(: مقايسه دو روش گسترش خوني و PCR در شناسائي موارد حامل تيلريا آنولاتا در 140 نمونه خون تهيه شده از گاوهاي كشتاري 
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بدس��ت آوردند. آنان اعلام کردند که حساسیت روش PCR صد برابر بیشتر 
از جس��تجوي انگل در دویست میدان میكروس��كوپي به روش تهیه اسمیر 
اس��ت.Roy و همكاران ) 2000( با اخذ 50 نمون��ه خون از گاوان بومي، به 
PCR بررس��ي آنان از نظر وج��ود تک یاخته تیلریا آنولاتا توس��ط دو روش

توس��ط یک ساب یونیت کوچک RNA ریبوزومال و مشاهده میكروسكوپي 
گس��ترش خوني پرداختند. نتیجه آنكه تع��داد 42 نمونه از 50 نمونه مورد 
آزمای��ش PCR، مثب��ت بودند و در روش مشاهده مس��تقیم 8 نمونه مثبت 
اعلام ش��د. نتایج آن ها برتري واکنش PCR نس��بت به اسمیر را نشان داد. 

Dumanli و همك��اران ) 2005( بعد از اخ��ذ 1561 نمونه خون از گاوهاي 
نژادهاي مختلف 11 ش��هر مناطق شرقي ترکیه به مقایسه 3 روش مختلف 
تشخیص آلودگي به تیلریا آنولاتا که ش��امل روش��هاي تهیه اسمیر، IFA و 
PCR ب��ود پرداختند. بطوریك��ه از 1561 نمونه در روش PCR تعداد 590، 
در IFA  تعداد 526 و در تهیه اسمیر تعداد 293 نمونه مثبت بودند. نتایج 
آن ه��ا نشان دهنده معني دار بودن تفاوت بی��ن روش هاي تشخیصي بود و 
حساس��یت بالاي PCR را نس��بت به روش مشاهده مستقیم  نشان مي داد..

Martin Sanches و همك��اران )1999( ب��ا اخ��ذ 214 نمونه خون از گاوان 
مناطق مختلف اس��پانیا به مقایسه سه روش تشخیصي تهیه اسمیر، IFA و

PCR  در تشخی��ص تک یاخته تیلریا آنولاتا پرداختند. نتایج بدس��ت آمده 
حاکي از این بود که حساسیت روش تشخیصي PCR )78/4 درصد( نسبت 
به IFA )69/86 درصد( و تهیه اس��میر) 26/62 درصد( بس��یار بالاتر است.  
Almeriaو همك��اران )2001( به مطالعه اي اپیدمیولوژیک به منظور تعیین 
می��زان آلودگي گاوان بومي منطقه مینویكا به روشPCR  و گس��ترش خون 
محیطي پرداختند. 94 درصد گاوان مورد مطالعه به گونه هاي مختلف تیلریا 
آل��وده بودند که از این آمار 48/3 درص��د آن ها به تیلریا آنولاتا آلوده بودند. 
آن ها نتیجه گرفتند که اس��تفاده از روش PCR در تعیین میزان آلودگي به 

 تعداد کلدرصد تعداد مثبت

128/57120گسترش خوني 

PCR5640120

6828240جمع

PCR جدول)2(: تعداد نمونه هاي مثبت به دست آمده از دو روش گسترش خوني  و

شكل )1(: اشكال پيروپلاسمائي تيلريا آنولاتا در اسمير تهيه شده و رنگ آميزي شده توسط گيمسا

 شكل )2(: وجود قطعهbp DNA  721 در الكتروفورز نشان دهنده آلودگي به تيلريا انيولاتا مي باشد. 
 باند شماره 1 شناساگر،باندهاي 2،3،7،9،10،14،14،15،18،21،22 و 23 مثبت اند و باند هاي 4،5،6،11،12،13،17،16،19،20و 24 منفي اند.

بررسي آلودگي  تيلريا آنولاتا در...
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گونه هاي مختلف تیلریا در مقایس��ه با روش تهیه اس��میر بسیار دقیق تر و 
مؤثرتر اس��ت.وجود حاملین بدون علام��ت بالیني در یک ناحیه و تشخیص 
آن ها مي تواند در براورد میزان ش��یوع و وضعیت ایمني دام ها بس��یار مؤثر 
مي باش��د. در این پژوهش از 140 نمونه اخذ شده از گاوهاي بومي یک سال 
به بالا، تعداد 56 نمونه حامل تیلریا آنولاتا بودند که حاکي از ش��یوع بالاي 

این بیماري مي باشد.
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